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RESUMEN

Los | infocitos T r eguladores ( Treg), q ue se car acterizanp orl a
expresion del factor de transcripcion FOXP3 estan implicados en la
atenuacion de | arespuestainmuney s onunf actorclaveenel
mantenimiento de l|la h omeostasis dela m isma im pidiendo e |
desarrollo de enfermedades autoinmunes. Para que la diferenciacion
de linfocitos T se lleva a cabo es fundamental la participacién de tres
seflales q ue activen a | os linfocitos T: a ctivacién viael T CR, co-
estimulacién y activaciéon por citocinas, las cuales son proporcionadas
por C élulas D endriticas (D Cs) con caracteristicas d e act ivacion
parcial.

El estado de activacion de las DCs puede ser regulado por HIF-1a a
través d e la r egulacion de moléculas d e co -estimulacién como
CD80/CD86 y CD40. Otro blanco de regulacion por HIF-1a es FOXP3.
Estos hallazgos se han demostrado en modelos de eliminacion de la
expresion de HIF-1a y e n mo delos de hi poxia, s in e mbargo
desconocemos si la acumulaciéon transitoria de HIF-1a, con agentes
farmacoldgicos e n co ndiciones d e normoxia, p uede p romover | a
diferenciacion de los linfocitos Treg via la regulacidon de la activacion
de DCs.

Con b ase en es tos a ntecedentes el o bjetivod e es tet rabajoe s
determinar si el estado de activacién de las DCs puede ser regulado
por HIF-1a y a su vez influir en la diferenciacién de linfocitos Treg en
condiciones de no rmoxia e n un mo delo a ntigeno e specifico. Los
resultados muestran que la activacion de las DCs no es un blanco de
acciéon d e HIF-1a en es te m odelo ex perimental al n o a lterar la
expresio de moléculas como CD40, CD86 y MHC-II. Sin embargo este
factor d e t ranscripcién m ostro t ener u n e fecto d irecto s obre el
linfocito T f avoreciendo la p roliferacion/diferenciacion d e lin focitos
Treg e n un mo delo a ntigeno e specifico e n c ondiciones de no rmox



Capitulo 1 El reconocimiento de lo propio y lo no
propio en el Sistema Inmunoldgico: Tolerancia
Inmunoldgica.

Eneltimo, lascélulas T se desarrollan p ara formar un r epertorio
funcional de Receptores de Células T ( TCRs). Las células T producto
de e step rocesot ienen laca pacidad d er econocer antigenos
presentados en Moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC). Los a ntigenos reconocidos pue den pr ovenir de pr oteinas
expresadas por microorganismos o por células del propio organismo

(autoantigenos).!

Las células T que tienen |l a ca pacidad d e reaccionaren contrade
antigenos p ropios so nd enominadas " clonas au torreactivas”. L a
activacién descontrolada d e estas células puede o casionar dafio al

tejido y el desarrollo de enfermedades autoinmunes®.

Una c uestién c lave e n i nmunologia es e ntender c omo el s istema
inmunoldgico e s c apaz de i nhibir r espuestas a utoinmunes pe ro
permitiendo r espuestasi nmunes e ficacesc ontraa ntigenos
microbianos, es decir la capacidad de distinguir entre lo propioy lo

exogéno.

Aunque durante el d esarrollo de los linfocitos T se ge neran clonas
autorreactivas, e | sistema i nmune e s cap az d e e vitar que d ichas
células ocasionen d afo a | os tejidos impidiendo asi el desarrollo de
enfermedades a utoinmunes. El proceso mediante el cual el sistema
inmune e vitae | dafoa | opr opioe sde nominado Tolerancia

Inmunologica.?
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La t olerancia inmunoldgica e sun proceso que c onstade do s
componentes pr incipales de nominados: T olerancia ¢ entraly

tolerancia p eriférica. 3 4

Algunos de |os mecanismos que participan
en dichos p rocesos son: deleccion clonal anergia y supresidon. Este
ultimo dependiente de un tipo de linfocitos T denominados Linfocitos

T reguladores (Treg).’

1.1 Tolerancia central: Seleccion y Eliminacion de Linfocitos

T autorreactivos en Timo.

La to lerancia central tienelu gare ne Itim oy consistee nla
eliminacion de | as cl onas au torreactivas an tes d e q ue termine su

maduracién y dichas células salgan a circulacién.?

El timo estd compuesto anatdmicamente por dos areas principales: la
region externa conocida como corteza y la region interna denominada
médula.! Ambos compartimentos contienen nichos de seleccién que

coordinan la segregacién temporal y la seleccién de timocitos.*

En la corteza inicia la maduracion de los timocitos, en primer lugar
aquellos con T CRs con ba ja o nul a a finidad po r pé ptidos pr opios
unidos a moléculas delMHC propias sufren un tipo de muerte celular
denominado “Muerte por Negligencia”.” En segundo lugar se lleva a
cabo la s elecciéon positiva, durante la cu al cé lulas e specializadas
presentan a ntigenos propios a los timocitos en mo léculas del MH C
clasely II. Durante e ste p roceso solo | as i nteracciones TCR-
Antigeno-MHC con afinidad i ntermedia permiten la supervivencia de
la célula. Es esta etapa también se define el co mpromiso hacia un

linaje determinado, ya sea, CD4 6 CD8 ®’. (Figura.1)

La seleccidon negativa de las células T sucede en la médula y consiste
en la muerte celular por apoptosis de los linfocitos T que e xpresan
TCRs con alta afinidad a autoantigenos .? (Figura.1). Otra posibilidad

para los linfocitos T que expresan TCRs con alta afinidad por péptidos
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propios e s su " rescate” para d iferenciarse e n | infocitos Treg, s in
embargo los mecanismos que determinan la muerte o supervivencia

de estas clonas es aun desconocido®

En lo s procesos d e se leccién n egativa y p ositiva, asicomo en la
generaciéon d e lin focitos T reg tim icos, la participacion d e c élulas
presentadoras de antigeno (APC) es crucial para el reconocimiento de
autoantigenos por el TCR. En el siguiente a partado se hablara del
papel de cada uno de los tipos de APCs implicados en |a tolerancia

central.

Sefalizacidn
inadecuada del TCR-
co- receptur

. Celula Epitelial
i)’% } A .' Cortical

"Muerte por /
negligencia” y
MHCCIESEI;_O: ! ) MHC Clase i
Linaje CD8 Linaje CD4

SELECCION POSITIVA |

TCR's que reconogen cdn  SELECCION
Célula Epitelial

poca o nula afinfdad a MEGATIVA
autoantigeno poptosis Medular
o 1 0
..I' I|- - - - o~ f - I_. ') h_ |I I_-';
paey ) oy B (MO
_|] [ ¥, | { r'{/ "'.I Yy L E: EL) |
P = = ' { . e 5
. v 9 L4 - M___ﬂ,fll . AT f
EE:;;EEI "Muerte por i e TCR's gue reconocen
Mpedular Neglizgencia" ] I autoantigenos con aHI:a
i afinidad
Celulas que salen a /
la periferia. Médula |

Figura 1. Tolerancia Central de Linfocitos T. La tolerancia central se realiza
por medio de dos mecanismos: la seleccion positiva en la cual se generan timocitos
simples positivos (SP) para obtener linfocitos CD4 O CD8 y a su vez se determina si
las células T presentan un TCR funcional que permita seguir con el proceso de
seleccion, y la seleccion negativa en la cual se eliminan los timocitos con baja o
nula afinidad por autoantigenos, los linfocitos T con alta afinidad por antigenos
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propios asi como las células T autoreactivas. Una vez terminado este proceso |os
linfocitos T salen a la periferia. Modificado de Germain. 2012 Nat Rev Immunol.

1.1.1 Papel de las Células Presentadoras de Antigeno en la
tolerancia central.

La regulacion de la tolerancia inmunoldgica depende en gran medida
de la participacion d e APCs especializadas e n | a p resentacién d e
antigenos pr opios y co nl a cap aciadad d e p roveer las se fales

involucradas en cada etapa de la tolerancia central.

Las células e piteliales timicas corticales (cTEC) son un tipo de APC
que participan activamente en el proceso de tolerancia central. Estas
células proveen el mi croambiente n ecesario p ara la generacién de
linfocitos dobles positivos (CD4+, CD8+), que a su vez se convertiran
en linfocitos sencillos positivos CD4 o CD8. La generacidon de células
DP se debe a la capacidad de las cTEC para expresar moléculas del
MHCd eclasely II.° As uv ezdichasc élulas promueven e |
movimiento de los timocitos a la médula timica para la llevar a cabo

la seleccién negativa.®

Por ot ro | ado | as cé lulas epiteliales t imicas m edulares (mTEC)
participan de manera crucial en el proceso de tolerancia central, ya
que sonla uUnicas APCse ntimo capaces d e e xpresar antigenos
propios e specificos de tejido (TSAs).’ Esta capacidad es debida a la
expresion de | f actor de t ranscripcion denominado “Regulador
Autoinmune” (AIRE). En las mTEC AIRE promueve la expresion de un
amplio r epertorio d e TSAs.!! Ademdas, Las m TEC también expresan
moléculas co estimulatorias como C D40, C D80y C D86.*% Estas
caracteristicas en c onjunto le pe rmiten me diar eficientemente la

deleccidn clonal de células T reactivas a TSAs.

Ademas de |a presencia de mTEC en médula timica también se ha
descrito la e xistencia d e Células De ndriticas ( DCs), las c uales han
demostrado ser fundamentales en la induccion de tolerancia central.
En trabajos realizados p or Do nskoy y Goldschneider se encontré la

existencia de dos subpoblaciones de DCs en timo, la primera de ellas
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se desarrolla en timo mientras que la segunda es derivada de DCs en
la pe riferia que migrana timo.* Se ha s ugerido que e stasdo s
poblaciones pue den t ener d iferencias f uncionales pa ra i nducir | a
supresidn de c lonas autorreactivas. E n un modelo pr opuesto po r
Goldschneider y Cone se describié que las DCs originadas en timo son
capacesd ei nducird eleccién cl onal, mientrasq uel asD Cs
extratimicas con cap aces d e regular | a seleccion p ositiva y generar
Treg'* A suvez se ha demostrado que in vivo las DCs timicas son
capacaces d e realizar presentacion cruzada c ontribuyendoa | a
induccion de tolerancia en células CD4* y CD8™. En linea con esto se
ha e ncontrado que las Dcs al igual que las mTEC son capaces de

presentar TSAs elimando clonas autorreactivas.'’

Estas diferencias en la ontogenia de las diferentes tipos de APCs que
se e ncuentran e nt imo les br inda la o portunidad a las d iversas

poblaciones celulares de adquirir una especializacion funcional.

1.2 Tolerancia P eriférica: Eliminaciond el infocitosT

Autorreactivos mas alla del timo

Pese a g uel os m ecanismos d e t olerancia ce ntral so n e ficientes
algunas clonas de linfocitos T autorreactivos “escapan” los procesos
de seleccién positiva y negativa, en parte porque no todos los auto-
antigenos son expresados en el sitio primario donde se lleva a cabo el

desarrollo de los linfocitos.

Para e liminar a | as cl onas au torreactivas p resentes e n circulacién
existen m ecanismos d e t olerancia e n | a periferia | os c uales so n
cruciales para el mantenimiento de la tolerancia inmune. Este proceso
en la periferia es mediado por tres mecanismos principales: deleccién

clonal, anergia y supresién.’

1.2.1 Deleccion C lonal Periférica: Eliminaciondecélulas T

autorreactivas en la periferia
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La deleccién de los linfocitos T autorreactivos e n p eriferia como en
timo se consigue por la induccion de la muerte celular apoptética de
dichas células. En la periferia, la participacion de moléculas como FAS
(moléculas implicadas e n | a se falizacién p ara i nduccion de m uerte
celular) y FAS ligando (FASL) es importante para mediar la apoptosis

de los linfocitos T autorreactivos.!®

Fas (CD95) es un receptor que contiene un dominio intracelular capaz
de inducir muerte celular, el cual puede ser activado por su ligando
FasL (CD178).'® Dos cepas de ratédn que presentan mut aciones e n
Fas (Ratones Ipr) o FasL ( Ratones gld) muestran una a cumulacién
anormal de células T y llegan a desarrollar linfoadenopatia progresiva

y esplenomegalia.’’

Las células T expresan Fasy la expresion de su ligando (FasL) es
inducida después de su activacion por antigenos e IL-2. La activacién
de F as de sencadena | a formacién de un c omplejo i ntracelular que
induce la muerte celular (DISC); el cual activa la caspasa 8 que a su
vez activa otras caspasas efectoras promoviendo la apoptosis. Esta
via d e ap optosis e s | lamada m uerte ce lular i nducida p or activacion
(AICD).'® Se ha demostrado que ésta via de muerte celular es critica
para la deleccién de células T que han sido estimuladas por antigenos

propios in vivo.®
1.2.2 Anergia: Inactivacion de las células T autorreactivas

La anergia de células T es un mecanismo de tolerancia periférica que
se car acteriza p or la inactivacion funcional de las células T tras el
reconocimiento de un antigeno en a usencia de s enales de

coestimulacion, generalmente mediadas por C D28.° Ene stas
condiciones las células T no pueden ser completamente activadas, en
consecuencia p resentan u n e stado car acterizado p or | a f alta de
respuesta ala estimulacién a través del T CR,lo quei mpidel a

proliferacion ce lular y | a se crecién d e ci tocinas cuando e xiste u n
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segundo e ncuentro c on e | a ntigeno.?® En ge neral | a an ergia e s
regulada por moléculas como CD28, PDL-1 y CTLA-4, de las cuales

se hablara a detalle mas adelante.

La v ariable mas i mportante para decidir el destinode las células T
después de | e ncuentro con s u a ntigeno y de terminar si s era una
célula efectora o una célula anérgica es la presencia de sefales de
coestimulacion proporcionadas por la unién de CD28 a sus ligandos,
CD80 y CD86 expresados en la membrana de APCs.?! La sefializacién
dada por CD28 e s critica para la activacion, proliferacion vy
supervivencia de los linfocitos T, en ausencia de estas sefiales 0 en
presencia d e sefales inadecuadas no es posible la activacién de las

cascadas de sefalizacidn necesarias para la proliferacién de células T.

Una de estas cascadas es la via PI3K/AKT-mTOR; la importancia de
mMTOR (receptor blanco de rapamicina en mamiferos) como regulador
del destino de las células T ha sido observada en estudios realizados
recientemente en modelos de raton deficientes en componentes del
complejo de mTOR.?? La activacion de la via AKT-mTOR es requerida
para encender la maquinaria metabdlica de las células T regulada a
través de la glucolisis y el transporte de nutrientes. Esto establece las
bases para la é ptima activacién, proliferacion y diferenciacion de las

células T.2°

Se ha demostrado que |a inhibicion de mTOR con r apamicina es
suficiente pa ra i nducir a nergiaencélulas T, a uUn de spués de |a
activacion con CD3 y CD28.% A su vez, estudios recientes muestran
gue v arias v ias e nergéticas pue den pa rticipar e n | a i nduccion de
anergia de células T in hibiendo | a a ctivacién d e mTOR.?* ?*> Estas
incluyen la privacidn de nutrientes o vias independientes de mTOR,
tales como el Control General no Depresible 2 (GNC2), una viade
deteccion de aminoacidos y la sefalizacién de adenosina a través del
receptor A2A (A2AR).%®
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Por ot ra p arte, re ceptores d e c o-inhibicién c omo e | re ceptor d e
muerte programada 1 (PD-1) también juegan un papel importante en
la anergia de linfocitos T. PD-1, también conocido como CD279 es un
miembro de la familia CD28 que se expresa en células B y T activadas
mientras que sus ligandos PD-L1 y PD-L2 tienen diferentes patrones
de expresion.?® PD-L2 es expresado de manera inducible sobre todo
enD Csy m onocitos, m ientrasq ue, P D-L1 es ex presado
constitutivamente en células T, APCs y muchos tipos de células no
hematopoyéticas incluyendo c élulas vasculares endoteliales, células

de los islotes pancreaticos y neuronas.?’

Las sefales inhibitorias mediadas por PD-1 dependen de la fuerza en
la se nal de a ctivacion de | T CR, r esultando e n una i nhibicién ma s
potente cuando existe una baja estimulacidn del TCR.?® La interaccion
entre el TCR y PD-1 conduce al reclutamiento de las fosfatasas SHP-1
y SHP-2, las cuales desfosforilan moléculas clave en |la sefializacion
del TCR como PI3K y Akt.%° Esto limita la fase inicial de activacién o la

expansién de las células T autorreactivas.>°

Finalmente, la primera evidencia de que PD-1 juega un pa pel critico
ene | c ontrold e lato lerancia in munoldgicay e | d esarrollod e
autoinmunidad proviene del fenotipo de ratones que carecen de PD-1
(Pdcd1/7), los c uales de sarrollan una e nfermedad a utoinmune

denominada Lupus.>!

Otra molécula de co-inhibicidn importante en la induccién de anergia
es el Antigeno-4 asociado al Linfocito T Citotdxico (CTLA-4).32 CTLA-
4 se induce de manera tardia durante la activacién de los linfocitos T
y es capaz de unirse a m oléculas co estimuladoras de la familia B7,
promoviendo una sefializacién negativa.>®> Funcionalmente CTLA-4 ha
demostrado i nhibir la p roliferacion d e c élulas T, la p rogresion d el
ciclo ce lular vy la pr oduccién de IL-2.>* Las e videnciasd e las
propiedades inmunoreguladoras de CTLA-4 se observaron en ratones

deficientes en C TLA-4, | os cu ales desarrollan u na e nfermedad
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autoinmune linfoproliferativa q uer esultae n lam uerted elo s
animales.?> Por otrolado el bloqueo de C TLA-4 en c élulas C D4+
antigeno e specificas act ivadasad osise levadasd el an tigeno
muestran r esistencia a | a i nduccién d e a nergia.?® Estos r esultados
sugieren que CTLA-4 es una molécula critica para ayudar a mantener

la tolerancia inmunoldgica en la periferia.
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Capitulo 2 Diferenciaciony Fu ncion del os
Linfocitos T Reguladores

2.1 Mecanismos de Supresion de los Linfocitos T

Reguladores.

El tercer mecanismo para regular a los linfocitos T autorreactivos en
la periferia es llevado a cabo por los linfocitos T reguladores. Definir
los mecanismos por los cuales actuan las células T reguladoras es de
vital importancia, no solo para entender los procesos por los cuales
regulan | a tolerancia, s ino t ambién, para di lucidar nue vos bl ancos

terapéuticos en el tratamiento de enfermedades autoinmunes.

Los me canismos de s upresion ut ilizados po rl as T reg se pue den
agrupar en 4 categorias b asicas: su presién p or citocinas, supresion
por citolisis, supresién por disrupcion metabdlica y supresion por la

modulacién de la maduracién y funcién de DCs.?’
2.1.1. Supresion por Citocinas Inhibitorias

La se crecién d e c itocinas i nhibitorias p or cé lulas T reg h a si do
ampliamente e studiada e n diferentes modelos e xperimentales. E ste
mecanismo fue uno de los primeros en ser estudiado para entender
como | os linfocitos T reg e jercen su acci én su presora. L as ci tocinas
inhibitorias como Interleucina 10 (IL-10) y el Factor de Crecimiento
Transformante B (TGF-B) hansidoe lfocod eatencibnen la
regulacién de este mecanismo. Sin embargo, estudios recientes han
mostrado que | a IL-35 pa rticipa de ma nera i mportante e n e ste

mecanismo de supresién.>8

Las principales viasp orl asc ualesIL -10y TG F-B actiuan son
inhibiendo directamente lasr espuestase fectorasT hly T h2
(Impidiendo la a ctivacion de macréfagos y D Cs), inhibicion de la
actividad citotdxica de los linfocitos CD8 e impidiendo la proliferacion

de linfocitos T efectores>?.
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En modelos de asma el aumento en la expresién de IL-10 es capaz de
contrarrestar la respuesta de linfocitos T efectores (Tef).*® Asi mismo,
la expresion de TGF-B es capaz de suprimir la respuesta efectora en

O Sumado a la secrecién de TGFB, las Treg

respuestas al érgicas.*
expresan TGF-B en la membrana celular lo cual permite mediar la
supresién a t ravés del contacto célula-célula.*’ (FIGURA 2) Esto se
ha demostrado en modelos de diabetes tipo 1, en donde la infiltraciéon
de linfocitos T CD8™ citotdoxicos a los islotes pancreaticos puede ser

regulada por Treg que expresan TGF-B en la membrana.*!

Recientemente se ha descrito que la participacidon de Interleucina 35
(IL-35) es requerida para lograr una mayor capacidad supresora. IL-
35 es un mi embro de la familia de citocinas heterodiméricas de IL-
12,que estad formada por la union del producto del 3er gen inducible
del v irus de Epstein-Barr (E bi3), y p35 (también conocida como

IL12A; que normalmente se une con p40 para formar IL-12).%?

En estudios realizados en ratones carentes de Ebi3 e IL12A (Ebi3™,
Il112a”") s e o bserva una drastica disminuciéne nl aa ctividad
supresora de las Treg in vitro e in vivo al no controlar la proliferacion
de los Tef en un modelo d e in flamacidn in testinal.*> Basandose e n
estos resultados se ha sugerido que IL-35 es importante para lograr
la m axima cap acidad su presora d e los linfocitos T reguladores. En
linea c on e sto s e ha e ncontrado que la e xpresién de I L-35 es
suficiente para lograr el efecto supresor de las Treg. Esta evidencia
provino de estudios en donde la expresidon ectopica de IL-35 confiere
el fenotipo regulador a linfocitos CD4 “naive”, mientras que el uso de
IL-35 r ecombinante e s c apaz de s uprimir | a pr oliferacion de | as

células T en estudios realizados in vitro.*?
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2.1.2, Supresion por Citolisis

Se ha descrito que los linfocitos Treg de humano y ratéon pueden ser
activados para promover la expresion de granzima A y granzima B.
La granzima A es capaz de eliminar linfocitos CD4* y CD8™ activados,
(Figura 2 ) asi co mo o tros tipos ce lulares utilizando laviade las
perforinas e i ndependiente de | a viade Fas-FasL.*> En cam biola
supresiéon me diada po r gr anzima B e s i ndependiente de | a via de
perforinas.** (Figura 2) En trabajos realizados por Zhao y Shevach
se demostrd que en Treg deficientes en la produccidon de granzima B,

la capacidad supresora se ve disminuida®

Por otro lado Ren y colaboradores mostraron la capacidad de los Treg
para inducir apoptosis de las células T efectoras a t ravés de TRAIL-
DR5 (Factor de Necrosis Tumoral Asociado a Apoptosis por el Ligando
de Receptor de Muerte 5), tanto in vivo como in vitro; y que a su vez
el blogueo de DR5 induce una disminucién en la actividad supresora y

citolitica de las Treg in vitro.*®

Otra molécula implicada en este mecanismo es Galectina-1 (también
conocidac omo L GALS-1), lac ual esun mi embro a Iltamente
conservado de la familia de las proteinas de unién a B-Galactosidasa
y e sr egulada p or | a ac tivacion via el TC R. LGALS-1seu nea
diferentes p roteinas, ta lesc omo CD45 (u nat irosin-fosfatasa
importantee nla d iferenciacion celular)y C D43 (p roteina
trasmembranal i mplicada e n | a act ivacion d el infocitosT ) ye s
expresada p or | os Treg.*” La unién de LGALS-1 a e stas p roteinas
induce apoptosis e inhibe la proliferacion y secrecién de citocinas
pro inflamatorias de los Tefe. Estudios mue stran que el bloqueo o
deficiencia de LGALS1 disminuye Ila cap acidad s upresorad el os

Treg.*’
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2.1.3. Supresion por Disrupcion Metabodlica

La participacién de diferentes marcadores de superficie e xpresados
en las Treg para mediar la supresion de clonas autorreactivas y Tefe

ha sido descrita recientemente.*®

Uno d e e stos m arcadores e s C D25, el cu al al ser expresadod e
manera ¢ onstitutivae nla sT reg permitee |a gotamientod e
Interleucina 2 (IL-2) en el ambiente celular afectando la divisidon de
las cé lulas T e fectoras (Tef) ald isminuiru nod elo sf actores

esenciales que necesitan para proliferar y sobrevivir.*°

La IL-2 juega un papel fundamental e n |l a a ctivacién de células T
reguladoras tanto in vivo como in vitro ya suvez, mantiene la
expresion de C D25 e n | a s uperficie de | a me mbrana de di chas
células.® *La principal f uente de IL-2 r esponsable de mantenery
activar a los linfocitos Treg in vivo parecen ser células Tef. De esta
manera | a e xpresion de I L-2 e s c ontrolada p or re troalimentacién
negativa en tre Tef y Tr eg, es d ecir, | as c élulas T ef mantienen y
activan las células Treg, mientras que, las Treg inhiben la produccién

de IL- 2 en las células Tef.”?

Otros m arcadores de su perficie r ecientemente d escritos so n C D39
(ATPasa/ADPasa) y C D73 (5 ectonucleotidasa), d os e ctoenzimas
expresadas en |la superficie de los linfocitos Treg. Am bas moléculas
participan en la degradacién de ATP a adenosina, molécula capaz de
suprimir la f unciéon d e c élulas Tef atravésd e la act ivacion d el
receptor d e a denosina. 2A> >* (Figura 2 ) Interesantemente, la
union de adenosina al receptor 2A parece no solo inhibir las funciones
de las células Tef, sino también induce la generacion de Treg en la
periferia al in hibir la e xpresién de IL-6> (responsable de inhibirla
generaciond eT regy p romoverl| as ecreciond e c itocinas

proinflamatorias).>®
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Por ot ro | ado, | as c élulas T reg t ambién d emostraron suprimir | a
funcién e fectora d e lo s lin focitos T al in crementar la e xpresién d e
Adenosin Monofosfato ciclico (AMPc) en las células Tef. El incremento
de esta molécula inhibe la expresidon de IL-2, evitando la proliferacion
de células T autorreactivas y efectoras promoviendo s u a poptosis®’
(Figura 2).

2.1.4. Supresion por Targeting de Células Dendriticas

Ademas d el e fecto directo d e lo s lin focitos T r eguladores s obre la
funcidn de los linfocitos T efectores, los Treg también pueden modular
la maduracion y/o funcidon de las DCs, las cuales son requeridas para

la activacion de las células efectoras.>®

Una de las principales moléculas implicadas en este mecanismo es
CTLA-4,1 ac uals eha pr opuestos eune a mo léculas de co-
estimulacién CD80 y CD86 evitando la adecuada maduracion de las
DCs, impidiendo asi la diferenciacion y activacion de los linfocitos T.>°
Se ha de scrito q ue e | bl oqueo o de ficiencia de e sta molécula
disminuye la capacidad supresora de las Treg.®*(Figura 2) Sumado
a esto, la unién de CTLA-4 a estos ligandos permite la activacién de
la via metabdlica DIO (Indolamina 2,3 dioxigenasa) en las DCs lo que
resulta en la produccion de quinurenina, un po tente inmunosupresor

capaz de inducir apoptosis en las células efectoras.®®

Estudios r ecientes h an m ostrado q ue | a m aduracién del as DC s
también puede ser modulada por el Gen 3 de Activacidon de Linfocitos
(LAG3; también conocido como CD223). LAG3 puede unirse al MHC-II
con alta afinidad, promoviendo la activacién del Inmunoreceptor de
Activacion d e Tirosinas (ITAM), el cual r egula la s efal in hibitoria
suprimiendo la maduraciénd el asDC sy s ucap acidad

imnunoestimuladora®! (Figura 2).
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Otra m olécula im portante e n e ste m ecanismo e s la N europilina-1
(Nrp-1). Nrp-1 es un receptor de semaforinas (moléculas implicadas
en la sinapsis neuroldgica) clase III y un correceptor para el Factor de
Crecimiento Vascular y Endotelial.®? NRP-1 se expresa en las células
Treg y puede serinducida por|a e xpresidon e ctopica de Foxp3 en
células T FOXP3", NRP-1 promueve interacciones de |arga dur acion
entrela sc élulas Treg y DC si nmadurasd urante!| a si napsis
inmunoldgica. E | bloqueo de N RP-1 di sminuye | a frecuencia de
interacciones de larga duracidén, mientras que la e xpresion e ctdpica
de N RP-1 enc élulas T FOXP3" aumenta e | niume ro de di chas

interacciones.®?

a Secrecion de Citocinas Inhibitorias b citslisis

TGFB anclado a Granzima A o Granzima B

membrana

TGFB ‘L
)
.o OD é!} L*] ’ ° e [+]
o]
@] o [s] -
1 @ e
& o O © L]
(P o ? Poro de Perforina
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Célula TReguladora IL-35 Celulair efectors Célula T Efectora Apoptdtica
C Disrupcion Metabéblica d Targeting de Células Dedriticas

Muerte debido a la DO
deprivacion de
o citocinas.

Atraves de
uniones
comunicantes

clasell

Inhibicion de la Maduracicn
y Funcion de las Celulas
Dendriticas.

Figura 2. Mecanismos de Supresion de las Treg. a) La secrecion
de citocinas inhibitorias incluye la participacién de IL-10, IL-35 Y TGF-B. b)
La Citolisis incluye mecanismos de supresién dependientes de Granzima A y
B. c ) La di srupcion metabdlica incluye la de privacion de c itocinas p ara
inducir apoptosis, la generacion de AMP ciclico (AMPc), y la generacion de
adenosina por CD39- y CD73 a través de 2AR. d) El targeting de DCs
incluye mecanismos que modulan la maduracién y/o funcion de DCs, tales

15
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como, inhibicién de la maduracién de Dcs mediada por LAG3 y CTLA-4. Esta
ultima activa la via metabdlica IDO para inhibir a las células T efectoras.

2.2 Linfocitos Tr eguladores son célulasc lave p arala

Tolerancia inmunoldgica.

Las pr imeras e videncias que r evelaron| a e xistencia de un

subconjunto de cé lulas t imicas cap aces d e m ediar la t olerancia
inmunoldgica provienen de experimentos realizados en ratones a los
cuales lesfue e xtraidoeltimoa los2 y 4 dias despuésde su
nacimiento. Lat imectomia d e | os roe dores t uvo c omo re sultado
lesiones mediadas por linfocitos T, las cuales podian ser aliviadas con

la transferencia de timocitos o esplenocitos de ratones adultos.®® 4 ©°

La po blacidon c apaz de ma ntener | a t olerancia i nmune s e i dentificé
como lin focitos T CD4* con a Ita e xpresiéon d el marcador C D25 (
cadena a del receptor de interleucina 2); los cuales fueron capaces de
suprimir | a respuesta i nmune e n di stintos mo delos e xperimentales,

tales como colitis inflamatoria y modelos de asma y alergia. ®°

Estos hallazgos sugieren que el timo ademas de mediar la tolerancia
central pue der egular| at oleranciai nmunoldégica mediante | a
produccién de una poblacién de linfocitos T con fenotipo regulador.
Asi pues, el timo no solo produce las células T autorreactivas, sino
que t ambién pr oduce | infocitos T ca paces d e e liminarlas.®” Estos

linfocitos T fueron denominados Linfocitos T reguladores (Treg).

Los linfocitos Treg se pueden clasificar en dos categorias principales
dependiendo del lugar en donde se lleve a cabo su diferenciacidon. Los
linfocitos Treg que se diferencian en timo son denominados linfocitos
Treg timicos (tTReg) y c onstituyen aproximadamenteel 1 0% d e
linfocitos C D4" en | a pe riferia de i ndividuos sanos. Las t Treg se
diferencian de precursores inmaduros en el timo dando lugar a una

célula c on f enotipo C D4*CD25%.°® Por ot ro | ado los | infocitos C D4
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“naive” q ue bajo ciertos estimulos se diferencian en la periferia a

linfocitos Treg son denominados linfocitos Treg Periféricos (pTReg).%°

En la actualidad no existe un receptor de superficie o alguna molécula
capaz de di ferenciar un | infocito r egulador t imico d e u n lin focito
regulador p eriférico, sin e mbargo e xisten ma rcadores de s uperficie
presentes en ambas poblaciones celulares que permiten diferenciarlas

de linfocitos T cooperadores.

Ademas del a expresibnde C D4 y CD25 las cé lulas Treg se
caracterizan por la expresion de otros receptores de superficie, tales
como: CD45RB"™W 70 71 CTLA-4, CD103 (una alfa integrina mediadora
de la r etencidn lin focitica e n te jidos epiteliales), C D134 (también
llamado 0OXO0-40 una nue va mo lécula de c¢ o-estimulacion que

pertenece a | a s uperfamilia d e r eceptores d el Factor de N ecrosis
Tumoral (R -TNF)), CD62L ( una molécula de a dhesién también
llamada L -Selectina),®®> GITR (G lucorticoide in ducido p or el r eceptor
del F actord e N ecrosisT umoral)’> GARP (unapr oteina
transmembranal | lamada G licoproteina A ¢ on R epeticiones
Predominantes), CD39 (ATPasa/ADPasa)>?, C D73
(5 ectonucleotidasa)®*, TGF-B que se encuentra unido a la superficie
celular, I COS (CoestimuladorI nducibled ela sC élulasT )3

Neuropilina-1°% y Galectina-1.%

Los linfocitos Treg timicos y periféricos también comparten vias de
sefalizacion n ecesarias p arae |e stablecimiento del pr ograma
transcripcional necesario para su diferenciacién y funcion su presora
tales co mo: act ivacionviae | T CRy se fales d e co -estimulacion,
citocinas como IL -2y TG F-B, por me ncionar a Igunos.*® Estos
estimulos activan vias de sefializacion que dan lugar principalmente a

la expresién de factor de transcripciéon Foxp3.%®
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2.3 El Factord e Tr anscripcion F oxp3 es crucial para la
diferenciacion d e los linfo citos TRe guladoresy s u

Funcidn Supresora.

En 2001 s e identific6 una mutacion en el gen que codifica a Foxp3
(localizadoe ne I cr omosoma X ) como | ar esponsable dela

enfermedad e nr atonesc onf enotipoS curfy (sf), losc uales
desarrollan de f orma e spontanea a utoinmunidad s evera letal. La
enfermedad se car acteriza p or la proliferacion descontrolada de
linfocitos T CD4™ CDS8, in filtracion e xtensa a diferentes 6rganos y
elevacion d e numerosas ci tocinas pro-inflamatorias causando | a

muerte de machos homocigotos. 7 7*

La mutacion en el cromosoma X en el gen que codifica para Foxp3
también fue encontrada en pacientes con Sindrome IPEX (Sindrome
de desregulacion, poli endocrinopatia y enteropatia inmune ligado al
cromosoma X) el cual estd asociado con enfermedades autoinmunes
en mul tiples 6 rganos enddécrinos (como diabetes tipo I y tiroiditis),
enfermedad inflamatoria in testinal, a lergia gravey  dermatitis

atopica.”®

La s upervivencia del osr atones S curfy estd condicionadaa | a
transferencia de linfocitos T CD4"CD25" y en humanos es necesaria
terapia inmunosupresora asi como transplante de médula ésea,’® lo
cual r efleja e | p apel c rucial d e los | infocitos T reg F oxp3™ ene |

mantenimiento de la homesostasis en el sistema inmunoldgico.

En estudios realizados por Sakaguchi y Rudensky se demostré que las
células Treg expresan Foxp3, el cual es considerado el factorde
transcripcion m aestro del pr ograma de di ferenciacion de e stas
células. 7? 7® La evidencia que muestra la importancia de la expresién

de F oxp3 en | a diferenciacién d el as cé lulas Treg pr ovino de
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experimentos e n c o-cultivos d e células CD4 e fectoras con cé lulas
CD4*CD25*Foxp3™, en donde éstas Ultimas mostraron ser cap aces
de suprimir la respuesta de las células Tef, al contrario de aquellas
que pr esentan un f enotipo C D4"CD25Foxp3.”* A suv ezse

demostré que | a e xpresion e ctépica de F oxp3 es su ficiente p ara
activar el programa de inmunosupresion de células T CD4+CD25- y
modular la funcién supresora de las Treg.”® A suvez en un modelo
de colitis autoinmune se encontrd que |a respuesta de linfocitos Tef

se ve suprimida por la trasferencia de células Foxp3*.”2

2.3.1 Inducciond eF oxp3 p or e stimulacionv ia TCR vy

Moléculas de Co-estimulacion

2.3.1.1 Induccion de Foxp3 via TCR

Las p rimeras e videncias q ue m ostraron| ai mportanciad el a
sefalizacion del TCR para la induccién de Foxp3, provinieron de los
trabajos re alizados p or Olivares-Villagémez y c olaboradores. Los
resultados mostraron que ratones cuyos linfocitos T expresan un TCR
transgénico para un péptido de la proteina basica de mielina y que
ademas no expresan RAG1, careciendo asi de recombinacién de las
cadenas endogenas del TCR, carecen de linfocitos Treg y desarrollan
encefalomielitis. E studios p osteriores d emostraron q ue e n e stos
ratones la expresidon en timo del antigeno para el TCR transgénico’®
es s uficiente p ara in ducirla d iferenciacion de lin focitos T reg
Foxp3+.”8

Por ot ro | ado e studios re alizados p or K retschmer y c olaboradores
demostraron que la estimulacion in vitro con TGF-B, anti-CD3 y anti-

CD28 en células Foxp3~, induce la expresidén de Foxp3. Esta expresion
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fue asociada a la activacion subdptima del TCR in vitro promovida por
TGF-B.”

En 2010, Gottschalk y colaboradores; demostraron que la induccién
de Foxp3 in vivo puede | ograrse p or e stimulacion del TCR a b ajas
concentraciones de a ntigeno, siempre y c uando e ste a ntigeno sea
reconocido por el TCR con alta afinidad.®° Sumado a esto los autores
mostraron que la induccion in vitro de Foxp3 es dependiente de la
densidad del ligando, asi como de la afinidad con la que reconoce al
TCR.®% En c onjunto e stos da tos de muestran que | a afinidad vy
densidad de | ligando s on f actores c lave e nl ai nduccion de | a

expresidon de Foxp3.%°

Se ha reportado que las Treg tanto de humanos como de roedores,
muestran un patrén distinto de sefializacidn rio abajo después de la
activacién del TCR. En estudios realizados por Sauer y Haxhinasto se
demostré que después de la seializacidén via TCR, la inhibicién de la
via d e se falizacidén F osfatidil In ositol 3 Cinasa ( IP3K), la P roteina
Cinasa B (AKT), y el blanco de rapamicina en mamiferos (mTOR) es

fundamental para inducir la expresion de Foxp3.8! 82

En d ichos e studios se d emostréo q uel a act ivacién del av ia
IP3K/AKT/mTOR es inhibida en presencia de TGF-B. En linea con esto
los resultados indican que la activacién constitutiva de AKT en células
CD4+CD25- estimuladas con anti-CD3 y anti CD28 en presencia de
TGF-B e IL-2, no son capaces de inducir |a expresion de Foxp3.8! 82
Sumado a e sto, s e observd que a aun de spués de la a ctivacién
constitutiva de AKT; el blogueo de mTOR (el blanco directo rio abajo

de AKT) con rapamicina rescata la expresién de Foxp3. 8! 8

En linea con lo anterior, Sauer y colaboradores demostraron que la
activacién via TCR/CD28 en células CD4+CD25- seguida del bloqueo
de PI3K/mTOR resulta en la induccién de Foxp3.8! En este estudio los

autores también mue stran quela in hibicibn dee stav iad e
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sefalizacion resulta en la activacién del programa transcripcional de
las Treg, promoviendo |l a activacion d e genes como IL 2ra, Ctla4, y
miembros de |la Familia de Proteinas Supresoras de |la S efalizacion
por Citocinas (SOCS).

En conjunto estos hallazgos han establecido que la estimulacion del
TCR subdptima con b ajas co ncentraciones d e an tigenos d e a Ita
afinidad vy la inhibicién de la via IP3K/AKT/mTOR induce la expresion
de Foxp3 en células CD4* CD25".

2.3.1.2 Inducciond eF oxp3 p ors enalesd e Co -

estimulacion

Ademas de la sefalizacién del TCR, la sefiales de co-estimulacion por
CD28 (Receptor co-estimulador de células T) participan de manera
importante en | a d iferenciacion d e c élulas Treg (FIGURA 3 ). En
ratones deficientes de CD28 se observa una marcada disminucién en
la f recuenciad e células T reg,®® lo que s ugiere que la acci 6n
coordinada de C D28y | as efalizacibnd el TCRe scruciale n la

diferenciacion de las células reguladoras.

Por ot ro lado, varios f actores d e transcripcién por de bajo de la
cascada de activacién del TCR y CD28 participan en la regulacion de
Foxp3 y por tanto la diferenciacion de Treg. Entre ellos se encuentran
el Factor Nuclear de Activacién de Células T (NFAT), el Factor Nuclear
de Activacion B (NF-kB) y el f actor de t ranscripcién de nominado,
Proteina Ac tivadora1 (AP-1). D e a cuerdo c on | o ob servado s e
propone que la regulacién positiva de NFAT y AP-1 de la transcripcion
Foxp3 es porsu unién al sitio promotor d e este U ltimo Factorde
Transcripcién.®* Ademads, se ha descrito que el dimero Elemento de
Respuesta Ciclico de AMP (CREB)/ factor activador de la trascripcion

(ATF-1) puede unirse a una regién reguladora del locus de Foxp3.%°

2.3.2 INDUCCION DE FOXP3 POR CITOCINAS



MARCO TEORICO

Se ha observado que enz ratones deficientes en IL-2 o IL-2aR existe
una marcada disminucién en la poblacién de tim ocitos Foxp3*.>* La
IL-2 contribuye en la diferenciacion de los linfocitos Treg al inducir la
activacién rio abajo del factor de transcripcién STAT5, éste coopera
en la e xpresidon de F oxp3 a |l uni rse di rectamente a s u s ecuencia
promotora.’® Ademas, |la eliminacién inducida de un alelo de STAT5S
tiene c omo ¢ onsecuencia una d isminucién e n | a po blaciéon C D4*
Foxp3™, e n ta nto que la e xpresion e ctopica d e ST AT5 p ermite la

expansién de células Treg alin en ausencia de IL-2.%°

Por otra parte la inhibicién de TbRI, una subunidad del receptor de la
citocina TGF-B, resulta en disminucidn transitoria en la generacién de
Treg durante las primeras semanas de vida en ratones wildtype.®! En
2007Tone y colaboradores demostraron que TGF-B puede unirse a
una secuencia conservada de NFAT induciendo la expresion del gen
que codifica para Foxp3 en timocitos, la cual como ya se menciono
es esencial para induccién de Foxp3 y la generacidén de Tregs.?? En
este m ismo es tudios e d emostré q ue TG F-B puede mediar la
supervivencia de Treg o de sus precursores al inhibir la via de Bim
por la cuallas células T autorreactivas son eliminadas y d e e sta
manera a umentar el po ol de precursores de Treg. También se ha
reportado que la activacién de Smad3 via la sefalizacién del receptor

de TGF-B, es importante en la induccién de Foxp3 °?

Por otro lado, la evidencia s ugiere que | a p articipacién de la IL-10
también es importante e n la regulacion de F oxp3. Esta h ipotesis
provino de estudios realizados en ratones knockout (KO) para IL-10,
los cu ales desarrollan in flamacién espontaneae ne |in testino
delgado.®® A su vez se observd que en células Foxp3™, la ablacién en
la se creciond el L-10t ienec omo re sultado e | desarrollod e
inflamacion en el intestino.>® Finalmente también se ha reportado en
un mo delo de c olitis que la d eficiencia o in hibicion to tal e n la

secrecion de IL-10 resulta en la pérdida de la expresion de Foxp3 en
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condiciones in flamatorias impidiendo resolver lar espuesta

inflamatoria inflamacién.’*
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Figura 3. Diferenciacion de Treg y la ind uccion d e Foxp3 en
timo y periferia. A) La induccion de Treg Foxp3+ en timo esta dada
por tres sefales: 1) de la estimulacidon del TCR por antigenos propios
presentados por cTec via MHC II, 2) la sefializacion de moléculas de
coestimulacion (C D28) inducida po r | igandos (CD80, C D86)
expresados en la superficie de APCs y 3) alta expresion del receptor
de IL-2 (CD25) regulado por IL-2. B) En la periferia la induccidon de
Foxp3 esta dada por estimulacién via el TCR bajo ciertos estimulos
como TGFB o IL-10. Modificado de Josefowicz y Rudensky Immunity
20009.

2.3.3 Induccién de Foxp3 por HIF-1a

Durante el d esarrollo d e la s c élulas T, lo s p rogenitores lin foides
migran desde la médula ésea al timo, el cual es conocido por ser un
4rgano hipdxico en condiciones fisioldgicas.’® De la misma manera los
linfocitos T e fectores e stan expuestos a mi croambientes hi pdxicos

durante el desarrollo de una respuesta inflamatoria.”®
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De acuerdo con esto se ha descrito que la diferenciacidon y desarrollo
de las Treg se lleva a cab o e n co ndiciones hipdxicas. La e videncia
sugiere que |l a f uncién i nmunosupresora de | as T reg puede s er
regulada en gran parte por i) El Factor de Transcripcién Inducible por
hipoxia 1a y por ii) las bajas concentraciones de oxigeno en los
tejidos que pueden estimular la generacidon de adenosina extracelular
y p romueve la se nalizacion d e A2AR, gue comoy a s e menciond
permite | a f ormacion de c AMP pa ra i mpedir | a a ctivaciond ela s

células T efectoras o autorreactivas.

La pr imeras e videncias de que H IF-1a promueve la expresion de
Foxp3 pr ovienen de e studios r ealizados e n c élulas J urkat, bajo
condiciones hipdxicas las células fueron capaces de regular a la alta la
expresion de Foxp3.°® A su vez los autores observaron que el cultivo
en hi poxia favorece la f recuencia de los | infocitos Treg Foxp3™ en
cultivos d e células p olimorfonucleares provenientes de huma noy
esplenocitos de ratén.’® Sumado a esto se ha demostrado que HIF-1a
es capaz de unirse a una region en el promotor de Foxp3 conocida
como Elemento de Respuesta ala Hipoxia (H RE).°” Este h allazgo
demostré uno de los mecanismos a través de cual la hipoxia favorece

la diferenciacién de células Treg Foxp3™*.

Debido al papel de HIF-1a en la induccién de Foxp3 y por lo tanto en
la diferenciacion de las células Treg, es importante conocer cémo es
regulada la expresion y actividad de éste factor de transcripcion asi
como s ure levanciae nc élulas dels istemai nmune que s on
determinantes en |la diferenciacién de los linfocitos Treg: las células

dendriticas.
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Capitulo 3 El Factor de Transcripcion Inducible por
Hipoxia y su participacion en el sistema
inmunoldogico.

El f actor d e tr anscripcion inducible p or h ipoxia 1 ( HIF-1) es
considerado el regulador ma estro dur ante | a respuesta celular en
condiciones h ipoxicas.”® HIF-1a induce la expresién de genes
involucrados e nla e ritropoyesis, g lucdlisis, a ngiogénesis y
metabolismo del ATP al unirse a los HRE dentro de las secuencias

de estos genes.®®

HIF-1 es un he terodimero compuesto por dos proteinas basicas de
la familia PAS (Per: proteina del periodo circadiano/Arnt: proteina
translocadora d el r eceptor n uclear A h/Sim:proteina que regula el
desarrollo d el s istema n ervioso ¢ entral d e D rosophila.), la
subunidad H IF-13 que es expresada constitutivamente vy la

subunidad H IF-1a cuyae xpresion esr egulada porl as
concentraciones de oxigeno celulares.!®® En presencia de oxigeno, el
hierro y el 2-oxoglutarato permiten la hidroxilacién de los residuos
de pr olina de H IF-1a, reaccidon q ue e s cat alizada p or | as P rolil
hidroxilasas (PHDs).?° Los péptidos hidroxilados interactiian con un
complejo de E 3- ubiquitin-ligasa perteneciente a la p roteina
supresora de tumores von Hippel-Lindau (pVHL), lo cual permite su
ubiquitinacién para su posterior degradacion via proteasoma.!®® Sin
embargo, e n ¢ ondiciones de h ipoxial as PH Ds s on i nhibidas
favoreciendo la estabilizacién de la subunidad a permitiendo su
translocacion al nucleo, en donde se dimériza con la subunidad B

uniéndose a los HRE.”?

Lae videnciad el ai mportancia de HIF -1a en el sistema
inmunoldgico y en la regulacién de la inflamacién provino de analisis
genéticos, en los cuales se o bservd q ue la d isrupcién g enética

homocigota e n g enes que c odifican pa raH IF-1a (HIF-1a7/)
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evaluadas en un modelo de qui meras de r atén, resulta en el
desarrollo a normal de células B causando a utoinmunidad.'®® A su
vez | a d eleccidon s electiva en genes d e H IF-1a en granulocitos,
macrofagos y monocitos m ostré una di sminucidén en | a r espuesta
inflamatoria, tales c omo la m otilidad, in vasividad y destruccion
bacteriana d e e stas cé lulas e n r atones.!®” Sumado ae stol a
disminucion de esta respuesta inflamatoria esta ligada a defectos en
el metabolismo, caracterizados por una disminucién en la velocidad

de la glicolisis y la generacién de energia.!%?

Enl ascé lulasT,ad emdsd el os ambientes h ipéxicos se h an
reportado do s me canismos po r |l os cuales s e p uede r egular la
estabilizaciéon/expresion de HIF -1a. En primer lugar, se ha
observado que la estimulacién del TCR resulta en un incremento en
la expresion de HIF-1q, la cual se ve potenciada tras la estimulacién
del T CR en a mbientes hi poxicos. El aumento e n la sintesis de la
proteina que co dificap araHI F-1a se ha ligado a la via
mTOR/PI3K.%3

Un segundo mecanismo reportado para la induccién de HIF-1a en
las células T, es mediado por citocinas como IL-6, la cual activa el
factor d e transcripcion STAT3. Dang y colaboradores demostraron
gue en presencia de IL-6, STAT3 puede unirse a la region promotora
de HIF -1a promoviendo su transcripcion.®® Esta h ipdtesisse v e
reforzada por las observaciones realizadas en ratones KO deficientes
de STAT3, los cuales muestran una baja expresién de HIF-1a.%*
Por otro lado M cMahon y colaboradores d emostraron que TGF-
puede mediar la acumulacidon de HIF-1a al inhibir la sintesis de PHD-
2 , a su vez el autor muestra que la inhibicién de TGF-B promueve

la degradacion de HIF-1a al incrementar la expresién basal de PHD-
2-105

Como y ase h ad escrito, las b ajas concentraciones de o xigeno

intracelular p ermiten la e stabilizacion d e H IF-1a enlacélula al



MARCO TEORICO

inhibir a | as PHDs. Sin e mbargo, en m odelos ex perimentales la
estabilizaciéon de H IF-1a también p uede s er inducida po r drogas
farmacoldgicas que acttan inhibiendo a las PDHs.!% Dentro de estas
moléculas i nhibitorias se e ncuentran| osd erivadosd e8 -
hidroxiquinilonas, los cuales inhiben de manera especifica las PHD-
2. 107108 En estudios realizados en nuestra unidad de trabajo el uso
de un inhibidor de PHD-2, denominado IOX2 (1-bencill-4-hidroxi-2-
oxi-1, 2-dihidroquinolona-3-carbonil glicina) ha permitido evaluar
el papel de HIF-1a en la diferenciacién y activacién de linfocitos T al

favorecer su acumulacion intracelular (Figura 4).
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Figura 4. Elinhib idor e specificod ela P HD2 IOX-2ind ucela
acumulacion de HIF-1a en linfocitos T activados. Se muestra un dot plot
representativo del analisis de la expresion de HIF-1a por citometria de flujo
asi como el analisis de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de HIF-1a
(N=3). Esplenocitos de ratones D0O11.10 fueron estimulados in vitro con el
superantigeno B d e Staphylococcus aureus (SEB)) + anti-CD28 p or 48h .
Posteriormente se agrego a los cultivos DMSO o I0X2 100 uM por 24 h. Laura
Antonio, 2014. Manuscrito en preparacion.
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Hasta ahora se ha descrito el papel de HIF-1a en la induccion de
FOXP3 al s er regulado di rectamente en el linfocito T, es d ecir a
través de modelos en los que se regula negativa o positivamente a
HIF-1a, sin embargo no se ha explorado a fondo el papel que su
actividad transcripcional tendria en las células dendriticas, las cuales
son cruciales en la induccién de tolerancia inmunologia asi como en

la diferenciacion de linfocitos T.
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Capitulo 4 Las Células Dendriticas son Inductorasd e
Tolerancia Inmunoldgica

Las cé lulas d endriticas p ueden se r cl asificadas e n t res grandes
grupos: Células Dendriticas Plasmacitoides (p DCs), Células
Dendriticas Clasicas ( cDCs) y Células Dendriticas Inflamatorias
(iDCs) las cuales han mostrado derivarse de monocitos circulantes
durante el proceso inflamatorio.'?® La evidencia hasta ahora sefiala
quel ascDC sso nl a p rincipal poblacion implicadae nl a
proliferacion de células T, asi como en la induccién de tolerancia

inmunoldgica.®®

Las cDCs se car acterizan por la expresion de CD11c, MHCII vy
CD8a.'!? Una vez que expresan altos niveles de moléculas de co-
estimulacion, tales como, CD80, CD86 y CD40 (Moléculas de co-
estimulacién que pertenece a la familia de receptores de TNF)!!!
se consideran cémo DCs maduras debido a que estas moléculas le
permiten i nducir | a a ctivacién y di ferenciacion de | infocitos T
cooperadores. Cuando estas sefiales de co-estimulacién no son las
adecuadas para diferenciar y activar a los linfocitos T, las DCs son

denominadas DCs tolerogénicas.!?

Las primeras evidencias de que las DCs participan en la regulacion
de la to lerancia in munoldgica p rovinierond elo s e studios
realizados por B rocker, quien utilizo el promotor de CD11c para
expresar MHC de clase II e n DCs especificamente. Los resultados
mostraron que |a e xpresiéon de moléculas del MHC-II en DCs de
timo f ue su ficiente p ara eliminar a | as cl onas au torreactivas
durante |a seleccién negativa.'*®> A su vez |a participacion de las
DCse ne I m antenimientod ela tolerancia p eriférica fue
demostrada e n  estudios e n do nde s e o bservé que las DCs

presentan a ntigenos pr opiosy migran c ontinuamentea | os
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érganos linfoides secundarios.!!® Las DCs tolerogénicas presentan
antigenos al ascélulasT p erol as se fiales d e co -estimulacién
otorgadas n o so n su ficientes para inducir | a diferenciacién d e
linfocitos T cooperadores,*!? lo cual conduce a anergia o deleccién

|58

clona A través de este mecanismo se permite la eliminacion de

linfocitos T autorreactivos.

Estudios realizados en un modelo de ratdén, muestran la existencia
de un subconjunto de D C residentes de ganglio | infatico que
expresan FASL y por lo tanto son capaces de mediar la apoptosis
de los linfocitos T autorreactivos.''* Otra evidencia que sefiala la
participacion de cé lulas dendriticas en el proceso de tolerancia
periférica se obtuvo de estudios in vivo, en donde las DCs fueron
pulsadas via direccionamiento de antigenos con el anticuerpo anti-
DEC-205 (un receptor e ndocitico que se expresa en |la superficie
de APCs e n areas do nde s e e ncuentran | os | infocitos T en | os
érganos | infoides) acoplado al an tigeno.!?® 11® A través de e sta
técnica en ausencia de co-estimulacién, se induce la proliferacién
de células T, pero no la activacidon sostenida de los linfocitos T o la
polarizacion h aciau nad el asr espuestas e fectoras (Thi,
Th2,Th17), lo que sugiere que las DCs con fenotipo tolerogénico
estan implicadas en la eliminacidon de clonas au torreactivas in

vivo. 116

El direccionamiento de antigeno en modelos transgénicos antigeno
especificos a DCs también pr omueve la i nduccion de linfocitos
Treg.''” Siguiendo c on e sta lin ea, o tro e studio que mu estra | a
capacidad de las DCs para inducir Treg fue realizado en ratones
deficientes del ligando para ftI3 (un ligando para el receptor de la
citocina FLT3,la cualr egula la p roliferaciénd ela s c élulas
progenitoras linfoides en e tapast empranas), losr esultados
muestran un de cremento notable en la poblacion de DCsy a su

vez una marcada disminucién en las frecuencias d e Tregs. E ste
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efecto pue de s er r evertido de spués de | a a dministraciéon de |
ligando s oluble de FTL3 ocasionando una umento e na mbas

poblaciones celulares.!®

La i nduccién de D Cst olerogénicas es me diada por agentes
antiinflamatorios e inmunosupresores tanto in vitro como in vivo.®
Tal es el caso de la IL-10, una citocina capaz de alterar el ciclo de
activacion del ascé lulas dendriticas.”® Las pr opiedades
inmunosupresoras de la IL-10 tienen como resultado reduccién en
la e xpresion de  moléculas c omo: M HC-II, m oléculas d e co -

estimulacién y moléculas de adhesion.>®

Otra molécula que puede alterar el ciclo de activacién de las DCs
es el TGF-B, el cual modula las propiedades funcionales de DCs y
es capaz de alterar la presentacién de antigenos, al regular ala
baja la expresion de moléculas de co-estimulacién como, CD80 Y
CD86 y disminuir la expresion de MHC-II en la superficie celular,
ademads de disminuir | a expresion de citocinas i nflamatorias
como T NF-a (Factor de Necrosis Tumoral a), I L-1B aune n
presencia de LPS; lo que trae co mo consecuencia una al teracion
en la d iferenciaciéon d e lo s lin focitos T .1*° A su v ez un e studio
demostrd que las DCs CD8a™ son capaces de expresar TGF-B vy la
proteina de uni 6na T GF-B, el cual estd relacionado con la
induccién de  células FOXP3*.92 20 As uv ezla e videncia
experimental muestra que las células DCs CD8a™ son capaces de
inducir una mayor cantidad de precursores de Treg que las DCs
CD8a".1%°

Por otro lado, ya se ha me ncionado que el targeting de DCs a
través de moléculas como PD-L1, CTLA-4 y LAG3 puede inducir un
fenotipo t olerogénico, al im pedir la activacién adecuada pa ra
desarrollar una r espuesta inflamatoria, pr oporcionando a si un
medio p ara co ntrolar | a activacibn de cé lulas T y | a t olerancia

inmunoldgica.?’
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Se ha descrito que HIF-1a también puede regular el fenotipo de
activacion de las DCs. En cultivos de DCs derivadas de monocitos
humanos en condiciones hipdxicas se observo una disminucidon en
la capacidad migratoria de dichas celulas.'?! 22 A su vez las bajas
concentraciones de oxigeno mostraron afectar las funciones de las
DCs, di sminuyendo s u ¢ apacidad pa ra endocitar antigenosy

modificar la expresion de receptores de quimiocinas como: CCR3,

CX3CR1 y CCR2 durante una respuesta inflamatoria.?3

El cultivo de DCs de rivadas d e m onocitos humanos con LPS en
condiciones hipodxicas inhibe su activacidn al disminuir la expresion
de moléculas de coestimulacién, lo que resulta en disminucién en

la p roliferacion de células T.!?*

Sine mbargo, a ba jas
concentraciones de oxigeno las DCs inducen la expresidon de genes
que producen citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1p'** y
promueven | a e xpresidon de r eceptores de qui miocinas.'?®> Estos
resultados muestranque HIF-1a puede pr omover un f enotipo
tolerogénico o p ro-inflamatorio en D Cs dependiendo del nivel de

expresion de este factor de transcripcion.

Por otro lado, la activacion mediante TLRs (Receptores Tipo Toll),
induce | a estabilizacién de HIF-1a en | as DCs, a ctivando s u
maquinaria metabdlica de m anera si milar a o tras células del
sistema inmune en condiciones hipdxicas, al activar la glucolisis y

promoviendo la activacién y funcién adecuada de DCs.?® 127

Finalmente s e ha o bservado que | a e stabilizacién de H IF-1a
usando inhibidores farmacolégicos de las PHDs induce un aumento
en la expresion de MHC-II y moléculas de co-estimulacién en DCs,
que a su vez indujo la proliferacién de la células T efectoras. E|
aumento de esta poblacion celular dio lugar a elevados titulos de
anticuerpos en un modelo de inmunizacién antigeno especifico de
OVA (Ovoalbumina).'?®
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Con b ase en estos antecedentes, el objetivo de este trabajo es
evaluar el papel que juega HIF-1a en el estado de activacién de las
DCs y el impacto que esto tiene en la induccién de una respuesta

de to lerancia.



3. Pregunta de investigacion

¢El Factor de Transcripcién HIF-1a regula la activacion de las células

Dendriticas (D Cs) p romoviendo la diferenciacion de | infocitos T

reguladores?

3.1.

HIPOTESIS

La regulacion del estado de activacion de las Células Dendriticas por

el Factor de Transcripcién HIF-1a promovera la diferenciacién de los

linfocitos T reguladores.

3.2.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el estado de activacion de las células dendriticas es

regulado por el factor de Transcripcion HIF-1a para promover la

diferenciacién de los linfocitos T reguladores

3.2.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar s i e xiste p roliferacion d e lin focitos T C D4+
DO11.10+ en presencia de O VA al s er e stimulados v ia
TCR.

Determinars ila e xpresiond eH IF-1a yF oxp3 e s
dependiente de | a estimulacién de | T CR e n un mo delo
antigeno especifico.

Evaluarsi | aacu mulaciond e H IF-1a intracelular
incrementa el porcentaje de células Foxp3+ en un modelo
antigeno especifico.

EvaluarelefectodeladrogalO X2enelestadode
activacion de DCs.

Evaluar sila acumulacién de HIF-1a en DCs puede ser

regulado por la droga IOX2.



Ratones

Se utilizaron tres cepas de ratones: ratones DO11.10 que expresan
un TCR transgénico para un péptido de OVA (323-339) presentado en
moléculas MHC-II, ratones BALB/c wildtype y ratones MHCII-GFP con
fondo gé netico C 57BL/6 quee xpresana | aPr oteinav erde
Fluorescente (GFP) bajo el promotor de e xpresion de moléculas del
MHC-II.

Purificacion de Células Totales de ganglio y bazo

Se obtuvieron de ganglios y bazo de raton C57/BL6 MHCII-GFP por
maceraciéon y digestién con colagenasa, po steriormente se pusieron
en cultivo con RPMI suplementado en presencia o ausencia de I0X-2
ycono sin LPS durante 5 h. Finalmente fueron t eflidas con a nti-
CD11c-PECy7, anti-CD4-APC/Cy7, anti-TCRB-Percp/Cy5, MHC-II-GFP-
FITC y anti-HIF-1a-APC para su analisis por citometria de flujo.

Purificacion de Células Dendriticas

Las DCs se obtuvieron de ganglios y bazo de ratones por digestion
con co lagenasay fueron seleccionadas positivamente con pe rlas
magnéticas acopladas a un anticuerpo Anti-CD11c. Para los ensayos
de co-cultivo con linfocitos T |as D Cs fueron o btenidas de ratones
Balb/C y fueron pulsadas toda la noche con ovoalbumina (OVA) a
diferentes concentraciones (30,100 y 300 pg). Para la determinacion
de | a e xpresidon de mo léculas de c o-estimulacion | as DC s se
obtuvieron de ratones C57/BL6 MHCII-GFP y fueron cultivadas por 16
h bajo las siguientes condiciones: vehiculo (DMSQO), IOX2 (100 pM),
LPS (100 ng/ul)+DMSO, LPS (100 ng/pl)+IOX2 (100 uM).



Linfocitos T CD4+:

Los linfocitos T CD4+ se obtuvieron de ganglios y bazo de ratones
DO11.10 p ors eleccibn n egativa u tilizandolo ss iguientes
sobrenadantes de hibridomas o btenidos de rata; TIB0O5 (anti-CD8),
RA36B2 (a nti-B220), N IMR4 (a nti-MHCII) y F4/80 ( antigeno
expresado po r macrofagos). T ras una i ncubacionde 40 miny el
lavado de las células estas se incuban en placas recubiertas con Anti-
IgG de rata por 40 min. Finalmente las células no adheridas a la placa
(CD4+) se tinen con el marcador de proliferacidon celular CTV (Cell
Tracker Violet).

Cocultivo de DCs y Linfocitos T CD4+.

Las DCs pulsadas con OVA se cultivaron en conjunto con los linfocitos
CD4" en una proporcion 1:1 0 1:3 con o sin IOX2 (100 yM) durante

5 dias para lograr su activacion y proliferacion.

Citometria de Flujo

La inmunofenotipificacion de los linfocitos T se realiz6é incubando a
las células por 15 min a temperatura ambiente con los anticuerpos
acoplados a fluorocromos anti-CD4-APC/CY7 y anti-DO11.10 T CR-
PE/CY7. Posteriormente las células fueron fijadas y pe rmeablizadas
utilizando el kit nuclear factor permeabilization and fixation buffer set
(Biologend). Para e | an dlisis d e | os f actores d e t ranscripcion las
células se i ncubaron co n los anticuerpos anti-HIF-1a-FITCy anti-
FOXP3-PE. Para e valuarl a expresion de moléculas d e co -
estimulacién enlas DCs las células se incubaron con: anti-CD11c
Biotina (y revelado con streptoavidina-PE-Cy7), anti-CD86-PE y anti-
CD40-PE. Las tinciones fueron analizadas en un citdmetro BD CANTO-
I1.



Los r esultados d e ci tometria fueron an alizados co n el pr ograma

Flowjo versién 7.6

Analisis Estadistico: Se utilizé el programa GraphPad Prism version

5.01 parar ealizar AN OVAd eu na via.
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Para evaluar cada una de las variables en los diferentes experimentos

realizados, se utilizd la técnica de citometria de flujo y se siguid la

estrategia de analisis detallada en la Figura 5.
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FIGURA 5. Estrategia de a nalisis. (A) Paraelan dlisisdel a
activaciéon de los linfocitos T en co- cultivo las células fueron tefidas
con a nticuerpos a nti- antigenos de s uperficie y a nti-factoresd e
transcripcion. Se c onsideraron Unicamente los e ventos s encillos
(singuletes) de acuerdo a su comportamiento lineal en funcién de los
parametrod e a ltura (F CS-H)y & rea (F SC-A), s eguidod e la
eliminacion d e las p articulas m as p equenas (debris) utilizando | os
parametros complejidad (SSC-A) y tamafo (FSC-A). Posteriormente
se se leccionaron | as cé lulas dobles positivas para | os marcadores
TCR-D0O11.10 y CD4, finalmente de esta poblacién se determiné el
porcentaje de células proliferantes positivas para los factores de de
transcripcion HIF-1a y FOXP3. (B) La estrategia de analisis para las
DCs fue como en (A). A partir de la poblacién “células” se selecciond
a aquellas p ositivas para la e xpresion de CD11cy MHC-II. En ésta
poblacién s e de termind e | po rcentaje de c élulas c on e xpresiéon de
CD86 y CD40 a partirde la cual se analizé la intensidad media de
fluorescencia de dichas moléculas.

En pr imer| ugar de terminamos| as c ondiciones 6 ptimas de
estimulacién de | T CR pa ra | a i nduccién t anto de HIF-1a como de
Foxp3. El modelo de activacion consistié en co-cultivos de linfocitos T
CD4 de ratones DO11.10 marcados con el marcador de proliferacion
CTV junto con DCs purificadas de ratones Balb/c vy pulsadas con
diferentes cantidades de OVA (10,30, 100 y 300 ng).

Una forma de estudiar la activacion de los linfocitos T consiste en la
determinacion de la proliferacidén. El marcaje de las células, previa a
la e stimulacion, co n m oléculas f  luorescentes, co mo
carboxifluoresceina o C TV, que s eune nc ovalentementea | as
proteinas del citosol, permite monitorear a las células proliferantes,
pues cada c élula r esultante de una di visién c elular ® hereda” una
porcién del colorante que es menor a la de la célula madre.'?® De esta
manera observamos la maxima induccién de proliferacion con 300 ug
de OVAenelco-cultivo 1:1 (Figura 6A), mientrasque en el co-
cultivo 1:3 las DCs cargadas con 100 pg de O VA indujeron mayor
proliferacion de los linfocitos T en comparacion con las DCs cargadas

con menores cantidades de OVA (Figura 6B).
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A DCs:T 1:1 B DCs:T 1:3

300pg OVA _ _ 100 pg OVA
100pg OVA > ﬁ : 30 ug OVA

S

M\

30ug OVA - 10 ug OVA [

| |

aCD3+aCD28 Sin OVA =

Cell Trace Violet (CTV)

Figura 6. Proliferacion d e L infocitos TC D4+ D 011.10+. Co-
cultivo d e l infocitos T CD4 d e ratones DO 11.10, m arcados con e |
colorante CTV, con DCs d e ratones BALB/c. Despuésde 5 dias en
cultivo la s c élulas f ueron a nalizadas p or c itometria d e f lujo. ( A)
Histograma r epresentativo dela p roliferacién d eli nfocitos T
CD4+D011.10+ co-cultivados con DCs en una proporcion 1:1y pre-
cargadas con 30, 1 00 0300 ug de O VA. Se m uestra ta mbién la
proliferacion d e células e stimuladas U nicamentec on «-CD3
(concentracién0.543ug)+a-CD28 (concentracion0.5u). (B) Analisis de
proliferacion de linfocito T CD4+D011.10+ co-cultivados como en (A)
en una relacion 1:3 linfocito T:DC. Las DCs fueron pre-cargadas con
10, 30 y 100 pg de OVA.

Bajo las condiciones de activacidén arriba mencionadas estudiamos la
relacion de la intensidad de la activacion via el TCR con la expresidn
del factor de transcripcion HIF-1a. En la literatura se ha descrito que
la activacion policlonal con anticuerpos activadores anti-CD3 y anti-
CD28 es capaz de inducir |a e xpresion de HIF-1a, sin e mbargo se
desconoce si s u e xpresidon e s de pendiente de | a c oncentracién de
antigeno en un s istema de activacion antigeno e specifico. N uestros
resultados i ndican que | a e xpresién d e HIF-1a dependede | a
intensidad de la sefializacién via el TCR, pues a can tidades mayores
de antigeno hay mas linfocitos T HIF-1a+ en las condiciones de co-
cultivo1:1y 1:3 (Figura 7ZAy 7B), es mas en el co-cultivo 1:3 es

menor el porcentaje de células HIF-1a+ en comparacién con el co -
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cultivo 1:1 y sélo las células proliferantes expresan a e ste factor de

transcripcion.

En n uestras co ndiciones d e act ivacidon o bservamos g ue a m enor
cantidad de OVA hay menor proliferacién de linfocitos T Foxp3+ en el
co-cultivo 1 :1 (Figura 7A), mientras que en el co-cultivo1:3 la
proliferacion de los linfocitos T Foxp3+ fue favorecida por la mayor
cantidad de antigeno (Figura 7B). En la literatura se ha descrito que
bajas c oncentraciones de pé ptidos de a Ita a finidad p ors u T CR
favorecen | a d iferenciacién y p roliferacién d e | os | infocitos T reg
Foxp3+. Por lo tanto nuestros resultados concuerdan con lo reportado

por numerosos grupos de investigacion.

Dado que en condiciones fisioldgicas la probabilidad de que una DC se
encuentre con un linfocito T especifico para el antigeno que presente
es baja y debido al alto porcentaje de células HIF-1a+ inducido por el
sistema de co-cultivo 1:1, consideramos mas apropiado al modelo de
activacién 1:3 para estudiar el efecto de la acumulacion de HIF-1a en

la diferenciacion de los linfocitos Treg.

DEs T AET
A
30ug OVA 100pg OVA 300ug OVA
"1 HIF-1a+ 49.9% |1 HIF-1a+67.6%| *]  HIF-1a+ 79.5%

o
—i

&I Iﬂg
=

Foxp3+ 4.00% | -] Foxp3+ 4.15% Ji Foxp3+ 2.77%
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Figura 7. La expresion de HIF-1a y Foxp3 es dependiente de la
estimulacion del TCR in vitro. Co-cultivo d e linfocitos TCD4 de
ratones DO11.10, marcados con el colorante CTV, con DCs de ratones
BALB/c. Después de 5 dias en cultivo las células fueron an alizadas
por citometria de flujo. (A) Histograma representativo de la expresién
de HIF-1a y Foxp3 en linfocitos T CD4+D011.10+ proliferantes. Los
linfocitos T CD4 fueron co-cultivados con DCs en una proporcién 1:1y
pre-cargadascon 30,1 000 3 00 pgd eO VA. (B ) Histograma
representativo d e | a ex presion d e HIF-1a y F oxp3 e n | infocitos T
CD4+D011.10+ p roliferantes. Los | infocitos T C D4 f ueron c o-
cultivados con DCs en una proporcion 1:3 y pre-cargadas con 10, 30
0 100 ug de OVA.

Para | ograr | a a cumulacion de HIF-1a en | a cé lula u tilizamos al
inhibidor especifico de la PHD-2 IOX2. Bajo nuestras condiciones de
activacién o bservamos q ue | a ad icidon d e é sta m olécula, d esde e |
inicio de los co-cultivos, incremento el porcentaje de linfocitos T HIF-
1a+ i nducido por la activacién d el TCR (Figura 8). Asuvez la
adicion d e I OX2 i ncrementd el porcentaje de células T F oxp3+ en
comparacion co n | as cé lulas q ue r ecibieron e | v ehiculo. N uestros

resultados s ugieren que la acumulacion de HIF-1a en el linfocito T
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incrementa la proliferacion y p osiblemente la diferenciaciondelos
linfocitos Treg Foxp3+.

A Control Negativo OVA+DMSO OVA+ I0X2

5
107 3 1073 A

A 1 HIF1a+ HIF1a+ HIF1a+
10"+ 1,88% 1044 10,5% 4 20,0%

HIF-1a

bl st

FOXP3

T

"
0 107

Figura 8. La acumulacion de HIF-1a incrementa el porcentaje
de c élulas F oxp3+ in vitro. Co-cultivo d e |l infocitos TC D4 d e
ratones D0O11.10, marcados con el colorante CTV, con DCs (1:3) de
ratones B ALB/c p re-cargadas con 100 ug de OVA. Al inicio del co-
cultivo se agregd I0X2 100 uM o DMSO. Después de 5 dias en cultivo
las cé lulas f ueron an alizadas p or c itometria d e f lujo. (A) DOT
BLOTrepresentativo d e | a ex presiond e H IF-1a y (B) Foxp3 en
linfocitos T CD4+D011.10+ proliferantes.

Para d eterminar si |a diferenciacidon de células FOXP3" inducido por
I0OX2 se debe también a la modulacion del fenotipo de activacién de
las DC, se purificaron DCs de ratones MHC-II-GFP las cuales fueron
cultivadas en presencia o ausencia de LPS y en presencia o ausencia
de IOX-2. Después de 16 h realizd6 una ti ncion e xtracelular p ara
evaluar | a e xpresién d e las moléculas d e co -estimulacién C D40,
CD86 y MHC-II.
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Se ha reportado que el fenotipo de maduracién de D Cs puede ser
modulado por HIF-1a 7 1?8 disminuyendo la expresién de moléculas
de co-estimulaciéon y promoviendo un a mbiente t olerogénico, en el
cual | a d iferenciacién de | as T reg puedes er reguladapor | a
participacion d e DCst olerogenicas!!’. Sine mbargo, nuestros
resultados muestran que en DCs activadas con LPS en presencia de
IOX-2 |l a ex presién d e | as m oléculas de co -estimulacion nose v e
afectada a | se rc omparada co n las DC s ac tivadasc onL PSe n
presencia de D MSO. Esto se o bserva en |a I MF de terminada para
cada variable analizada. (Figura 9A) De igual manera, al realizar la
comparacion entre las DCs sin activar con o sin I0X-2 no se observa

un cambio significativo en la IMF. (Figura 9A)

Para d eterminar si e xistia una diferencia e stadistica si gnificativa en
lasIMFdelas 2 moléculas d e co -estimulacién evaluadasy enla
expresion de MHC-II en los diferentes grupos de DCs, se realizé el
analisis e stadistico u sando A NOVA d e u na via. (Figura 9B) Los
resultados m uestran que no h ay d iferencia s ignificativa e ntre la

expresion de CD40, CD86 y M HC-II. En co njunto e stos resultados
indican que eli ncremento inducidopo rI OX2de la
proliferacion/diferenciacion de linfocitos Treg Foxp3+ no es mediado

por el estado de activacion de las DCs.
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Figura 9. El inhibidor de PHD-2 I0X2 no afecta la activacion de
DCS in vitro. DCs aisladas de ratones MHC-II-GFP fueron cultivadas
en presencia/ausencia de LPS y con /sin IOX-2. Después de 16 h se
evalud la expresion de moléculas de co-estimulacién CD40 Y CD86 y
la expresion de MHC-II. (B)Los datos mostrados son representativos
de 3 experimentos i ndependientes. El analisis estadistico se realizd
con la prueba ANOVA de una via.

Para comprobar que I0OX2 induce | a acumulaciéon de HIF-1a en las
DCs, p urificamos células C D11c+ d e r atones M HC-II-GFPy | as
cultivamos con o sin LPS en presencia de DMSO o IOX2 por 5 h. En
estas co ndiciones no o bservamos a cumulacién de H IF-1a en las
células CD11C+GFP+ (Figura 10A). Los resultados muestran que no
hay diferencia estadistica significativa en la expresién de HIF-1a aun
en presencia de I0X2 (Figura 10B). En la literatura se ha descrito
la acumulacion de HIF-1a con inhibidores inespecificos de PHDs en
células dendriticas derivadas de médula ésea asi como en macréfagos

derivados d e c élulas R AW 2 64.7'?® o bi en e n c ondiciones de

T T T T Rt T YT TreT T T T e ',
5
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hipoxial?’. Es posible que la inhibicién Gnicamente de PHD-2 no sea

suficiente para inducir la acumulacién de HIF-1a en DCs maduras.

Porlo tanto en un s istema de c o-cultivo d e lin focitos T con D Cs

maduras, la acumulacién de HIF-1a en los linfocitos T es s uficiente

para in crementar | a p roliferacién/diferenciacion d e linfocitos T reg

Foxp3+.
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Figura 10. El uso del inhibidor de PHD-2 I0X2 no estabiliza a

HIF-1a en las DCs.

DCs ai sladas de r atones M HC-II-GFP f ueron
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cultivadas en presencia/ausencia de LPS y con /sin IO X-2. D espués
de 5 h se evalué (A)el porcentajede células HIF-1a* y(B)La
expresion de HIF-1a. Los datos mostrados son representativos de 3
experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé con la
prueba ANOVA de una via.



Los resultados de este trabajo permiten concluir que la generacion y
proliferacion de células T CD4* CD25" FOXP3™ es dependiente de |a
estimulacién via el TCR con ba jas concentraciones de | antigeno, y
gue a su vez la expresidon de los factores de transcripcion HIF-1a vy
Foxp3 en r atonest ransgénicos D 011.10 es de pendiente del a
activacién del TCR. Esta activacidon del TCRy el uso de la molécula
IOX-2 p ermiten estabilizar a HIF -1a en las células CD4 a ntigeno
especificas in vitro, siendo este ultimo capaz de modular la expresion
de Foxp3; favoreciendo su expresion y aumentando el porcentaje de

células Foxp3™*

Sin e mbargo | a e stabilizacion d e HIF -1a en D Cs usando I 0OX-2 no
regula el estado de activacién de las DCs, al no alterar la expresidn
de diferentes moléculas de co-estimulacién (CD40, CD86 y MHC-II).
Estos r esultadosi ndican que a unque H IF-l1a incrementa Ila
proliferacién/diferenciacion de linfocitos Treg Foxp3™, este efecto no
es debido a uni ncremento de DCs to lerogénicas e n e ste mo delo

experimental.
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