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Resumen

Las células T CD4+ coadyuvantes virgenes (Th0) se diferencian en distintos
linajes incluyendo Thl, Th2, Th17 y T reguladoras (Treg). El destino celular de
las células Th depende del tipo y fuerza de los estimulos que éstas reciben y de
los subsecuentes patrones de expresién génica. Cada uno de estos linajes Th tiene
funciones especificas en la homeostasis y defensa inmune. La incorrecta regulacion
de la diferenciacién de las células Th se ha visto implicada en diversas enfermedades

autoinmunes, la inflamacién crénica, el VIH y el sindrome metabdlico.

Con base en la literatura se construyé una red de regulacién booleana de 43
nodos y 84 interacciones, donde los nodos representan factores de regulacién trans-
cripcional y citocinas. Para facilitar el analisis, la red fue simplificada usando reglas
de simplificacién de funciones booleanas, quedando una red de 17 nodos y 51 inter-
acciones. Los nodos son: 1L-2, IL-4, GATA3, IL-12, IL-18, IFN~, T-bet, IL-1, IL-6,
IL-17, 1L-21, 1L-23, STAT3, ROR~t, TGFpBlo, TGFShi y Foxp3. Se generaron dos
nodos TGFf correspondientes a los diferentes niveles de expresién de la proteina

para lograr reflejar la dindmica del sistema.

Se gener6 una serie de programas usando el lenguaje de programacién Python
para analizar el comportamiento de la red. De los 131072 (2!7) estados posibles
de la red 256 (0.19 %) son estados estacionarios, ademés hay 60 (0.05%) estados
que corresponden a doce ciclos de tamano dos y doce ciclos de tamano tres. De
los restantes 4355 (3.32 %) son estados transitivos y 126401 (96.44 %) son cispides,

estados que no pueden ser alcanzados desde ningun estado.
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El andlisis para encontrar los estados estacionarios se efectué sobre la red sim-
plificada. Se recuperaron los atractores correspondientes a ThO, Thl, Th2, Th17 y
Treg. La cuenca de mayor tamano corresponde a Th0 (51890 estados), le sigue Th2
(37184 estados), Thl (20574 estados), Th17 (10310 estados) y finalmente Treg (448
estados).

Un andlisis de adyacencia (utilizando la biblioteca Networkx de Python) revela
que la red puede ser reducida a seis médulos: Th1-Th2, Th17(A) y (B), Treg, IL-2
e IL-1. Los médulos corresponden parcialmente a los genes asociados a cada linaje.
La centralidad es una medida de que tan conectado estd un nodo. Los nodos con
mayor centralidad de grado son: Thet, GATA-3, IL-4 y RORgt. Los nodos con mayor
centralidad de intermediacion son: Thet, IFN~, RORgt e IL-6. Thet y RORgt son

nodos fundamentales en la transmisién de la informacién dentro de la red.

El comportamiento dindmico de la red puede estar en fase ordenada, cadtica o
critica. En la fase ordenada el ruido no se propaga, mientras que en fase cadtica
el ruido se propaga por toda la red. La zona entre estas dos se conoce como fase
critica y representa un compromiso entre la robustez y la plasticidad. Un andlisis
de Derrida muestra que la pendiente de la avalancha de perturbaciones es cercana
a la recta identidad en el origen. También, el coeficiente de conectividad de la red
original es K = 1,95 y su coeficiente de criticalidad es K. = 2,04: esto hace que la
diferencia entre ambas sea de 4.1 %, lo indica que la red se encuentra cerca de la

fase critica.



Capitulo 1

Introduccion

Entre los problemas de salud de este siglo se encuentran los ocasionados por
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y la diabetes tipo 2. En 2004, el
VIH/SIDA y la diabetes mellitus causaron el 3.5% y el 1.9 % de las muertes a nivel
mundial respectivamente [I]. La disminucién de la incidencia de ambos se encuen-
tra dentro de los objetivos de la Organizaciéon Mundial de la Salud. Sin embargo, a

pesar de los recursos dedicados a combatirlos todavia no se tiene una cura.

Ambos problemas de salud han sido relacionados con anomalias en las células
Th. En el caso del VIH hay una disminucién en las células Thl y una polarizacién
hacia Th2 [2] [3]. La diabetes tipo 2 se ha relacionado con un ambiente inflamatorio,

un incremento de las células Thl y un decremento en las células Treg [4HS].

El SIDA y la diabetes son complejos dado que sus causas y su progreso dependen
de multiples factores. Por esto es de vital importancia entender el funcionamiento
del sistema inmune en general y de las células Th en particular. Entender los meca-
nismos de polarizacién de los distintos linajes Th puede ayudar a generar blancos

terapéuticos y tratar estos problemas de salud.

Las células T CD4+ coadyuvantes (Th) carecen de capacidad citotéxica, fagocitica
o de inducir apoptosis en células infectadas. Sin embargo, estas células se encargan

de activar y dirigir a otras células del sistema inmune, regulando la respuesta in-

11
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munolégica. Inicialmente las células Th se encuentran en un estado virgen (ThO).
Al presentarse un reto inmunoldgico estas células son activadas en respuesta a la
presentacién de antigenos especificos. Dependiendo de interacciones célula-célula,
la afinidad por el MHC y el tipo de citocinas en el entorno, las células ThO se

diferenciardn en distintos linajes como Thl, Th2, Th17 o T reguladoras (Treg).

Cada linaje expresa reguladores transcripcionales y citocinas caracteristicas y
regula respuestas inmunes particulares. Las células Thl son las responsables de
la defensa contra patdgenos intracelulares y la autoinmunidad y expresan T-bet e
IFN~. Las células Th2 dirigen la defensa contra parasitos extracelulares, alergias y
asma y expresan GATA-3 e IL-4. Las células Th17 median la respuesta a bacterias
extracelulares y hongos ademads de causar autoinmunidad y expresan ROR~t e IL-17.
Las células Treg mantienen la tolerancia inmune y expresan Foxp3 y TGFgS [9]. Sin
embargo, la regulacién de la diferenciacion de estas células no es completamente

conocida.

Con el propésito de analizar la diferenciacion de los linajes Th se generé una
red booleana a partir de los datos de regulacion genética e interacciones proteicas
disponibles en la literatura. Diversos autores han utilizado redes booleanas para
analizar procesos de regulacion genética. Estas redes han sido de gran utilidad para

entender la diferenciacién celular en Drosophila [I0] y Arabidopsis thaliana [11].

En el caso de las células Th, varios autores han estudiado su regulacién y dife-
renciacién utilizando redes. Originalmente se publicaron trabajos sobre la diferen-
ciacién Th1/Th2 [I2], en fechas mds recientes se han agregado citocinas y factores
transcripcionales para poder estudiar también a las células Th17 y Treg [13| [14]. El

enfoque de redes también ha permeado a las revisiones [15] [16].

Originalmente se construy6 una red de 43 nodos y 84 interacciones, que fue
simplificada a una red de 17 nodos y 51 interacciones. Los nodos son I1-2, 11.-4,
GATA-3,IL-12, IL-18, IFN~, T-bet, IL-1, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23, STAT-3, ROR~t,
TGFpB y Foxp3. En el caso de TGF /3 se generaron dos nodos, uno TGFSlow y otro
TGFphigh, correspondiendo al nivel de expresién. Esto es debido a que al generar

un solo nodo TGFS fue imposible recuperar los estados correspondientes a Th17.
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Una vez descrita la red se evaluaron los 217 (131072) estados posibles. De estos
estados el 96.44 % son cuspides. De los estados restantes 4355 (3.32 %) son transi-
tivos, hay 256 (0.19 %) soluciones puntuales y 60 (0.05 %) estados que corresponden
a ciclos de tamano dos y tres. La red tiene una K = 1,95 y una K. = 2,04 lo cual
la coloca cerca de la fase critica. Se necesitaron en promedio 2.53 iteraciones para

llegar a una solucién puntual o ciclo, siendo el minimo una y el maximo seis.

Dentro de las soluciones de la red se encontraron las correspondientes a los
linajes ThO, Thl, Th2, Th17 y Treg, ademéas de otros estados reportados en la
literatura. Se definié que una solucién pertenece a un linaje si expresa su regulador
transcripcional maestro y sus citocinas caracteristicas. A partir de estos criterios se
determiné que la cuenca de atraccién de mayor tamano corresponde a ThO (51890
estados), seguida por Th2 (37184 estados), luego Th1 (20574 estados), después Th17
(10310 estados) y finalmente Treg (448 estados).

La red puede ser reducida a seis médulos: Th1-Th2, Th17(A) y (B), Treg, IL-2 e
IL-1. Los médulos corresponden parcialmente a los genes de cada linaje. Los nodos
con mayor centralidad de grado son: Tbet, GATA-3, IL-4 y ROR~t. Los nodos con
mayor centralidad de intermediacién son: Tbet, IFNvy, ROR~t e IL-6. Esto hace
que Thet y ROR~t sean nodos fundamentales en la transmisién de la informacién

dentro de la red.

Como resultado de los distintos anédlisis se determiné la dindmica, las cuencas
de atraccién y la modularidad de la red. Ademads, las soluciones obtenidas reflejan
las observaciones experimentales reportadas en la literatura. Sin embargo, ain falta
mucho por hacer ya que falta incluir algunos grupos de genes, citocinas y otros

factores que afectan la diferenciacion de las células Th.
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Del gen a la proteina ™

Los seres vivos poseen una organizacién interna
que les permite mantener un estado de homeostasis,
reaccionar ante el ambiente, obtener energia de los
nutrientes, crecer y reproducirse. El como se hereda
y mantiene la organizacién de los seres vivos ha sido

ampliamente estudiado. En 1952 A. D. Hershey y

M. Chase realizaron una serie de experimentos con
el bacteriéfago T2 donde demostraron que el ADN Figura 2.1: El dogma cen-
transporta la informacién genética [19]. Esto mo- tral de la biologia modificado

tiv6 el estudio de la estructura del ADN y el cédigo (tomada de Wikimedia [18])

genético y demdas mecanismos de trasmision de la informacion.

El dogma central de la biologia molecular [Fig: propone que el ADN puede
replicarse, transmitiendo la informacién genética a préximas generaciones; el ADN
puede también transcribirse a ARN mensajero (mARN) y este ser traducido a
proteina. El esquema ha sido modificado para expresar los mecanismos de los virus
de ARN (ARN — ARN), retrovirus (ARN — ADN) y sistemas in vitro de traduc-
cién de ADN (ADN — proteina)

14
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Los diferentes niveles de expresién de las proteinas son ocasionados por meca-
nismos de regulacién [Fig: como la epigenética, la iniciacién de la transcripcion,
procesamiento del transcripto, regulaciéon por microARNs, traduccién del ARN,
plegamiento, transporte al citoplasma o modificaciones post-traduccionales. Aun
cuando se tiene una proteina funcional puede ser regulada por otras proteinas por

medio de interacciones proteina-proteina o de fosforilacién.

Figura 2.2: Existen diversos mecanismos que regulan la transmisién de la informacién.
Estos incluyen la epigenética, factores transcripcionales, adiccién de caps y colas de poli-A,
miARNs, plegamiento, fosforilacién y modificaciones post-transcripcionales.

2.1. Regulacién génica

Los seres vivos regulan de manera diferencial la expresion de genes y proteinas.
Los organismos necesitan activar o reprimir la expresion de las proteinas en res-
puesta a los estimulos del medio. En el caso de los organismos pluricelulares cada
tipo de célula diferenciada produce un conjunto de proteinas especifico bajo el prin-
cipio de equivalencia nuclear: los nicleos de todas las células adultas contienen la

misma informacién genética pero la expresan de forma distinta. Algunas proteinas
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son transcritas constitutivamente, ya que son necesarias para el mantenimiento de
la célula. Otras s6lo son necesarias en algunos tipos celulares, por lo que se expresan
de forma selectiva. No todas las células siguen el principio de equivalencia nuclear.
Los gametos sexuales son haploides, contienen sélo una copia de cada cromosoma.
La recombinacién V(D)J de linfocitos B y T asegura una alta variabilidad en las

inmunoglobulinas y el MHC.

Los procesos que controlan el nivel de expresion de genes en cada tipo de célula
diferenciada dependen de senales provenientes de la célula y su entorno, que in-
teractian con el ADN, ARN y proteinas. La regulacién actiia de forma diferente
sobre los genes dependiendo de las necesidades de cada tipo celular. Un gen puede
ser regulado a nivel cromatina, por factores transcripcionales. Una vez que se ha
convertido en mARN puede ser regulado por proteinas que reconocen los extremos

5"y 3’ ademés de por microARNS, entre otros.

2.1.1. Transcripcién

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es una
macromolécula que transmite la informacion
genética de las células. Es un polinucleétido con-
formado por dos hebras de nucledtidos: una des-
oxirribosa unida a una base nitrogenada (adeni-
na, timina, citosina o guanina) y un grupo fosfa-
to. Las dos hebras estan unidas por puentes de
hidrégeno entre las bases complementarias (A-T,
C-G) [Fig:2.3]. Dentro de las células eucariontes el
ADN esté organizado en estructuras formadas por Figura 2.3: Estructura del ADN

la adicién de protefnas conocida como cromatina. (tomada de Wikimedia [20])

El 4cido ribonucleico (ARN) es una cadena de ribonucledtidos lineal y de hebra
sencilla. La hebra consta de nucleétidos: una ribosa unida a una base nitrogenada
(adenina, uracilo, citosina o guanina) y un grupo fosfato. Tiene diversas funciones
en las células: participa en las etapas intermedias de la sintesis proteica, regula la

expresion génica y algunos tienen actividad catalitica.
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La primera fase para la expresién de genes es el proceso de transcripcién, en el
cual la informacién contenida en el ADN, se copia en mARN dentro del nicleo. En
la transcripcién la ARN polimerasa crea una secuencia complementaria de mARN
a partir de la hebra original de ADN. Se inicia cuando la ARN polimerasa reconoce
una secuencia promotora al inicio de un gen y termina con el reconocimiento de una
secuencia de paro. La regulacién de esta etapa estd determinada por: la secuencia

del ADN, la cromatina, ARNSs, factores transcripcionales entre otros.

Una vez que el ADN ha sido transcrito por la ARN polimerasa en mARN estd su-
jeto a una serie de modificaciones. Estas incluyen el corte de intrones, la adicién de
caps, otros ARNs y el propio plegamiento del mARN. Cuando el mARN ha sido

correctamente procesado puede ser traducido en proteina por el ribosoma.

Factores Transcripcionales

Los factores transcripcionales son proteinas que se unen a secuencias especificas
de ADN. Algunas de estas secuencias son promotores ascendentes, intensificadores y
sitios de inicio de transcripcion. Las proteinas pueden ser activadoras, ayudando al
reclutamiento de la polimerasa, o represoras, evitando la transcripcién del ADN. La
expresion y activacién de factores transcripcionales varia segin las sefiales externas
o internas, ademés de la posicién espacial y temporal. Algunos sélo se encuentran
en ciertos tipos celulares, otros se expresan en respuesta a senales del entorno, en

ciertos periodos del ciclo celular o dependen de la ubicacién espacial.

Epigenética

El ADN se encuentra acompanado de una serie de proteinas que sirven para su
empaquetamiento, organizaciéon y proteccién. La cromatina consiste de ADN y las
proteinas unidas a el. Para que un gen sea transcrito la cromatina debe permitir el
acceso a los factores transcripcionales que realizan cambios adicionales para permitir
el acceso a la polimerasa. Aproximadamente el 99 % del genoma son nucleosomas:
octdameros de histonas rodeados de 146 pb. El 1 % restante esta accesible donde los
complejos regulatorios han abierto el ADN y desplazado los nucleosomas [21]. Los

cambios en la estructura de la cromatina se conocen como regulacion epigenética.
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Intrones

En eucariontes los genes contienen intrones, secuencias que no codifican una
proteina introducidas dentro del ADN. Los genes, incluyendo intrones, se copian
en el primer transcripto, llamado pre-mARN. Los intrones son removidos, uniendo
los exones por medio de secuencias de bases especiales dentro y alrededor de los
intrones reconocidos por los complejos ribonucleoproteinicos nucleares pequenos
(snRNP) o por ribozimas. No siempre se unen los mismos exones en el mismo

orden, modificaciones en el uso de exones pueden generar distintos péptidos.

Cap y cola

Para ser traducido, el mARN debe modificarse para poder viajar del ntcleo al
citoplasma. Estas modificaciones incluyen la adicién de un cap y una cola poli-A.
La adicién de un cap ocurre al principio de la sintesis. Consiste en la unién de
una molécula de 7-metilguanilato a la cola 5’ del transcripto, con una unién tipo
5 a 5. La adicién de la cola de poli-A ocurre posteriormente a la sintesis. Con-
siste en unir al extremo 3’ una secuencia de 100 a 250 adeninas por medio de la
poli-A polimerasa. Estas modificaciones protegen contra la degradacién de RNasas,

mejoran la estabilidad y senalizan la exportacién por medio de los poros nucleares.

2.1.2. Traduccion

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas lineales de aminoaci-
dos. Tienen funciones estructurales, reguladoras, transportadoras, enzimaticas entre
otras. Las proteinas se pliegan obteniendo una estructura que les da sus propiedades
funcionales. El plegamiento de una proteina puede ser afectado por otras proteinas,
la temperatura, el pH, etc. La traduccién es la fase intermedia para la expresién de
genes. El ribosoma traduce el mARN del extremo 5" al 3’ leyendo un codén a la
vez. Los codones constan de tres bases nitrogenadas y cada uno codifica uno de los
20 aminoacidos. La traduccién se divide en tres etapas: iniciacién, alargamiento o

elongacion, y terminacién. En la iniciacion se recluta al ribosoma y éste se coloca en
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el codén de inicio AUG. En la elongacién se afiaden otros aminoacidos al polipépti-

do mediante enlaces peptidicos. En la terminacién se reconocen los codones de paro
UAA, UGA o UAG y se disocia el ribosoma.

Plegamiento del ARN

Al igual que en el ADN, las bases del ARN son complementarias entre si (A-U,
C-G). Esto puede promover que el ARN se pliege sobre si mismo adquiriendo es-
tructuras secundarias y terciarias. Este plegamiento impide el reclutamiento del
ribosoma, inhibiendo la traduccién de ARN. Esto permite que el ARN sea regulado
tanto por proteinas como por temperatura, ya que incrementos en la temperatu-
ra pueden desplegar el ARN. Cabe destacar que el plegamiento del ARN puede

conferirle actividad catalitica, como en el caso de las ribozimas.

ARNSs pequenos

Los ARNSs pequenos tienen menos de 30 nucledtidos y suprimen la expresién de
genes especificos. Dentro de estos se encuentran los miARNs, siARNs y piwiARNSs.
Los miARNs son de 21-25 nucleétidos derivados de precursores de mayor tamano
que forman estructuras tallo-rizo. En animales los miARNs se unen al UTR 3
inhibiendo la traduccién y facilitando la degradacién. Los siARNs son de 21-25
nucleétidos, sin embargo son originados por el corte de un ARN de doble cadena de
500 pb. Estos siARNs son incorporados al RISC (ARN-induced silencing complex)

el cual corta el mARN complementario [22)].

2.1.3. Post-traduccion

Que el mARN haya sido traducido a proteina no implica que ésta sea capaz
de realizar sus funciones. La proteina debe unirse a cofactores y proteinas que le
permitiran realizar su funcién y sufrir una serie de modificaciones como plegamien-
to, cortes por proteasas, glicosilaciones y otras modificaciones post-traduccionales.
También necesita ser transportada al sitio donde llevard a cabo sus funciones. Todo

esto hace que las proteinas estén ampliamente reguladas.
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Plegamiento proteico

Para ser funcional una proteina debe plegarse en una estructura tridimensio-
nal especifica. La informacién necesaria para la maduracién de una proteina esta
determinada en su secuencia de aminodcidos. Una proteina tiende a plegarse en
la estructura compacta con la menor energia libre posible. Para asegurar que la
proteina adquiera una conformaciéon adecuada se utilizan chaperonas. Las chape-
ronas hidrolizan ATP mientras su unen y despegan a la proteina blanco, de esta

forma cambian su conformacién estructural favoreciendo una estructura funcional.

Transporte

La mayoria de las proteinas son sintetizadas por ribosomas en el citosol, sin
embargo, algunas proteinas necesitan ser transportadas a otros organelos. El trans-
porte de proteinas se logra gracias a senales en la secuencia de aminoécidos que
se utilizan para dirigir a las proteinas. Existen dos tipos de senales: secuencias de
15-60 a.a. que son removidas al llegar al compartimiento y parches generados por la
estructura tridimensional de la proteina. El transporte puede realizarse a través de
poros entre compartimientos que permiten sélo el paso de proteinas con las senales
correctas. Existen también translocadores transmembranales que transportan direc-
tamente proteinas especificas. Finalmente las proteinas pueden ser transportadas en

vesiculas.

Adicién de grupos funcionales

Después de la traduccién, a las proteinas se les puede agregar una serie de grupos
quimicos funcionales, los cuales cambian las caracteristicas quimicas, estructurales
y funcionales de las proteinas. Estas modificaciones incluyen la adicién de grupos
acetato, lipidos o carbohidratos y/o la modificacién de ciertos aminodcidos. Muchas

de estas reacciones se llevan a cabo en el aparato de Golgi.
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2.2. Interacciones proteina-proteina

Desde la publicacién en 1976 del genoma completo del ARN del virus del bac-
teriéfago MS2 [23] se ha incrementado la cantidad de genomas secuenciados y esta
cantidad crece dia con dia. Estos incluyen los genomas de organismos modelo como
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, Arabidopsis thaliana y el propio genoma del ser humano. Gracias a estos
proyectos de secuenciacion se cuenta con una lista casi completa de los genes pre-

sentes en un organismo.

Sin embargo, para entender un sistema no es suficiente conocer sus partes,
también es necesario conocer las interacciones entre ellas. Para entender las vias
metabdlicas, de senalizacion o los circuitos genéticos es necesario entender las inter-
acciones metabolito-proteina, proteina-proteina y proteina-ADN. Esto es especial-
mente relevante en la construcién de redes de interaccién genética. Muchas redes
se construyen basadas en datos provenientes de CHIP y microarreglos, los cuales
expresan las proteinas unidas a ADN y la cantidad de ARN transcrito. Sin embar-
go, el transcriptoma no necesariamente predice la cantidad de proteina ni su estado

dentro del ser vivo [24].

Las relaciones entre proteinas proveen la base mecédnica para la mayor parte
de la fisiologia y funcién de los organismos [25]. Las proteinas necesitan interactuar
entre ellas de manera especifica y ordenada para mantener los procesos metabdlicos.
Las proteinas no sélo alteran a los metabolitos, si no a las mismas proteinas. Es por
eso que al construir una red de regulacién es importante no sélo incluir la regulacién

genética, sino las interacciones proteina-proteina.

La diferenciacion de las células Th no es una excepcion. Para lograr la expresién
de un fenotipo especifico es necesario sensar las senales del medio, transmitirlas al
nucleo, alterar los patrones de expresién genética y posteriormente producir una se-
rie de proteinas efectoras. Para llevar a cabo la expresion del fenotipo las proteinas
tienen una gran cantidad de interacciones entre ellas como la fosforilacién, la for-

macion de dimeros y la competencia por el sitio.
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2.2.1. Fosforilacion

La fosforilacién es una modificacion post-transcripcional en la cual se le agregan
grupos fosfato a las proteinas, esto cambia su estructura tridimencional y la unién
de ligandos. La fosforilacién es extensamente usada en cadenas de transduccién de
senales, de hecho una tercera parte de las aproximadamnte 10000 proteinas de un

mamifero se encuentra fosforilada en un momento u otro [17].

2.2.2. Dimerizacion

La mayoria de las proteinas necesitan unirse a otras para llevar a cabo sus
funciones formando complejos proteicos. Un dimero es un complejo formado por
dos proteinas no unidas covalentemente. Se dice que es un homodimero si las dos

proteinas son iguales y un heterodimero si las dos proteinas son diferentes.

Un ejemplo particular de dimerizacion es el de los receptores transmembranales.
Muchos receptores transmembranales estan conformados por dos o més subunidades
diferentes. Al unirse el ligando al receptor estabiliza cierta conformacion, permitien-
do que el dominio catalitico del receptor se active (o inactive). A continuacién la
proteina mensajera se une al receptor y es modificada por este, lo que motiva la di-
sociacién de la proteina mensajera que procede a transmitir la senal. [Fig: . Esto
permite regular el receptor a través de la presencia de sus subunidades. También es
posible utilizar ligandos que no fomenten los cambios conformacionales adecuados,

secuestrando los receptores en un estado inactivo.

2.2.3. Competencia sitio-especifica

La competencia sitio-especifica sucede cuando dos proteinas se pueden unir al
mismo sitio de una proteina catalizadora, bloqueando la unién de la otra proteina.
Generalmente una de las proteinas es un mensajero y la otra actia como inhibidor
de la senalizacion. La proteina inhibidora tiende a mantenerse més tiempo unida a
la proteina catalizadora, ya que no sufre cambios conformacionales que alteren su
afinidad. Este mecanismo puede ser activado por la misma cascada de transduccién

de senales, sirviendo como un mecanismo de auto-regulacién [Fig: [2.4].
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Figura 2.4: Los receptores estan sujetos a diversas interacciones que regulan su actividad.
A) Al unirse el ligando al receptor estabiliza estructuras conformacionales que le permiten
activar factores transcripcionales a través de reacciones quimicas. Estos factores pueden
dimerizar y posteriormente migrar al nicleo donde ejercen su accién. B) Proteinas regu-
ladoras impiden la activaciéon de los factores transcripcionales, inhibiendo la accién del
receptor.
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El sistema inmunolégico ®**

El sistema inmune es el encargado de proteger al organismo de infecciones por
medio de la identificacién y eliminacién de patégenos. Los retos inmunolégicos abar-
can desde virus hasta gusanos parasitos intestinales o células cancerosas, por lo que
existen multiples mecanismos celulares y moleculares que protegen al individuo. La
respuesta inmune consta de dos funciones principales: reconocimiento y respuesta.
Es necesario detectar con absoluta especificidad a los patégenos y distinguirlos de
las células normales del organismo. Una vez que el patégeno ha sido reconocido es

necesario montar una respuesta adecuada que permita eliminarlo o neutralizarlo.

El sistema inmune ha desarrollado una variedad de respuestas apropiadas para
combatir a cada tipo de reto inmunoldgico. Estos mecanismos se dividen en dos
tipos principales: innatos y adaptativos [Fig: , cuya diferencia principal reside

en las estructuras de reconocimiento de los patégenos y su tiempo de accién.

3.1. Inmunidad innata

El sistema inmune innato o no especifico se refiere a los mecanismos bésicos de
resistencia de un organismo. En lugar de reconocer especificamente al patdgeno,

la respuesta inmune innata reconoce un grupo de patrones moleculares altamente

24
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Figura 3.1: La respuesta inmune puede ser innata y adaptativa (tomada de Abbas 2004
28])

conservados comunes a un grupo o familia entera de patégenos. Estos mecanismos
conforman la respuesta inmediata a los patdgenos y se mantienen a lo largo de toda

la reaccion inmunitaria.

Existen cuatro tipos de barreras: anatémicas, fisiolégicas, endociticas y fagociticas

e inflamatorias.

= Las barreras anatémicas impiden fisicamente la entrada de patdégenos al or-
ganismo. Estas incluyen la piel y las membranas mucosas.

= Las barreras fisiologicas incluyen temperatura, pH, oxigeno y otros factores
solubles. Estas actian generando ambientes poco favorables para el patégeno.

= Las barreras endociticas y fagociticas internalizan y degradan macromoléculas
extracelulares dentro de compartimientos especificos de la célula. La mayoria
de las células son capaces de endocitosis; los monocitos, neutréfilos y macréfa-
gos se especializan en la fagocitosis.

= Las respuestas inflamatorias incrementan el flujo sanguineo, la permeabilidad

capilar y la cantidad de células fagociticas y proteinas de fase aguda.
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3.2. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa o especifica difiere de la inmunidad innata en que
tiene especificidad, diversidad, memoria y reconocimiento de lo propio y ajeno. La
especificidad puede reconocer y responder a una amplia gama de moléculas blanco
de manera individual. Su diversidad le permite reaccionar a distintos antigenos. La
memoria puede alterar las respuestas a partir de experiencias previas de manera
que encuentros subsecuentes con un patégeno originan respuestas més rapidas y
vigorosas. Finalmente el reconocimiento de lo propio y ajeno le permite no atacar

a los tejidos del cuerpo o reconocer cuando éstos se encuentran infectados.

La respuesta inmune adaptativa no es inmediata, necesita tiempo para madu-
rar y combatir los retos inmunoldgicos. Por lo anterior no es independiente de la
respuesta innata. La respuesta innata desencadena las primeras senales de la in-
munidad adaptativa y la inmunidad adaptativa regula y dirige factores especificos
de la inmunidad innata aumentado su eficiencia. La generacion de una respuesta
inmune adaptativa depende en gran parte de dos tipos de células: linfocitos y células
presentadoras de antigeno (APC). Los linfocitos se dividen a su vez en linfocitos B
y T.

Al entrar un patdgeno al cuerpo es reconocido en primera instancia por la res-
puesta innata. Posteriormente los antigenos son transportados al sistema linfatico.
El sistema linfético es rico en APCs como células dendriticas, macréfagos o células
B. Las células dendriticas y los macréfagos fagocitan a los patégenos, para poste-
riormente procesarlos y expresar los antigenos en membrana junto con moléculas
co-estimuladoras. Los antigenos solubles pueden adherirse a los anticuerpos de las
células B. Adicionalmente las células T reconocen los antigenos unidos a moléculas

coestimulatorias como el MHC expresado por las APCs.

La unién del antigeno a los receptores de los linfocitos B y T es la senal de
activacién de éstos. Una vez activados los linfocitos se multiplican clonalmente,
generando dos tipos de células: efectoras y de memoria. Las células efectoras tienen
un corto tiempo de vida y efectian y regulan la respuesta al patégeno. Las células
de memoria viven largo tiempo y sirven para incrementar la velocidad e intensidad

de la respuesta inmune si se vuelve a encontrar al mismo patdgeno.
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3.2.1. Linfocitos

Los linfocitos son generados en la médula durante la hematopoiesis. Los linfocitos
B y T tienen receptores de membrana que reconocen antigenos especificos. Una
vez que han madurado viajan por el sistema circulatorio y linfitico en un estado
inactivo. Si una APC les presenta un antigeno que coincida con su receptor de
membrana los linfocitos son activados, montando una respuesta inmune. La alta
variabilidad de los linfocitos provoca que haya pocos que sean especificos para cada
patégeno. Por ello, una vez activados, los linfocitos se multiplican para adquirir el
suficiente nimero para eliminar el patégeno. Este periodo de proliferacién requiere
al menos una semana para desarrollarse, durante la cual el control de la infeccién

por los mecanismos innatos es esencial para la supervivencia del individuo.

Células B

Los linfocitos B maduran en la médula y la dejan expresando un receptor
de membrana antigeno-especifico. Este receptor se conoce como anticuerpo o in-
munoglobulina y es una glicoproteina que puede encontrarse soluble o en membrana.
Esta conformado de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cambios en la ca-
dena pesada determinan el isotipo del antigeno, en mamiferos estos son IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM y desempenan funciones diferentes. Las cadenas ligeras ademas del
dominio que las une a la cadena pesada cambian de célula a célula, es esta region

la que reconoce al antigeno, confiriéndole diversidad y especificidad al antigeno.

Una vez que el anticuerpo ha reconocido a su antigeno especifico la célula B
empieza a dividirse rapidamente. Sus células hijas se diferencian en células B de
memoria y en células plasmaticas. Las células de memoria viven por un largo tiem-
po de tal manera que si se vuelve a encontrar al patégeno sea posible reaccionar
de manera efectiva contra él. Las células plasmaticas viven solo unos dias, pero
durante ese tiempo expresan una gran cantidad de anticuerpos. Estos anticuerpos
no eliminan al patégeno de manera directa sino que facilitan su destruccién por los
mecanismos de la inmunidad innata. Los anticuerpos pueden neutralizar a los virus
y bacterias evitando la unién a moléculas especificas de la célula blanco y su poste-

rior entrada. También son capaces de aumentar la fagocitosis (opsonizacién) ya que
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son reconocidos por las células fagociticas. Ademds pueden activar las proteinas del

sistema del complemento.

Células T

Los linfocitos T se generan en la médula, pero maduran en el timo expresando
un receptor llamado TCR. Estd compuesto por una cadena « y una 8 o por una
cadena « y una §. Las células T no reconocen a los antigenos de forma soluble, sino
pequenos fragmentos de ellos asociados a las proteinas de membrana codificadas

por el complejo principal de histocompatibilidad, (MHC).

Existen dos poblaciones de linfocitos T: citotéxicas (Tc¢) y coadyuvantes (Th).
Experimentalmente se pueden diferenciar porque las células Tc expresan CDS8 en
membrana y las células Th expresan CD4. Las células Th reconocen el MHC II de
las APC y liberan una serie de factores de crecimiento conocidos como citocinas.
Estas citocinas activan a las células B, Tc, fagociticas y otras células de la respuesta
inmune. Cambios en el patrén de expresiéon de citocinas causan cambios en el tipo
de respuesta inmune desarrollada. Las células Tc reconocen el MHC 1 presente en
la mayoria de las células, expresan pocas citocinas pero son capaces de inducir

apoptosis en células infectadas o cancerosas.

Durante el proceso de maduracién y diferenciacién las células T son expuestas
a mecanismos de regulacién para asegurarse de que no maduren las que reaccionan
a moléculas propias del cuerpo. Una vez que las células T han madurado viajan a
través del sistema linfatico y circulatorio donde son expuestas a diversos antigenos.
La mayoria de los antigenos son transportados al sistema linfatico donde son proce-

sados por las APCs, que expresan los antigenos junto con el MHC en membrana.

Una vez que una célula T reconoce el antigeno se activa y empieza la respuesta
inmune consecuente. El reconocimiento del MHC por el TCR activa la expresién
de factores transcripcionales como NFAT y NF-xB, que son vitales en la activacion
de las células Th. Estos factores en conjuncién con senales del APC y citocinas

presentes en el ambiente determinan la diferenciacion de la célula Th.
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3.2.2. (Células presentadoras de antigeno

Las APC son células especializadas en la presentacion de antigenos a las células
Th. Las APC incluyen a macrofagos, células B y células dendriticas y se distinguen
por expresar el MHC 1. Las células B son altamente eficientes en presentar antigenos
que se han unido a sus anticuerpos de superficie. Las células dendriticas internalizan
a los patogenos por fagocitosis o endocitosis. Una vez que los patégenos han sido

procesados estas células expresan parte de los antigenos junto con el MHC 1.

3.3. Diferenciacion de células Th

Las células Th CD4+ tienen un papel fundamental en el sistema inmune. Esto es
debido a su capacidad de promover la generacién de anticuerpos por las células B,
inducir la actividad microbicida de los macréfagos, reclutar neutrdéfilos, eosinofilos
y baséfilos al sitio de la infeccion y fomentar la respuesta inflamatoria. Todo esto

es logrado a través de la produccién de citocinas y otros factores de crecimiento.

Sin embargo, no todos los retos inmunoldgicos requieren el mismo tipo de res-
puesta inmune. Cada patdgeno tiene ciclos de vida particulares y es importante
elegir la respuesta inmune que actiie mas eficientemente contra el patégeno y cause
el menor dano al organismo. En 1986 Mossmann y Coffman mostraron que las célu-
las Th virgenes podian diferenciarse en dos grupos: Thl y Th2. Cada grupo tenia
un patrén particular de produccién de citocinas y de funciones [29]. Curiosamente,
las células Th virgenes salian del timo maduras, pero la diferenciacién en Thl y

Th2 no se daba hasta que eran activadas por estimulacién del TCR.

Durante mucho tiempo se creyé que la respuesta inmune era dicotémica, con las
células Thl encargadas de la respuesta inmune célular y las Th2 de la respuesta
humoral. En 1995 Sakaguchi et.al. definieron a las células reguladoras Treg como
encargadas de controlar las respuestas autoinmunes [30] (habia reportes anteriores
de este tipo de células, pero no fueron contundentes). En 2006 el grupo de Stockinger
definié un grupo de células Th que expresa IL-17 y es diferente a Thl y Th2, estas
fueron después nombradas las células Th17 [31].
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Las células Th pueden diferenciarse en cuatro tipos celulares: Thl, Th2, Th17,
y Treg [Fig: aunque posiblemente existan mas. Cada uno de estos linajes es
determinado por las seniales que recibe la célula Th cuando interacciona inicialmente
con el antigeno. Cada tipo celular tiene funciones especificas y expresa un conjunto

definido de citocinas y factores de transcripcion.
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Figura 3.2: Las células ThO pueden diferenciarse en cuatro distintos linajes: Th1, Th2,
Th17 y Treg. Cada linaje es inducido por citocinas especificas en el entorno y expresa un
patrén de factores transcripcionales y citocinas particular.

3.3.1. Ontogenia de células Th

Las primeras células linfoides de un embriéon humano aparecen en el tejido
hematopoyético, aproximadamente a los dos meses de vida intrauterina. Las células
B y T se generan a partir de un subgrupo de células totipotenciales de la médula
6sea que expresan Notch. Notch-1 induce al progenitor timico temprano (ETP),
a partir del cual derivaran los linfocitos T. En ausencia de Notchl se induce al

progenitor linfoide temprano (ELP), derivdndose los linfocitos B [32].
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Una vez en el timo, ETP inicia el rearreglo y la expresion de los genes 8, v y
0 del receptor de células T (TCR). En este momento los linfocitos inmaduros no
expresan a CD4 ni a CD8, por lo que se les llama linfocitos pro-T o T CD4-CD8-.
Una minoria de estas células expresa los receptores 79 y se diferencia en linfocitos
T ~4. El resto de los linfocitos expresan las cadenas aff del TCR y se diferencian

en linfocitos pre-T o en células doblemente positivas CD4+CD8+.

A continuacién los linfocitos CD4+CD8+ pasan por la seleccién positiva, que
consiste en unirse con baja afinidad a los péptidos presentados por el MHC. Los
linfocitos con afinidad al MHC I se diferenciaran en células T o CD4-CD8+. Los
linfocitos con afinidad por el MHC II se diferenciaran en células Th o CD4+4+CDS8-
. Posteriormente los linfocitos pasan por la seleccion negativa, donde las células
que reconocen con alta avidez o afinidad los péptidos propios son eliminadas, ase-
gurandose asi la destruccién de células potencialmente reactivas. Las células TaS
con un solo marcador CD4+ o CD8+ salen a los tejidos linfoides periféricos donde

podrén ser activadas, proliferar y diferenciarse [28] [Fig: [3.3].

Figura 3.3: Ontogenia de los linfocitos T y B (tomada de Anaya 2005 [32])

Una vez que las células T han completado su desarrollo en el timo, entran al
torrente sanguineo. Al llegar a un 6rgano linfoide periférico dejan la sangre y migran
a través de los tejidos linfoides, retornando via linfatica al torrente sanguineo para
recircular entre la sangre y tejidos linfoides periféricos. Las células T recirculantes

maduras que no han tenido contacto con su antigeno especifico se conocen como
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células T virgenes o ThO. Para participar en una respuesta inmune adaptativa estas
células deben reconocer a su antigeno especifico presentado como un péptido aso-
ciado a la molécula del MHC en la superficie de la célula presentadora de antigenos,

lo que la induce a diferenciarse y proliferar.

3.3.2. ThoO

Las células ThO o virgenes son células Th CD4+ a las que atn no se les ha
presentado un péptido y por lo tanto no han sido activadas ni se han diferenciado.
La cantidad y calidad de células ThO se ven alteradas en sindromes como el VIH y
CVID (Common Variable Immunodeficiency) [33].

Produccién de citocinas

Las células ThO expresan una amplia gama de citocinas. Para la mayoria de los
ensayos in vitro se supone que las células ThO no producen citocinas caracteristicas
como IL-4, IFN~, IL-17, IL-10 y TGFS. Sin embargo, se han reportado células Th0
que expresan combinaciones de IFN~, I1L-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 y GM-CSF [34]

las cuales se relacionan generalmente con células Thl, Th2, Th17 y Treg.

Este patron de expresién de citocinas podria deberse a la regulacién de las
proteinas SOCS. En linfocitos ThO la expresién de SOCS3 disminuye, mientras
que la expresién de SOCS1 y SOCS2 aumenta. Esto sugiere que la regulacién de
las proteinas SOCS es diferente entre los linfocitos ThO y los linfocitos activos,
llevando a diferentes patrones de represion de citocinas [35]. Ademads, SOCSI regula
la sensibilidad a IL-7 e IL-15 en células ThO, pero no en células Th activadas [36].

Diferenciacién

Las células ThO expresan una serie de moléculas de membrana como CD45RA y
CD62L. También carecen de marcadores de activacion como CD25, CD44, CD62L y
CD69. IL-7 y su transductor STAT5 es necesario para la supervivencia de las células
ThO, IL-2 favorece la diferenciacién hacia células efectoras e IL-15 hacia células de

memoria [36].
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3.3.3. Thl

Las células Thl median las respuestas contra patégenos intracelulares como
mycobacteria, favorecen la proliferacion de células Tc, el reclutamiento de macréfa-
gos y el incremento en su actividad microbicida. Ademads, estd asociado con una serie
de enfermedades autoinmunes como la hipersensibilidad tipo 4, esclerosis multiple

y artritis reumatoide.

Produccién de citocinas

Los principales productos de las células Thl son IFN~, linfotoxina o (LT«)
e IL-2. IFN+y fomenta la activaciéon de macréfagos. LT« estd relacionada con res-
puestas inflamatorias, antivirales y autoinmunes como la progresion de la esclerosis
multiple. IL-2 es importante en la maduracién de células de memoria CD4 y CDS,

ademads de la diferenciacién de las células Th2.

Diferenciacién

T-bet es el regulador maestro de las células Thl, fomentando la expresion de
IFNv y LTa. T-bet puede ser activado por NFAT y NF-xB junto con STATI,
transductor de IFN~ o por si mismo [37], formando un ciclo de autoinduccién. IFN~
es fomentado por T-bet y en menor medida por Eomes. STAT4, el transductor de
IL-12 sinergiza con la senal de IL-18 para producir IFN~. T-bet es un remodelador
de la cromatina de IFN+y y se necesita de la senalizacién del TCR para que IFN~

sea expresado [37].

Las células Thl sobreregulan IL-12R32 en respuesta a la activacion del TCR
y de IFN~. (La cadena IL-12RS31 es expresada constitutivamente por las células
Th). IL-18Ra es también sobreexpresada en la diferenciacién de células Thl. IL-18
e IL-12 sinergizan para expresar IFN+, lo cual podria explicar la sobreregulacion de

Sus receptores.
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3.3.4. Th2

Las células Th2 median las respuestas contra patégenos extracelulares como
helmintos. Favorecen la proliferacion de células B y el cambio de isotipo a IgE. El
tipo estd asociado con una serie de enfermedades autoinmunes como la hipersensi-

bilidad tipo 1 o alergia mediada por anticuerpos y el asma.

Produccién de citocinas

El principal producto de las células Th2 es IL-4, aunque también producen
IL-5, 1L-9, IL-13, I1L-25 y anfiregulina. IL.-4 favorece el cambio de isotipo a IgE y
la diferenciacién en Th2. IgE se une a basodfilos y mastocitos a través de FceRI,
provocando que secreten histaminas, serotonina, IL-4, IL-12 y TNF-«. IL-5 recluta
eosinéfilos. IL-9 induce la produccién de mucinas durante las reacciones alérgicas.
IL-13 fomenta la expulsién de helmintos y la hipersensibilidad de vias respiratorias.
IL-25 pertenece a la familia de IL-17 y participa en la amplificacién de la respuesta
Th2.

Diferenciacién

GATA-3 es el regulador maestro de las células Th2 y es inducido por STATG,
el transductor de IL-4. También IL-4 incrementa la expresiéon de GATA-3. A su
vez, GATA-3 es capaz de fomentar su propia expresion, ademéas de estar asociado
con la eleccién de linaje a nivel del timo, que estd especialmente expresado en
la poblacién transicional CD4+CD8bajo. La sobreexpresion de esta proteina en el
timo fetal favorece la polarizacién hacia CD4, mientras que su eliminacién favorece

la diferenciacién a CDS.

IL-4 puede activarse a si mismo a través de su transductor STAT6. GATA-3 es
necesario pero no suficiente para fomentar la induccién de IL-4, ya que sélo modifica
la cromatina del locus de IL-4 [37]. Es necesaria la ayuda de NFAT, NF-xB, c-Maf
o el transductor de IL-2, STAT5 [38, [39] para lograr la expresién de IL-4. Por otro
lado GATA-3 es necesario y suficiente para lograr la expresién de IL-5 e IL-13. IL-4
induce a Gfi-1.
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IL-4Ra es sobreregulado por IL-4. CD25 o IL-2Ra es también sobreregulado
en las células Th2, posiblemente por la accién de c-Maf. Esto puede incrementar la
sensibilidad de las células Th2 a IL-2. IL-33R« es el principal marcador de superficie

de las células Th, su funcién podria ser andloga a la de IL-18Ra en las células Thl.

3.3.5. Thl7

Las células Th17 median las respuestas contra bacterias extracelulares y hongos.
Favorecen la respuesta inflamatoria y el reclutamiento de neutréfilos. Estdn asocia-
das con una serie de enfermedades autoinmunes como la encefalomielitis, psoriasis,

artritis reumatoide e inflamaciones géstricas [40].

Produccién de citocinas

Los principales productos de las células Th17 son IL-17a, IL-17f, IL-6, IL-21 e
1L-22. IL-17a y IL-17f se encuentran en el mismo locus y generalmente son coex-
presados y se unen al mismo receptor IL-17RA, aunque IL-17a tiene una mayor
afinidad, en general se refiere a ambos como IL-17. Ambos inducen diversas citoci-
nas inflamatorias como IL-6 ademds de reclutar y activar neutroéfilos. I11-21 activa
células Tc, B, NK, dendriticas y fomenta la diferenciacién de Th17. IL-22 fomenta
la inflamacién dérmica, y la defensa contra bacterias como K. pneumoinae, aunque

esta ultima podria ser inducida por IL-23.

Diferenciacién

RORA~t es el regulador maestro de las células Thl7 e induce IL-17 y a IL-21.
RORA~t es inducido por STAT3 y por el transductor de IL-1. También es inducido
por bajas concentraciones de TGFf, pero concentraciones altas de este lo inhiben,
aunque no es claro si es directamente o indirectamente a través de Foxp3. ROR«
también es capaz de inducir IL-17 aunque en menor medida que ROR~t. IL-6, IL-21,
e 1L-23 son todas citocinas pro-inflamatorias que senalizan por medio de STAT3.
Ademds, STAT3 es indispensable para la induccién de I11-17 e IL-23R. Otro factor
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que interviene en la diferenciacién de las células Th17 es el receptor de hidrocarburos

de arilo (AHR), el cual parece participar en la regulacién de IL-22.

Las células Th17 expresan altos niveles de IL-23R, e IL-1R. En humanos IL-1 es
necesario para la diferenciacion de las células Th17, aunque en modelos murinos e in
vitro esto no es tan claro. I1-17A activa quinasas reguladas por senales extracelulares
(ERK1 y ERK2), Jun y p38 en diversos tipos celulares [4I]. IL-1 activa una gran
variedad de vias proteicas como Myd88, IRAKs, TRAF6, NFkB y MAPK [42]

3.3.6. Treg

Las células Treg median la auto-tolerancia. El incremento de células Treg en
ratén previene el rechazo de implantes y combate enfermedades autoinmunes. La
falta de células Treg esta fuertemente relacionada con enfermedades autoinmunes,

aunque también incrementa la inmunidad contra tumores e infecciones crénicas.

Produccién de citocinas

Los principales productos de las células Treg son TGF-3, IL-10 e IL-35. TGF-3
participa en la anergia, la tolerancia oral, la diferenciacion de las células Treg y Th17.
TGF- regula multiples procesos, las proteinas SMAD constituyen los componentes
bésicos de la cascada de senalizacién intracelular. Estudios recientes revelan que
las proteinas SMAD y los receptores transmembranales de TGFS estdn regulados
[43]. TL-10 tiene funciones antiinflamatorias y anérgicas. Sin embargo no todas las
células Treg producen IL-10 necesariamente. De la misma manera, IL-10 puede ser
producido por células Thl, Th2 y Th17. Esto hace que sea posible que IL-10 sea
una citocina de autoregulacién propia de las Th. I1.-35 comparte la subunidad ED13
con IL-12 e IL-27 y participa en la actividad supresora. Las Treg pueden ademaés

promover la anergia de las células Th a través del contacto célula-célula.

Diferenciacién

Foxp3 es el regulador maestro de las célula Treg. TGF-£ induce la expresién

de Foxp3 y viceversa. El nivel de TGF-g necesario para inducir Foxp3 es mayor al
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necesario para inducir ROR~t. STAT5 participa en la inducién de Foxp3 uniéndose
a su promotor. TGF-£ y Foxp3 no son necesarios ni suficientes para expresar 1L-10.
La mayoria de las Tregs expresan IL-2Ra (CD25) lo cual apunta a la importancia
de IL-2. También expresan CTLA-4, GITR y Folr4d aunque no se conoce su funcién

o relevancia.

3.3.7. Regulacién cruzada

La diferenciacion de células Th no solo esta regulada por ciclos de autoinduccién
como los generados por IFN~, IL-4, IL-21 o TGFg. Los diferentes linajes también
se inhiben entre ellos. Esto se logra a través de la represion por factores trans-
cripcionales, por competencia sitio-especifica en los receptores de citocinas por las

proteinas SOCS y por factores epigenéticos.

Factores transcripcionales

Existen varias vias de inhibicién dentro de las células Th [Fig: . La regulacién
entre Thl y Th2 es mediada por la competencia entre sus citocinas IFNvy e IL-4 y
entre sus factores transcripcionales T-bet y GATA-3. T-bet inhibe la diferenciacién
en Th2 mediante la fosforilacion de tirosinas de GATA3, impidiendo que éste se una
al ADN [44]. T-bet y GATA3 también son inhibidos por Foxp3 y TGFj3. IFNy e
IL-4 se inhiben indirectamente a través de sus factores transcripcionales y de su ac-
tivacién de T-bet y GATAS3. Curiosamente la competencia entre estas dos citocinas
podria ser también directa, ya que se han reportado interacciones intercromosomales

entre los genes de ambas citocinas [9].

La diferenciacion de Thl7 estd también regulada. La adiciéon de IFN~vy o IL-4
inhibe la expresion de ROR~t, probablemente a través de T-bet y GATA3. TGFj
favorece la expresion de ROR~yt (Thl7) y de Foxp3 (Treg) esto ha generado un
interesante mecanismo de regulacion. Foxp3 se une a RORa y ROR~t e inhibe
su activacién en una manera dosis-dependiente. TGFg lleva a la rapida induccién
de RORA~t, pero la uniéon de ROR~t al promotor de IL-17 es suprimida por su
interacciéon con Foxp3. Al anadir IL-6 o IL-21 los niveles de Foxp3 disminuyen,
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impidiendo su accién inhibitoria. IL-6 no altera la expresién de ROR~t, pero reprime
a Foxp3 permitiendo la expresién de IL-17 [45]. TGFS sélo en concentraciones de
1 ng/ml no induce a IL-17. Sin embargo, TGFS a 10 ng/ml en combinacién con
IL-1, IL-21 o IL-23 promueve ROR~t e IL-17. Mientras tanto 50 ng/ml suprimen a
IL-17, probablemente a través de la activacién de Foxp3 [46].

El caso de IL-10 es interesante. IL-10 es una citocina antiinflamatoria. Esta prin-
cipalmente relacionada con las células Treg, sin embargo puede ser producida por
Thl, Th2 y Th17. IL-10 sefaliza a través de STAT-3, al igual que IL-6, IL-21 e
1L-23, 1o cual es paradéjico, dado que estas son citocinas pro-inflamatorias. En las
células Treg la expresién de Foxp3 y TGFS no es necesaria ni suficiente para la
expresion de I1-10. También es la citocina caracteristica de las células Th3, sin
embargo no se sabe si este es un verdadero linaje o es el producto de la expresion
de IL-10 por Thl, Th2 o Th17 [47]. Esto lleva a suponer que IL-10 es una citocina

propia de todas las células Th que sirve como mecanismo de autoregulacién.

5 TGF-
L2 e ATRANSDUCCION
s . RORC2

IL-26
IL-22

IL-4

IL-12

e TGFB

Figura 3.4: Regulacién cruzada de los factores transcripcionales de las células Th (tomada
de Crome 2010 [40])
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Proteinas SOCS

Las protefnas supresoras de sefializacién de citocinas (SOCS) inhiben las vias de
senalizacién de citocinas. Las citocinas activan las vias de senalizacién JAK-STAT
de fosforilacién al unirse a los receptores transmembranales. Las proteinas SOCS se
unen al dominio de fosforilaciéon impidiendo la activacién de la via JAK-STAT. La
mayoria de estas protefnas SOCS son inducidas por citocinas y sirven como ciclos
de autoinhibicién y mecanismos de diferenciaciéon celular. SOCS1 es inducida por
STATG6 (IL-4) y por STAT1 (IFN~), esta proteina se une a IL-4R, IFNaR, IFNAR y
MyD88. SOCS1 también se une a IL-2 sobretodo en el timo durante la maduracién
de las células Th. SOCS3 es inducida por STAT6 (IL-4) y por IL-10, se une a IL-6R
e IL-12R. SOCS5 es inducida por IL-12 y se une a IL-4R [48] [Fig: [3.5].

Figura 3.5: Las proteinas SOCS regulan la transduccién de senales por parte de los
receptores de citocinas uniéndose a sus dominios cataliticos e impidiendo que estos activen
la via JAK-STAT (tomada de Yoshimura 2007 [48])
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Epigenética

La expresion preferencial de genes es heredable gracias a diversos mecanismos
epigenéticos y de miARN. Los genes de las citocinas ifny, il4 e il17 tienen marcas
epigenéticas permisivas y represivas. ifng e il4 muestran desmetilacién CpG, aso-
ciada con expresion génica, durante el proceso de diferenciacién en Thl y Th2. La
regién rio arriba de Foxp3 es metilada en células no Treg pero desmetilada en las
Tregs. Los micro ARNs son otro factor que afecta la estabilidad de Foxp3. La dele-
cién de las enzimas Dicer y Drosha (implicadas en el procesamiento de miARNSs)

resulta en la pérdida de expresién por Foxp3 [49].

3.3.8. Plasticidad

Las células Th se especializan en distintos subtipos y expresan patrones carac-
teristicos de citocinas y factores transcripcionales. Tradicionalmente los linajes son
Thl, Th2, Th17 y Treg, sin embargo estudios recientes ponen esto en duda. El
estudio de las células Th empez6 con la caracterizacién de las células productoras
de IFN+~ (Thl) y las productoras de IL-4 (Th2). Este modelo fue cuestionado con el
descubrimiento de la diferenciacién de células reguladoras o Tregs. Posteriormente

se definié aun otro linaje de células productoras de IL-17 (Th17).

Desde entonces se ha continuado con el descubrimiento de posibles linajes con pa-
trones de citocinas caracteristicos. Ejemplos de esto son las células Try implicadas
en la produccién de anticuerpos, las cuales expresan el represor transcripcional Bcl6
y producen IL-21 [49]. Otro ejemplo son las células Th3, asociadas con la regulacién
de la respuesta inmune, caracterizadas por producir IL-10. Sin embargo, las células
Trr y Th3 pueden originarse de los demés subtipos (Thl, Th2, Th17 y Treg) y ex-
presar algunas de sus citocinas, lo que lleva a cuestionarse si son verdaderos linajes

o estados particulares como las células de memoria [Fig: [3.6].

Ademaés de estos subtipos se ha caracterizado una serie de células Th con pa-
trones de citocinas tnicos. Las células Th2 pueden producir IL-9 en presencia de
TGFpS, pero también pueden hacerlo las Thl7. Es comin que las células Th17
produzcan IL-17 e IFN~, sobretodo in vivo. Las células Th17 producen I1-22, pero



Capitulo 3. FEl sistema inmunoldgico 41

células que producen I1-22 y no IL-17 han sido caracterizadas. Incluso se han repor-
tado células productoras de IL-4 en ratén que adquieren la capacidad de producir

IFN~ al ser transferidas a otros ratones [49].

La expresion de los factores transcripcionales en las células Th no estd fija, lo
cual afecta su diferenciacién. Al parecer la expresion transitiva de Foxp3 es un efecto
comtun. También se han detectado células que expresan Foxp3 y T-bet o Foxp3 y
RORAt, aunque esto iltimo podria deberse a la accién competitiva entre estos dos
factores [45].

La mayoria de los estudios de diferenciacién de células Th son realizados in vitro
y las células son estimuladas durante un largo tiempo. Es cuestionable si los mismos
patrones de diferenciacién que vemos in wvitro son reproducibles in vivo, dado que
las muestras in vivo muestran gran heterogeneidad y es dificil separar las células

para determinar sus patrones de expresién de citocinas y factores transcripcionales.

Figura 3.6: Las células Th pueden cambiar su patrén de produccion de citocinas y en
algunos casos su regulador transcripcional maestro (tomado de O’Shea 2010 [49])
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Recientemente, se han descrito diferentes formas de plasticidad entre los linajes
de células Th [Fig: . La transicion entre células Treg y Th17 depende del entorno
inflamatorio, dado que Foxp3 es inhibido por las citocinas inflamatorias. Es posible
polarizar las células Th17 en células Thl en presencia de IFN~ e IL-12. Se puede
promover un estado hibrido Th1-2 al exponer a células Th2 a IFN~ e IL-12. Sin
embargo, no se han observado algunas transiciones, como de Th2 a Thl7 o Treg
[15]. La estabilidad de las células es mantenida gracias a modificaciones epigenéticas

y ciclos de autoinduccion.

3.4. Sistema inmune y enfermedad

Los sistemas de defensa contra amenazas externas son comunes a todos los orga-
nismos. Ejemplos son los ”sistemas de restriccion-modificacién” de las bacterias, las
defencinas de los invertebrados, el ”sistema de inmunidad adquirida”de las plantas
[26] o el sistema inmune de los vertebrados. De ahf se deriva la importancia de que el
sistema inmune sea capaz de funcionar de manera adecuada ante los distintos retos

inmunoldgicos. La falla del sistema inmune esta relacionada con varias enfermedades

Figura 3.7: Transiciones entre los distintos linajes de células Th. Los diferentes tipos
celulares pueden cambiar de linaje dependiendo de la estabilidad de su propio linaje y de
las sefiales del entorno. (tomado de Murphy 2010 [15])
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autoinmunes como la artritis reumatoide, la diabetes tipo 1, la esclerosis muiltiple,
el asma, el lupus, la encefalomielitis o la psoriasis. Estas no son las tnicas enfer-
medades relacionadas con el sistema inmune. El virus de inmunodeficiencia humana
causa una falla del sistema inmune que lleva a la muerte. Ademsds, existe evidencia
de que la diabetes tipo 2 esta relacionada con una desregulacién del sistema inmune
[4-7, [50).

3.4.1. VIH/SIDA

El virus de inmunodeficiencia humano (VIH) es un retrovirus que infecta las
células del sistema inmune como Th, macréfagos y dendriticas destruyéndolas o
impidiendo su correcto funcionamiento. Conforme la enfermedad avanza el sistema
inmune se debilita y la persona se vuelve més susceptible a infecciones. El estado
més avanzado de la infeccién es el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
Se calcula que 33.3 millones de personas estan infectadas por el virus, la mayoria en
paises del tercer mundo. Cada afno 2 millones de personas mueren de VIH/SIDA la

mayor parte a causa de infecciones por tuberculosis [1].

Desde hace mucho tiempo se sabe que el VIH se caracteriza por la desregulacién
de los linajes de las células Th. Se ha observado una reduccién de las células Thl
y un incremento de replicacién de células ThO y Th2 [2, [3]. En el caso del SIV hay
una disminucion de las células Th17 y una predominancia de Thl en los intestinos
de simios infectados. En seres humanos se ha reportado que la cantidad de células
Th17 en mucosas correlaciona negativamente con la viremia en plasma [51]. Las
células Treg son elevadas en la fase aguda de la infeccién, lo cual puede prevenir
la eliminacién del virus, por otro lado, en la fase crénica, una elevada cantidad de

células Treg previene la falla inmune [52].

3.4.2. Diabetes tipo 2

La diabetes es una enfermedad en la que la persona tiene altos niveles de azucar.

Esto puede deberse a que el pancreas no produce suficiente insulina (Tipo 1), que las
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células no responden a la insulina producida (Tipo 2) o a desordenes durante el em-
barazo (gestacional). La obesidad y el sindrome metabdlico incrementan el riesgo de
desarrollar la enfermedad. La diabetes correlacciona fuertemente con enfermedades

cardiacas, retinopatia, fallo de los rifidénes y del higado y neuropatia.

Actualmente 220 millones de personas viven con diabetes en todo el mundo. En
2005 se estimé que 1.1 millones de personas murieron de diabetes, aunque el niimero
podria ser mayor, ya que las muertes son atribuidas a enfermedades del corazén o
fallo de los rifiones. El 80 % de las muertes causadas por diabetes ocurren en paises

del tercer mundo y se espera que la cantidad de muertes se duplique para 2030 [I].

Se ha visto que hay una correlacién entre la obesidad y la diabetes, esto podria
deberse a la inflamacién del tejido adiposo. El tejido adiposo de individuos obesos
tiene un contexto inflamatorio y tiene altas cantidades de citocinas como 1L-6, IL-1
y TGF 3, macréfagos, células T citotoxicas y Thl, mientras que los niveles de Treg
han disminuido [50].

Estudios en ratones han mostrado que los ratones delgados tienen una mayor
cantidad de Tregs, las cuales desaparecen en ratones obesos [7]. Esto podria deberse
a la infiltracién de células Thl en ratones obesos, lo cual disminuye las Tregs y

favorece la infiltracién por células T citotéxicas y macréfagos [6].

Las células T citoxicas infiltradas en el tejido adiposo favorecen un contexto
inflamatorio y el reclutamiento de macréfagos [B]. Curiosamente, la inflamacién
inicial podria ser causada por los mastocitos, ya que inhibir la activacién de estos

redujo el incremento de peso y la resistencia a la insulina en ratones [4].

Estos estudios plantean la posibilidad de que la diabetes tipo 2 tenga causas
autoinmunes en la constante inflamacién del tejido adiposo. Ademads, estos estudios
dan una esperanza terapéutica. El tratamiento de ratones con anticuerpos contra el
co-receptor CD3 depletd las células Thl, pero dejo a las células Treg. También se

mejord la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina.
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Redes 5

La mayoria de los sistemas complejos de la biologia, como la regulacién genética,
el sistema nervioso, el sistema inmune o los ecosistemas, estan compuestos de muilti-
ples elementos que interactiian entre si. Estos sistemas pueden ser modelados con
redes. Una red es una coleccién de elementos conectados. Puede ser visualizada co-
mo un conjunto de nodos que corresponden a los elementos de la red y un conjunto
de aristas que representan las interacciones entre los elementos. Cada nodo tiene un
valor de salida y varios valores de entrada, ademas de una regla que define el valor
de la salida en funcién de las entradas. Las salidas y las entradas estan definidas

por las interacciones con otros elementos de la red.

Cuando el valor de los nodos cambia con respecto al tiempo se dice que la red
es dinamica. Entonces la funcién de salida de un nodo puede ser expresada como:
Airst = fa(A, By, Cy, ...) donde A;qq serd el valor de la salida del nodo, Ay, By, C
son las entradas y f4 la funcién que las relaciona. Cabe destacar que un nodo puede

ser entrada de si mismo.

Los sistemas biolégicos pueden ser modelados como redes. Los nodos representan
elementos como genes, proteinas, células u organismos. Mientras tanto las interac-
ciones entre ellos corresponden a las aristas. Sin embargo, dada la cantidad de

elementos y la complejidad de las interacciones en los sistemas bioldgicos es dificil

45
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generar una descripcién exacta del sistema. Es por esto que se recurre a simplifi-
caciones como suponer tiempos discretos o que los elementos sélo pueden tener un

nimero limitado de valores. Una de estas simplificaciones son las redes booleanas.

En una red genética cada nodo representa un gen o proteina. El nivel de acti-
vacion del nodo es la cantidad de proteina correspondiente al gen que ha sido sinte-
tizada. En muchos sistemas biolégicos el nivel de expresiéon de un gen se mantiene
en un nivel basal constitutivamente. Cuando los factores activadores sobrepasan un
umbral, entonces la cantidad de la proteina correspondiente se incrementa rapida-
mente hasta alcanzar un méaximo. Esto permite suponer que la expresién del gen
puede ser expresada en base a funciones booleanas, con el gen inactivo (expresién

basal) o activo (incremento de la funcién).

Las aristas de una red genética representan la forma en que otros genes ayudan
a la activacién o represién de la transcripcion del gen. Una arista de activacion
que une a dos nodos implica que uno de los nodos es un factor transcripcional
del otro, fomentando la sintesis de la proteina correspondiente. Por otro lado, si la
arista representa una inhibicién entonces uno de los genes es un inhibidor de otro,

evitando que el gen blanco sea sintetizado.

En 1969 Kauffman propuso a las redes booleanas como modelos de regulacién
genética [59]. Partid de la idea de que un gen puede ser expresado (1) o no expresado
(0). Dado que la expresion de cada gen es controlada por la expresién de otros genes
Kauffman supuso que el genoma es una red donde una arista del gen A al gen B
representa que A regula la expresién de B ya sea activdandolo o inhibiéndolo. Dado
que no existian suficientes datos experimentales Kauffman gener6 redes aleatorias.
Sin embargo, su generalidad ha motivado interés més alld de su propdsito original
[56, B7].

Las redes booleanas son un tipo de red dindmica discreta, finita y determinista.
Una red booleana consiste de N nodos unidos por K conexiones cada uno. Cada
nodo tiene k aristas de entrada y [ aristas de salida. Los nodos son booleanos, es decir
su estado es ”prendido” (1) o "apagado” (0). El estado de cada nodo se actualiza
en un tiempo discreto, el estado en el tiempo ¢ + 1 depende de los estados de sus

K entradas en el tiempo ¢ a través de una funcién booleana [Fig: [1.1]. Las redes
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aleatorias han sido ttiles en el estudio de las caracteristicas de las redes booleanas y
en determinar el efecto de la eleccién de funciones, caracteristicas de los atractores

y las fases de la dindmica de la red.

Las redes booleanas aleatorias de Kauff-
man siguen un modelo N-K (donde N es el
nimero de nodos de la red y K la conec-
tividad). Originalmente Kauffman usé una
K homogénea, de tal forma que cada nodo
de la red tiene exactamente K conexiones
de entrada. Otros autores han usado dife-
rentes distribuciones de probabilidad para Figura 4.1: Ejemplo de red booleana.
En esta red la K de cada nodo es dos.

el nimero de conexiones K de cada nodo,

como las distribuciones libres de escala.

En una topologfa libre de escala, la probabilidad P(k) de que un nodo arbitrario

de la red esté conectado con exactamente otros k nodos es:
P(k)=Ck™

donde 7 es un exponente libre de escala. En las redes libres de escala una pequena
fraccién de los nodos estd altamente conectada, mientras que la mayoria de los

nodos estan poco conectados.

Segun Kauffman, los estados estacionarios de las redes de regulacién genética
pueden representar diferentes tipos celulares dependiendo del estado de los nodos o
genes. Dada una configuracién inicial y las relaciones entre los genes, se puede dejar
evolucionar el sistema y encontrar que los elementos de la red tienen estados de
activacién ciclicos o de punto fijo, que corresponden a los atractores. Estos estados
estacionarios o atractores, no son estados intrinsecos de cada elemento, sino un

fenémeno emergente de la complejidad del sistema.

En base a los datos experimentales disponibles se han podido inferir redes de
regulacién genética de varios organismo como E. coli, S. cerevisae, B. subtilis [58], la
morfogénesis de las flores de A. thaliana [59], los genes de polaridad de segmentacién

de D. meganogaster [60] y la diferenciacién de células Th [I2HI4].



Capitulo 4. Redes 48

4.1. Funciones booleanas

La salida de un nodo estd dada por una funcién booleana que toma como ar-
gumentos sus entradas. Si un nodo tiene E entradas estas pueden estar en 27
estados diferentes. Cada regla le asigna una sola salida a cada posible estado de

las entradas. Sin embargo, todas estas funciones se pueden expresar en base a tres
funciones booleanas: and, or y not [Cuadro: y.

t t+1
A B|AandB AorB t ] t+1
0 0O 0 0 A | not A
0 1 0 1 0 1
1 0 0 1 1 0
1 1 1 1
Cuadro 4.1: Funciones and y or Cuadro 4.2: Funcién not

No siempre se conocen las funciones booleanas de una red. Cuando es asi se
pueden inferir las funciones identificando los elementos del sistema, sus relaciones
y tipo de interacciones. La formulacién y andlisis de redes permite encontrar nuevo
conocimiento y la posibilidad de hacer predicciones. Un grafo puede tener varias
funciones booleanas diferentes; al inferir sus reglas es necesario buscar aquellas que

resultan mas parsimoniosas y consistentes con las observaciones experimentales.

En el caso de los sistemas biolégicos existen varias formas de inferir las funciones
de una red de regulacién. Se puede utilizar la informacién ya conocida de la expresién
de genes y proteinas, incluyendo la regulacién transcripcional, postranscripcional,
traduccional y postraduccional. También se pueden realizar inferencias de la funcién
de una proteina analizando las diferencias en las respuestas a diversos estimulos en
organismos silvestres y mutantes. Una vez propuesta la relacién de regulacion entre

dos genes, ésta puede ser confirmada experimentalmente.

Otro tipo de redes booleanas son las redes booleanas aleatorias (RBN). Constan
de N nodos con K conexiones en promedio. Las conexiones y las funciones son
elegidas aleatoriamente cuando la red es generada. En la red cada gen es expresado

(valor 1) con probabilidad p y no expresado (valor 0) con probabilidad p — 1.
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4.1.1. Funciones sigmoidales

Las funciones booleanas se caracte-
rizan porque el estado de un nodo es in-
activo o activo, hasta que sus entradas
alcanzan un umbral donde el nodo cam-
bia de estado. La funcién escalén [Fig:
es una funcién discreta, tal que:

) 0 siz<a
fz) = 1 Figura 4.2: Funcién escalén, o = 0.

siz> o

donde « es el umbral de la funcién.

Un modelo en redes booleanas puede ser transformado a un modelo continuo

utilizando funciones sigmoidales. Una funcién con comportamiento sigmoidal se

caracteriza por comenzar en un valor e incrementar suavemente a otro valor cuando

x tiende infinito, con un solo punto de inflexién. Hay varias funciones sigmoidales

como la funcién de Hill y la logistica.

La funcién de Hill [Fig: [4.4] se utiliza
para describir las asociaciones cooperativas de
moléculas y proteinas. La funcion es:

xn

@) = giam
donde 6 es la constante de disociacién de las
moléculas y la n es el coeficiente de Hill o coo-

peratividad.

La logistica [Fig: modela crecimientos
con un valor méximo fijo. Su solucién esta dada
por:

k- Zo - e”
f@)=——FT—+—=

k+xole™ —1)
donde r es la constante de crecimiento y k de-

termina la capacidad de carga del sistema.

Figura 4.3: Funcién de Hill, n = 3
y 0 =4.

Figura 4.4: Funcioén logistica, b = 4
yk=2
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4.2. FElementos de las redes

Una red es un conjunto de elementos conectados. Sin embargo, la forma en la
que la red se conecta y el tipo de conexiones afectan a la red. Una red puede ser
clasificada seguin su tipo de aristas, ya sean dirigidas o no dirigidas. Las trayectorias
formadas por las aristas también generan estructuras y patrones dentro de la red

que determinan su dindmica.

4.2.1. Direccién y conectividad

Una red puede ser dirigida o no dirigida. En una red no dirigida las aristas indi-
can una interacciéon entre nodos, mientras que en una red dirigida existe direccién
en la comunicacion de los nodos. Las redes no dirigidas se utilizan cuando la fuente
y el objetivo no estdn bien identificados o cuando la relacién es simétrica. Estas
aristas sirven para expresar, por ejemplo, relaciones de unién proteina-proteina.
Las redes dirigidas se utilizan cuando un nodo tienen un efecto directo y direccional
sobre otro. Estas aristas sirven para expresar, por ejemplo, activacién o inhibicién

de genes.

Dos nodos en una red no dirigida estan conectados si existe un camino de inter-
acciones entre los dos. Si s6lo se necesita transitar una arista entre uno y otro los
nodos son adyacentes. Cuando todos los nodos de la red estan conectados se dice
que es conexa. Si la red es dirigida se dice que es débilmente conexa si al convertir
sus aristas a aristas no dirigidas la red es conexa. La red es fuertemente conexa si

existe un camino dirigido entre todos los nodos de la red.

La matriz adyacente Ay, n resume la estructura de una red con N nodos, pues
indica si cada par de nodos x; y x; estan conectados. Si la matriz es simétrica la

red es no dirigida. Las componentes de la matriz estan dadas por:

| si(ij)eU

aij={ b D)
0 si(i,j)¢U

donde U es el conjunto de las conexiones de la matriz. Si la conexién entre x; y x;

es ponderada el valor de la componente sera la ponderacién. Para inhibicién es -1.
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El nimero total de nodos de la red define su orden. El nimero de aristas que
convergen a un nodo es el grado de entrada y el nimero de aristas que salen el de
salida. El grado de entrada mas el grado de salida, da el grado de cada nodo. La
densidad de una red es la proporcion entre el nimero de aristas k£ de la red y el

namero de aristas posibles entre los N nodos:

~ N(N-1)

4.2.2. Trayectorias

Una trayectoria es la secuencia de aristas adyacentes, es decir, que se puede ir
de una a otra en un solo paso. Se dice que una conexion es bésica si al removerla se
interrumpen todas las trayectorias entre dos nodos. La distancia de la trayectoria
entre dos nodos es el niimero de aristas en uno de los caminos que los conecta, la
distancia mas corta se conoce como distancia geodésica. La matriz de distancias
geodésicas G5 tiene como entradas el nimero de aristas que componen la distancia

geodésica entre dos nodos x; y ;.

Una trayectoria puede representar rutas metabdlicas o de transduccién de senales.
El promedio de la longitud de trayectoria para multiples redes metabdlicas, trans-
cripcionales, de proteinas y de transduccién, es menor a cuatro [61], por lo que estas
redes responden rdpidamente a perturbaciones. De igual manera, estas redes suelen
tener redundancia de trayectorias y multiples rutas entre nodos, lo cual las hace

robustas ante perturbaciones, permitiéndoles recuperar la trayectoria preferente.

4.2.3. Centralidad

La importancia relativa de un nodo dentro de la red estd dada por su centralidad,
que considera el grado de entrada y salida, asi como la conectividad. La centralidad
de grado Cp de la red, da la fraccién de nodos de grado k£ en una red. Para una

grafica con N nodos, la centralidad de grado para un nodo de grado k, es:
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La centralidad de intermediacién mide la frecuencia con que un nodo aparece en
la trayectoria geodésica (la de menor distancia) entre dos nodos, y es grande para
los nodos que funcionan como intermediarios y controladores de la comunicacién.
Para una red G(X,U) con N nodos, la centralidad de intermediacién de un nodo

Ty , €s:

Donde o4 es el nimero de trayectorias geodésicas que unen el nodo zs con el
nodo z; , o5 (v) es el nimero de trayectorias geodésicas que unen x; con x; y que
pasan por z, . B es una cantidad que normaliza respecto al nimero de pares de

vértices que no incluyen a x, , es decir B = (N — 1)(N — 2) para gréficas dirigidas

y B = W=DW-2)

5 para graficas no dirigidas.

4.2.4. Estructuras y motivos

Las redes pueden tener estructura de cadena, de ciclos cerrados o combinaciones
de estas segun las conexiones de sus aristas. En las cadenas un estado A se conecta
a un estado B, éste a un estado C y asi sucesivamente. Dado que el nodo inicial no
tiene una entrada se supone que su valor es constante. Esto hace que el valor de
todos los nodos dependa del valor del nodo inicial. En un ciclo todos los nodos estan
conectados sucesivamente y la salida del 1iltimo es la entrada del primero. Este tipo
de estructuras puede presentar ciclos, donde los nodos regresan a su estado inicial.

La mayoria de las redes tienen combinaciones de estas dos estructuras.

Ademas de grandes ciimulos de nodos conectados de forma bidireccional, en la
red hay motivos de interaccién, que son pequenas subgréficas con topologia bien
definida, que forman bloques de redes celulares o médulos, robustos y separables o
autonomos. Estos motivos son especialmente prevalentes en redes biolégicas, donde

su cantidad es mayor a la que se encuentra en redes aleatorias [62].
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4.3. Red de estados

Las redes booleanas son deterministas y finitas. Una red de N nodos tiene 2V
estados posibles. Cada estado corresponde a un nodo de la red de estados de la
red original. Las aristas de esta red se construyen tomando uno de los estados,
evaluandolo de acuerdo a las funciones de la red y viendo cual es el nuevo estado
obtenido. De esta forma, en una red booleana determinista, cada estado tiene una

arista de salida que lleva a su sucesor.

Los valores de los nodos cuando t = 0 se
conocen como condicién inicial. Cuando un
estado es revisitado la red ha alcanzado una
solucion o atractor. El niimero de estados que
tarda en reencontrarse un estado especifico de-
termina el periodo de la solucién. Las solu-
ciones puntuales tienen un periodo de uno (un
solo estado), mientras que los ciclicos tienen
periodos més grandes que uno (estados multi-
ples). Una red booleana puede tener uno o méas

atractores.

El conjunto de estados visitados hasta que
un atractor es alcanzado se llama transito-
rio. El conjunto de estados llevando hacia un Figura 4.5: Ejemplo de la red de es-
tados de una red booleana. Los no-
dos claros representan las soluciones
cuenca de los diferentes atractores divide el es- de la red, dos son soluciones puntuales
pacio de estados [Fig:[L.5]. Las redes booleanas Y 0tros dos un ciclo. La red de estados
corresponde al paisaje epigénetico del
sistema.

atractor forma su cuenca de atraccién. La

son disipativas, un estado puede tener multi-
ples predecesores, pero sélo un sucesor, dado que su transicién es determinista. Los
estados sin un predecesor se llaman cispides, dado que sélo pueden ser alcanzados

si son la condicidn inicial y en la siguiente iteraccion se pierden.

Es importante notar la diferencia entre la topologia de una red booleana y su
red de estados. La topologia de una red booleana representa como los N nodos de la

red se afectan unos a los otros. En la red de estados cada nodo representa un estado
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de la red booleana, donde hay 2V estados, y la red representa las transiciones de
todo el espacio de estados. Uno de los principales temas en el estudio de las redes
booleanas es entender como cambios en la topologia de la red (escala baja) afectan

la red de estados (escala alta), lo cual no es trivial.

En los sistemas bioldgicos, la red booleana representa las interacciones entre
los genes y proteinas del sistema. En contraste, la red de estados representa las
posibles combinaciones de activacion de genes y proteinas. Se supone que esta red
es equivalente al paisaje epigénetico del sistema, donde cada estado estacionario

corresponde a un estado de diferenciacién de la célula.

4.4. Fases dinamicas

Las redes booleanas pueden tener diferentes comportamientos dindmicos. Exis-
ten dos fases dindmicas: cadtica y ordenada [Fig: [4.6]. La transicién de fase es

caracterizada por su criticalidad y se conoce como el limite del caos.

En la fase ordenada la mayoria de los
nodos son estaticos, es decir, no cambian
su estado. En promedio los estados tienen
muchos predecesores y estados similares
tienden a los mismos atractores. Esto lle-
va a una alta convergencia, poco tiem-
po de transitivo y una alta densidad de
cuspides. En esta fase la red tiende a ser
robusta ante la eliminacién de nodos. Figura 4.6: Gréfica de fases dindmicas de
las redes booleanas en funcién de p contra

K. En gris se encuentra la fase estdtica y en

los nodos cambian de estado constante- blanco la cadtica (tomada de Aldana 2003
157])

En la fase caotica la mayoria de

mente. En esta fase las redes son fragiles
yva que el dafio se expande a través de la red. Los estados similares tienden a dife-
rentes atractores. En promedio los estados tienen pocos predecesores lo que lleva a

una baja convergencia, largo tiempo de transitivo y una baja densidad de cuspides.
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El régimen critico se encuentra cerca de la transicién entre las fases cadtica y
ordenada. En esta fase algunos nodos cambian y otros son estaticos, por lo tanto el
dano es transmitido pero no necesariamente a toda la red. Estados similares tienden
a encontrarse en trayectorias que no convergen o divergen en el espacio fase [63].
La cantidad de predecesores de un nodo se aproxima a una ley de potencias de la
forma y = az® y la convergencia es media. Recientemente se ha visto que el régimen
critico maximiza el almacenamiento y transmisién de informacién [64], ademds de

la informacién de Fisher [65].

Uno de los factores que determina la dinamica de una red booleana es la proba-
bilidad p de que un gen se encuentre activo dependiendo de las caracteristicas de
los K genes que lo controlan. Si p = 1 todas las posibles salidas de las funciones
booleanas son 1, si p = 0 todas las salidas son 0. Cuando p = 0,5 existe la mayor

variabilidad posible en las funciones booleanas.

La transicién de fase estd dada analiticamente por los pardmetros K y p. La

sensibilidad promedio de la red S se puede definir como:

S=2p(l-pK
Si .S > 1 la red se encuentra en el régimen cadtico, si S < 1 en el régimen ordenado.
La transicién de fase ocurre en S = 1 lo cual es conocido como el régimen critico.

Para cada p existe un valor critico de conectividad K. cuando S = 1 dado por:

v
2p(1 —p)

Si K < K., el sistema se encuentra en la fase ordenada, si K > K, el sistema se

Kc(p) =

encuentra en fase cadtica. Cuando K = K, el sistema se encuentra en fase critica, es
entonces que la red tiene las propiedades necesarias para simular las caracteristicas

de las redes bioldgicas como las redes de regulaciéon genética o ecolédgicas.

Se ha dicho que la computaciéon y la vida yacen necesariamente en el limite del
caos [63]. Existe evidencia experimental de que las redes genéticas de organismos
de al menos cuatro reinos estan cerca del régimen critico [58]. Esta tendencia hacia
la criticalidad puede deberse a que aporta suficiente robustez para mantener la

informacion y suficiente variacién para permitir la evolucién de los seres vivos.
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4.4.1. Efectos de las perturbaciones

Una manera de verificar la robustez de una red es caracterizar el tamano de la
avalancha de cambios en la trayectoria dindmica de un estado en respuesta a las
perturbaciones utilizando un mapa de Derrida. La distancia de Hamming z(¢) mide
el nimero de nodos diferentes entre dos estados. Desde un punto de vista biolégico,
la distancia de Hamming es el promedio normalizado en el tiempo ¢ de la avalancha
de perturbaciones en el perfil de expresion genético producida por la perturbacion

de una fraccién x(0) de genes en el tiempo t.

El factor M (z) relaciona el tamaio

x(t) de la avalancha de perturbaciones en 0.8 =
el tiempo t con respecto a la avalancha de L P
perturbaciones en el tiempo ¢ + 1 de tal :{)-6 Q -7

forma que z(t + 1) = M (z(t)). Dada una E 0.4

perturbacién inicial z(0) en t = 0, las ite- 0.2

raciones sucesivas de M (x) convergerdn a 0

|
un valor x(00), el cual es el tamafio final 0 02 04 06 038
X

de la perturbacion.

Figura 4.7: Mapa de Derrida utilizan-
do tres redes aleatorias en diferentes fa-
ses dindmicas: ordenada (abajo), critica
que eventualmente llegard a una solucién (enmedio) y caética (arriba). Tomada de
Balleza 2008 [58]

En los sistemas biolégicos esto equiva-

le a tener un patrén de expresién génica

dada con una expresién de genes especifi-
ca. Al alterarse la expresién de algunos genes se llegard a una nueva solucién even-
tualmente. La distancia z(co) mide el porcentaje de genes distintos entre las dos

soluciones.

La transicién dindmica entre la fase ordenada y la fase cadtica puede ser ca-
racterizada por la evolucién temporal de la distancia de Hamming x(t) entre dos
trayectorias dindmicas producidas por dos condiciones iniciales ligeramente diferen-
tes [Fig: . Si 2(00) = 0 entonces la red estd en la fase ordenada y eventualmente
todas las perturbaciones desaparecerdn. Si x(co) > 0 la red se encuentra en fase
cadtica y eventualmente una fraccién Si z(co) de los genes de la red serén alterados

en respuesta a las perturbaciones.
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Diseno de la red

En la construccién de la red booleana de diferenciacién de células Th se con-
sider6é que el estado de un nodo X en el tiempo t es una funcién booleana de sus
N reguladores en el tiempo anterior tal que: X1 = f(As, Cy, ..., Ny) Si el nodo
depende de varios reguladores diferentes se les relacioné usando or, excepto en
casos reportados de sinergia donde se utilizé and. La inhibicién se representé usando
and not. Un nodo estd activo (1) cuando la proteina o factor transcripcional que
representa existe en cantidad suficiente para activar o reprimir otros nodos. Si no

existe en cantidad suficiente el nodo estd inactivo (0).

En base a la revisién de la literatura sobre la regulacién de células Th [9, [15] [33-
40], [44H49], se trazé una red de regulacién para el sistema, donde las interacciones de
activacién se indican con flechas y las de inhibicién con barras [Fig: . A partir de
ésta y tomando en cuenta lo antes expuesto se construyeron las funciones booleanas
de la red [Cuadro: ‘ Esta red contiene 43 nodos y 84 interacciones entre ellos.

Al construir la red se supuso que se encuentran presentes todas las subunidades
de los receptores de citocinas y los factores transcripcionales, aunque su conforma-
cién no esté activa. Ademds, no existen limitaciones en el transporte, plegamiento
y dimerizacién y activacion de las proteinas. A continuacién se explica en detalle

como se construyeron algunas de las tablas de verdad.

57
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Figura 5.1: Red de regulacién genética de células Th. Las interacciones de activacion se
indican con flechas negras y las de inhibicién con barras rojas. Nodos contiguos representan
vias de senalizacién. Los nodos correspondientes a Thl son amarillos, Th2 verdes, Th17
rojos y Treg azules, las proteinas SOCS, el TCR y NFAT se encuentran en gris.

Gen (t+1)
TBET

IL12
IL12R
STAT4
IL18
ILI18R
IRAK4
IFNg
IFNgR
STAT1
GATA3
L4
IL4R
STAT6

Funcién (t)

((STAT4 and IRAK4) or STAT1 or (TBET)) and NFAT and not (STAT6
or GATA3 or FOXP3)

1IL12

IL12 and not (SMADIlo or SMADMi or (SOCS3 and not STAT1))
IL12R

IL18

IL18

IL18R

TBET and NFAT

IFNg and not SOCS1

IFNgR

(STAT6 or GATA3) and NFAT and not (TBET or SMADIlo or SMADhi)
((STATS5 and GATAS) or STAT6) and NFAT

IL4 and not SOCS5

IL4R
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Gen (t+1) | Funcién (1)

1L.2 1L2

IL2R 1L2

STAT5 IL2R

RORA~t (STAT3 or IRAK1) and SMADIo and NFAT and not (FOXP3 or TBET
or GATA3 or SMADhi)

IL1 IL1

IL1R L1

IRAK1 IL1IR

1L17 RORA~t and STAT3

IL17R IL17 and not SMADhi

ERK IL17R

1L6 IL6 or ERK

IL6R IL6 and not SOCS3

1L21 RORAt

IL21R 1L21

1123 1123

IL23R 1123

STATS3 IL6R or IL21R or IL23R

FOXP3 SMADhi and STAT5 and NFAT and not STAT3

TGFBIlo SMADIo and not SMADhi

TGFBhi FOXP3

TGFBIoR TGFBIlo

TGFBhiR TGFBhi

SMADlo TGFBIoR

SMADhi TGFBhiR

SOCS1 STAT6 or STAT3

SOCS3 STAT6 or STAT1

SOCS5 STAT4

TCR TCR

NFAT TCR

Cuadro 5.1: Red de regulacién genética
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5.1. Reglas logicas y tablas de verdad

5.1.1. Regulacion epigenética

Los genes no estan sdlo regulados por factores transcripcionales, sino también
por factores epigenéticos. Un gen s6lo puede ser activado (1), si su cromatina se
encuentra abierta de tal forma que la polimerasa pueda transcribir el gen. El estado

de la cromatina puede ser abierto o cerrado por reguladores epigenéticos.

Este es el caso de proteinas como IFN~ e IL-4. Los reguladores transcripcionales
T-bet y GATA-3 no activan directamente a IFN+ e I1.-4, sino que abren su cromati-
na permitiendo la entrada de NFAT, NFxB o STAT5 que reclutan la polimerasa,
permitiendo la expresién de las citocinas. Una vez que la cromatina ha sido modifi-
cada permanece en el nuevo estado durante varias generaciones. Ademéas, GATA-3
es necesario para la diferenciacién de las células T CD4+ [66] por lo que se encuen-
tra en un nivel basal suficiente para fomentar la diferenciacién en células Th, pero

no en células Th2. Se considerd que este nivel basal es (0).

Para que la citocina sea expresada es necesario que la cromatina esté abierta
y que exista un factor transcripcional que active la expresion. La tabla de verdad
[Cuadro: [5.2] corresponde a la funcién and.

t t+1
Remodelador Factor Citocina
cromatina transcripcional
0 0 0
0 1 0
1 0 0
1 1 1

Cuadro 5.2: Tabla de verdad de regulacion epigenética.
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5.1.2. Regulacién por proteinas SOCS

Las proteinas SOCS compiten con los factores transcripcionales STAT por el
sitio de unién al receptor de las citocinas, impidiendo la fosforilacién e inhibiendo
la transduccion de senales. La inhibicién de las proteinas SOCS depende de que
haya suficientes para evitar bloquear una parte importante de los receptores. Sin
embargo, esto puede ser evitado si algin otro factor incrementa la cantidad de

receptores, permitiendo la senalizacién.

En la sefnializacién por IL-12, SOCS3 se une al receptor de IL-12R, impidien-
do que STAT4 sea fosforilado. IFN~ fomenta la expresiéon de IL-12R, superan-
do la inhibicién de SOCS3. Esto puede ser expresado como una tabla de verdad
[Cuadro: 7 obteniéndose la expresiéon: STAT;;; = Citocina; and not (SOCS,

and not Activador;) = Citocina; and (not SOCS; or Citocina;)

t t+1
IL-12 | SOCS3 | IFNvy | STAT4
0 0 0 0
0 0 1 0
0 1 0 0
0 1 1 0
1 0 0 1
1 0 1 1
1 1 0 0
1 1 1 1

Cuadro 5.3: Tabla de verdad de transduccién de senales.

5.1.3. El caso TGFfg

Originalmente se disené la red con un solo nodo de TGF/S. Esta red no lograba
expresar correctamente la regulacién de las células Th, principalmente en el caso
de ROR~t. Ademas, al analizar la red se encontré que no era posible recuperar los
atractores de Th17. Esto se debe a que el circuito de regulaciéon de ROR~t, IL-17,
STATS3, Foxp3 y TGF/3 es diferente si el nivel de TGFfS es bajo (10 ng/ml) a si
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el nivel de TGFgS es alto (50 ng/ml) [46]. De esta forma, se pueden construir dos
circuitos diferentes para TGFShi y TGFplo [Fig . Tomando en cuenta estos
circuitos se construy6 la red [Cuadro: .

A) TGFB low (10ng/ml) B) TGFB high (50ng/ml)

Figura 5.2: Regulacién diferencial por TGF3. A) Si el nivel de TGF es bajo este fomenta
la expresién de ROR~t. B) Al incrementar TGFS este activa a Foxp3 y empieza a inhibir
a ROR~At e IL-17.

5.2. Simplificacién de la red

Para facilitar el andlisis de la red se simplificé usando reglas booleanas. Si un
nodo depende tinicamente del valor de otro, los dos pueden ser reducidos a uno solo,
simplificando la red. También se supuso que el TCR esta activado (1) y por lo tanto
se encuentran presentes NFAT y NFxB. La red resultante consta de 17 nodos y 51
interacciones, teniendo 217 estados posibles [Cuadro: y Fig:5.3].

5.3. Analisis de la red

Con el fin de analizar la red se construyd un programa que itera sincronamente
los 17 nodos de la red reducida hasta encontrar una solucion o llegar a un nimero
maximo de iteraciones. A partir de los resultados obtenidos se determinaron las
soluciones puntuales, la cantidad y tamano de los ciclos, los estados transitivos, las

cuspides y el tamano de la cuenca de atraccién correspondiente a cada solucién.
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Gen (t+1) | Funcién (t)

TBET ((IL12 AND IL18) or IFNg or TBET) and not (IL4 or GATA3 or
FOXP3)

IL12 IL12 and not (TGFBlo or TGFBhi or (IL4 and not IFNg)

IL18 IL18

IFNg TBET and not (IL4 or IL6)

GATA3 (IL4 or GATA3) and not (TBET or TGFBlo or TGFBhi)

IL4 ((IL2 and GATA3) or IL4) and not (IL12)

IL2 IL.2

RORA~t (STAT3 or IL1) and TGFBlo and not (FOXP3 or TBET or
GATA3 or TGFBhi)

IL1 IL1

IL6 (IL6 or IL17) and not (IL4 or IFNg)

IL17 (ROR~t and STAT3) and not TGFBhi

1L21 RORAt

1L.23 1123

STAT3 IL6 or IL21 or IL23

FOXP3 TGFBhi and IL2 and not STAT3

TGFBlo TGFlo and not TGFBhi

TGFBhi FOXP3

Cuadro 5.4: Red reducida de regulacién genética

Posteriormente se analizd el efecto del ruido en la red. Para esto se tomaron

estados de la red y se cambi6 al azar de uno a ocho nodos y se vio cual es la nueva

solucién A partir de esto se calculé la distancia de Hamming y el tamano de la

avalancha de perturbaciones, viendo la respuesta de la red al ruido y como afecta los

distintos linajes. Para el cédlculo de las matrices de adyacencia y geodésica, ademés

de la centralidad de los nodos y la modularidad se utilizé la libreria Networkx [67].

5.3.1. Criterios de clasificacion

Se definié que un estado estacionario corresponde a un linaje si expresaba su

factor transcripcional maestro y sus citocinas caracteristicas [Cuadro: [6.3]. En el

caso de ThO se consideré que una célula era ThO si no expresa ninguno de los

factores transcripcionales maestros.
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Tho

Se consider6 que una célula es ThO si no expresa ninguno de los factor transcrip-
cionales maestros como T-bet, GATA-3, ROR~t o Foxp3. Muchas veces, se clasifica
una célula como ThO si no expresa ninguna citocina [12], sin embargo también se
han reportado células ThO con expresién de IFN~, IL-4, IL-5, 1L-6, 1L-10, 1L-17
y GM-CSF y TGFS [34]. Al analizar la red se encontré la solucién sin expresién
de ninguna citocina, pero también se encontraron soluciones con expresién de IL-6,
TGFplo e IL-4 [Cuadro: . Sin embargo, no se encontraron soluciones que expre-
sen IFN~ o IL-17, que también han sido reportados. Esto podria deberse a que la
regulacion de las proteinas SOCS cambia segun el estado de activaciéon de las células
[35, [36].

Thl

Se consideré que una célula es Thl si expresa T-bet e IFN+y. Ignorando las
citocinas exdgenas se encontraron 48 soluciones que expresen T-bet e IFN~. De
estas, 8 expresan todas las citocinas vinculadas con la diferenciacion en Thl: IFN-~,
IL-12 e IL-18 [Cuadro: . Curiosamente, también se encontraron 8 soluciones que
expresan T-bet, IL-12 e I1.-18, pero no IFN~, todas estas soluciones tienen STAT3
activo. Ademds de 40 soluciones que solo expresan T-bet, las cuales no es posible
clasificar. En la literatura se han reportado células T-bet+IFN~-, generalmente
relaciondndolas con niveles de expresion insuficientes de T-bet o inhibicién por vias
alternas [68].

Th2

Se consideré que una célula es Th2 si expresa GATA-3 e I1.-4. Ignorando las
citocinas exégenas se encontraron 16 soluciones que expresen GATA-3 e IL-4. De
estas 8 expresan todas las citocinas vinculadas con la diferenciaciéon en Th2: 1L-4
e IL-2. Se supuso que la expresion de GATA-3 implica la presencia de IL-5 e IL-13
[Cuadro. También se encontraron 48 soluciones que expresan GATA-3 (y por lo
tanto IL-5 e IL-13) pero no I1-4. Se ha reportado en la literatura que una vez que el
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fenotipo Th2 ha sido establecido IL-4 no es necesario [39]. Ademds, se encontraron
24 soluciones que expresan IL-4 pero no GATA-3. Estas podrian ser clasificadas
como ThO, aunque estudios de knock-out condicional de GATA-3 parecen indicar
que una vez que el fenotipo ha sido establecido es posible mantener las citocinas
caracteristicas de Th2 sin necesidad de GATA-3 [38].

Th17

Se consideré que una célula es Th17 si expresa ROR~t e IL-17. Ignorando las
citocinas exdgenas se encontraron 32 soluciones que expresen ROR~t e IL-17. De
estas s6lo cuatro expresan todas las citocinas vinculadas con la diferenciacion en
Th17: RORAt, IL-1, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23 y TGFplo [Cuadro: .

Treg

Se consider6 que una célula es Treg si expresa Foxp3 y TGFShi . Ignorando

las citocinas exdgenas se encontraron ocho soluciones que expresen Foxp3, TGFghi

[Cuadro: [6.3).
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Para determinar las soluciones del sistema se analiz6 la red simplificada de 17
nodos (incluyendo IL-2, IL-4, GATA3, IL-12, IL-18, IFN~, T-bet, IL-1, IL-6, IL-17,
IL-21, IL-23, STAT3, ROR~t, TGFBlo, TGFBhi y Foxp3). Se evaluaron los 2'7
(131072) estados posibles . De estos estados el 96.44 % son cispides. De los estados
restantes 4355 (3.32 %) son transitivos, hay 256 (0.19 %) puntos fijos y 60 (0.05 %)
estados que corresponden a ciclos de tamano dos y tres [Cuadro: . No todos los

estados iniciales se encuentran necesariamente presentes en los seres vivos. La mayor

parte de los estados de la red son cuspides, lo cual implica que esas combinaciones

de genes son inestables y probablemente no se encuentren en los seres vivos.

Cantidad | Porcentaje
Puntos fijos 256 0.19
Ciclos 60 0.05
Transitivos 4355 3.32
Cuspides 126401 96.44
Estados totales 131072 100

Cuadro 6.1: Clasificacién de los 2'7 estados generados por la red.

67
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6.1. Soluciones puntuales

Fue posible recuperar los atractores clasicos de Th0, Thl, Th2, Thl7 y Treg
[Cuadro: . Esto muestra que la red refleja el comportamiento observado en la
diferenciacién de las células Th. También fue posible recuperar el estado sin expre-

sién de ninguna citocina o gen.

Thl
Th2
Th17

o|~|o|o| TGFBlo
~|o|o|o| TGFAh]

o|o|~| ol GATAS3

olo|o|~|IL-18
o|lo|o|~|IFGy
o|o|~|o|IL-4
o|o| | o IL-2
o|~|o|o| RORAt
o|~=|o| o IL-1
o|~|o|o|IL-6
o|—|o|o|IL-17
o|=|o| ol IL-21
ol~|o|lo|1L23
o|~| || STAT3
—|o|o| o| Foxp3

Cuadro 6.2: Atractores de Thl, Th2, Thl17 y Treg

Varias de las citocinas incluidas en la red no son producidas por las células Th,
sino por otras células del sistema inmune. Este es el caso de IL-1, IL-2, IL-12, T1.-18
e IL-23. Por lo tanto, se definié que una solucién puntual correspondia a un linaje si
expresaba su factor transcripcional maestro y sus citocinas caracteristicas [Cuadro:
6.3]. En el caso de ThO se considerd que una célula era ThO si no expresa ninguno
de los factores transcripcionales maestros. Utilizando estos criterios se encontré que

a cada linaje le corresponden varias soluciones puntuales.

6.1.1. Ciclos

Se encontraron 60 estados correspondientes a ciclos: doce de estos ciclos son
de tamano dos y otros doce de tamano tres. Biolégicamente, la presencia de ciclos
estd relacionada con oscilaciones periédicas en la expresién de genes especificos,
por ejemplo, los relojes circadianos. Otras oscilaciones en sistemas biolégicos estan
asociadas con el espacio como los genes de la regla par en Drosophila. La mayoria de
estos ciclos estdn relacionados con mecanismos de autoregulacion. Otra posibilidad
es que la produccién de proteinas no alcance el umbral necesario para estabilizarse

y oscile cerca de éste. Sin embargo, es imposible asegurar que los ciclos obtenidos
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Linaje | Citocinas Soluciones
ninguna 24
IL-6 24
Tho | TGFplo 4
IL-4, TGFplo 4
Total ThO 56
Thet, IFN~, 1L-12, IL-18 8
Thl | Thet, IFN~y 48
Thet* 40*
Thbet, IL-12, TL-18 8
Total Thl 56
GATA-3, IL4 16
Th2 | GATA-3, IL-4, IL-2 8
GATA3+ IL-4 48
Total Th2 64
ROR~t, IL-17 32
Th17 | ROR~t, IL-1, 6, 17, 21, 23 y TGFplo 4
Total Th17 32
Treg | Foxp3, TGFghi 8
Total Treg 8

Cuadro 6.3: Criterios de clasificacién de linajes de células Th.

no sean un resultado de la metodologia usada. Seria necesario llevar a cabo andlisis
con otras metodologias como redes continuas o estocasticas y buscar evidencias

experimentales antes de poder asegurar que tengan relevancia bioldgica.

Los ciclos de tamano dos se caracterizan por que todos tienen oscilaciones de
Foxp3 y TGFfhi, ademéas de expresar IL-2 y no expresar 1L-12, TGFglo y los
factores de Th17: ROR~t, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23 y STAT3. En cuatro de los ciclos
se observan oscilaciones adicionales de T-bet con IFN~, correspondientes a Thl
[Fig: . Existen otros cuatro ciclos con oscilaciones de GATA-3, correspondientes
a Th2.

Una posibilidad es que estos ciclos correspondan a estados indiferenciados de
células ThO. Otra posibilidad es que sean estados intermedios de diferenciacién de
las células Treg, sobretodo cuando éstas se ven expuestas a ruido. Las células Treg

son el linaje menos estable [I5] y es facil polarizarlas en Th17 o Thl, estos ciclos
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Figura 6.1: Ejemplo de ciclos de tamano dos y tres. A) En el ciclo de tamano dos se puede
ver la oscilacién de Foxp3 con TGFShi y de Thet con IFN+. B) En el ciclo de tamano tres
se puede ver la oscilacién de ROR~t con IL-17, IL-21 y STAT3.Los nodos inactivos (0) se
encuentran en blanco, los nodos activos (1) se encuentran coloreados.

podrian estar implicados en esta polarizacién. Cabe destacar la oscilacién Foxp3-
TGFphi, ya que se ha visto que la expresién transitiva de Foxp3 es comun y las

células Treg pueden ficilmente diferenciarse en otros linajes de células Th [49].

Los ciclos de tamaio tres se caracterizan por que todos presentan oscilaciones de
ROR~t, IL-21 y STAT3, ademés de expresar TGFSlo. Cuatro de los ciclos también
presentan oscilaciones en la expresion de IL-17 [Fig: . Al igual que los ciclos de
tamano dos, los ciclos de tamano tres podrian considerarse parte del atractor ThO.
Por otro lado Thl7 es el linaje que mas facilmente se transforma en otros linajes
después de Treg [15]. La presencia de estos ciclos podria explicar su plasticidad al

servir de un estado intermedio anterior a la polarizacién en Thl.
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6.2. Modularidad

Para ver la modularidad de la red se calculé la matriz de adyacencia A [Cuadro:
. Las interacciones de activacién se representan con 1 y las de inhibicién con
-1. La matriz A fue dividida en regiones distinguibles que definen conjuntos de
nodos que pueden agruparse en cumulos. Si la regién se forma tnicamente de 0, se
simplifica a 0; si contiene 0 y 1, se simplifica como 1; si tiene 0 y -1, se simplifica

como -1 y si tiene 1 y -1, se simplifica como =+1.

+1 0 0 41 -1 0}(0|-1 0|0}j0 O O O|O O O
+1+1 0 0 0 -1{0|0 O0|O0O|O0O O O O|O O O
+1 0 +10 O 0O|{O|O0O O|O|O O O OjO 0O O
41410 0 O 0(0|O0 -1fO}0O0 O O O|O O O
-10 0 0 41 41}{0|-1 0f0}0 O O O|O0O O O
-1-10 -1 +1+1/0(0 —-1/0O|0 0O O 0|0 O O
o o0 0 0 0 41{+1f0 0j0|0 O O Of+1 0 O
o 0 0 0 o 0|0O|O O|Of+1+1 0O O]O0O O O
A= 0 0 610 0|O0JO 41]0|JO0O 0O 0 +1]0 0 O
o o0 0 0 0 0|{O0O|+1 O|+1{0 O O 0|0 O O
0o o0 o0 0 0 0|{0|0 41|00 O 0 0|0 0 O
o o0 o0 0 0 0|O|O0O O|O|O O O 4+1{0 0 O
o o o0 0 0 0j0O|0O O]O|0O O +1+41{0 0 O
o o0 o0 0 0 0|0O|+1 0|0O|+1 O O O|—-1 0 O
-10 0 0 0 0|O0O|-1 O|0O|0O0 O O OO 0 +1
0-10 0 -10|0|+1 0]0|0 O O OO0 +1 O
0-10 0 -10|0|-10|0|-1 0 0 Of+1 -1 0

Cuadro 6.4: Matriz de adyacencia de la red. Los genes son en orden: TBET, 11.-12, IL-18,
IFG~, GATA3, 1L-4, 11-2, ROR~t, IL-1, IL-6, IL-17, 1L-21, 11,23, STAT3, Foxp3, TGFSlo
y TGFShi

A partir de la matriz simplificada la red puede ser reducida a seis moédulos:
Th1-Th2, Th17(A) y (B), Treg, IL-2 e IL-1 [Fig: Cuadro: [6.5]. Los médulos
corresponden parcialmente a los genes de cada linaje. Thl y Th2 fueron agrupadas
en un solo médulo con el signo +1. Esto parece reflejar la cercana regulacién de la
diferenciacion de ambos linajes. Th17 fue dividida en dos mddulos: uno compuesto
de ROR~t e IL-6 y otro compuesto de 1L-17, 11-21, 11-23 y STATS3, lo cual podria
hablar de que hay diferencias en las interacciones de las diversas citocinas de este

linaje.
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2 lz] &

= = =

= T =T - T = A

El2 B |2 |E|H&H
Thi-Th2 [ £1 [+1 [ -1 [ 0 [ 0 | -1
L2 0O [+1[ 00070
Thi7(A) | -1 | 0 [+1 [ +1 ] +1 ] +1
L1 o lof[o[+1]0]o0
Thi7(B) [ 0 | 0 [ +1] 0 | +1] -1
Treg 0O [+1] O 0 -1 £1

Cuadro 6.5: Al analizar la red se encontré que se puede agrupar en seis médulos. Estos

corresponden a Th1-Th2, Th17(A) y (B), Treg, IL-2 e IL-1.

Figura 6.2: Mddulos de la red

No fue posible agrupar a IL-1 e IL-2 en ningtin moédulo, esto podria deberse a su
rol en el sistema inmune. Aunque IL-2 puede ser considerada una citocina de Th2,
estd principalmente relacionada con la activaciéon de las células Th. IL-1 es una

citocina relacionada con diversos aspectos de la inflamacion y esta especialmente

relacionada con los macroéfagos.
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6.3. Centralidad

La centralidad de grado refleja que tan conectado estda un nodo y puede ser
interpretada como la facilidad con la que un nodo es afectado por alteraciones en la
red. Los nodos con mayor centralidad de grado son: Tbet, GATA-3, IL-4 y RORA~t.

La centralidad de intermediaciéon habla de cuantas trayectorias pasan por un
nodo. Esto puede ser interpretado como en cuantas vias estd implicado un gen. Los

nodos con mayor centralidad de intermediacién son: Thet, IFN~y, ROR~t e IL-6.

Cabe destacar que tanto Thet como ROR~t tienen altos grados de centralidad.
Esto implica que son nodos fundamentales en la transiciéon de la informaciéon dentro

la red de regulacion.

Centralidad | Centralidad de
de grado intermediacion
TBET 0.69 0.11
IL4 0.63 0.05
GATA3 0.56 0.03
RORAt 0.56 0.1
IL12 0.5 0.04
IL6 0.44 0.09
TGFBhi 0.44 0.04
IFNg 0.38 0.1
1L21 0.38 0
FOXP3 0.38 0.05
TGFBlo 0.38 0
1.2 0.25 0
IL17 0.25 0.07
STAT3 0.25 0
IL18 0.19 0
L1 0.19 0
IL23 0.06 0

Cuadro 6.6: Centralidad de grado y de intermediacién de la red
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217 condi-

La red de estados consta de 130172 estados que corresponden a las
ciones iniciales. Los atractores de esta red son las 256 soluciones puntuales mas los
60 estados correspondientes a soluciones ciclicas. Utilizando las clasificaciones antes
descritas se calculd la cuenca de atraccién de cada linaje [Fig: [7.1]. Cada cuenca
consta de varias soluciones puntuales diferentes. Se consideraron aparte los estados
que llevan a ciclos. A partir de esto se pudo determinar que la cuenca de mayor
tamano corresponde a ThO, seguido por Th2, luego Thl, después Th17 y finalmente

Treg, lo cual coincide con observaciones de la estabilidad de distintos linajes [15].

50000 ] Linaje | Tamano
40000 ThO 51890
Thl 20574
Th2 37184

B jz FH Treg 448
Thl7 10310
0 |_|_| Ciclos 7816
ND 1950

g B
E
Cantidad

Th17
Cido

Figura 7.1: Tamaifio de la cuenca de atraccién de los distintos linajes.
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En promedio, se necesitaron 2.53 iteraciones para comprobar que se ha llegado
a un punto fijo o ciclo. El minimo de iteraciones necesarias fue una y el maximo seis
[Fig: [7.2]. Esto implica que la proporcién de soluciones es pequetia con respecto al

espacio de estados total y que se llega rapidamente a soluciones.

Iteraciones | Frecuencia
1 11924
53958
52838
9834
1702
816

Iteraciones

O O | WO N

0 2

5 6

3 4
Frecuencia

Figura 7.2: Iteraciones necesarias para comprobar que se ha llegado a una solucién. El
promedio se necesitaron 2.53 iteraciones

Cada nodo de la red de estados tienen una sola arista de salida, mientras que

217 aristas de entrada. Las ctspides no tienen ninguna arista

puede tener hasta
entrante, mientras que en las soluciones puntuales su arista de salida los comunica
consigo mismos. Normalmente se considera que si la red estd en fase critica entonces
la distribucién de las aristas de entrada de la red sigue una ley de potencias [69].

Sin embargo, las leyes de potencias fallan al ajustar las colas de la distribucion.

Al graficar la cantidad de aristas de entrada por nodo [Fig: se ve que la
mayoria de los nodos tienen pocas entradas y unos pocos nodos tienen muchas

entradas. Estas pueden ser ajustadas a una funcién similar a la funcién g8 [70]:

R—z+1)
WUETES)
r
donde a y b son ajustados a la grafica, R es el niimero de datos y K depende de a
y b. En este caso a = 0,87 y b = 0,60 con r = 0,970.
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Figura 7.3: Cantidad de aristas de entrada por nodo. Por claridad no se incluyen las
cuspides. Se presentan los mismos datos en A) Sistema decimal, B) Semilog y C) Loglog

7.1. Efectos de las perturbaciones

Para analizar la estabilidad de los atrac-
tores se les sometié a ruido. Se cambiaron
n nodos al azar y se busco la distancia de
Hamming entre el atractor original y el nue-
vo [Fig: [7.4]. Al analizar las sensibilidad a
las perturbaciones de la red se ve que cer-
ca del origen la pendiente se aproxima a la
recta identidad, lo cual es caracteristico de
las redes en fase critica. Si se lleva a cabo
una sola perturbacién cambia en promedio
menos de un nodo, esto demuestra que la

red es robusta ante el ruido.

Figura 7.4: Sensibilidad a las perturba-
ciones. Se grafico el porcentaje de nodos
perturbados contra la distancia de Ham-
ming. Se analizaron 1700000 estados en
total.
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La red tiene 17 nodos y 51 interacciones, un parametro de conectividad promedio
K = 3, una densidad p = 0,1875 con p = 0,33 y K. = 2,26, de tal forma que esta en
la fase cadtica. Sin embargo, la red original tiene 42 nodos y 84 interacciones con
K = 1,95 y una p = 0,006024096, la p = 0,43 con K. = 2,04. La diferencia entre
ambas es de 4.1 %, haciendo que la red esté en la fase ordenada pero muy cerca
de la fase critica. En el caso de las células Th el organismo necesita mantener una
respuesta constante ante un mismo patogeno. Pero al mismo tiempo, las células Th
necesitan poder adaptarse a distintos retos inmunolégicos. El hecho de que la red
esté en la fase critica es un compromiso entre la plasticidad y la robustez necesarias

para una adecuada respuesta inmune.

Para ver la estabilidad de los linajes se les sometié a ruido y se vio a que
linaje tiende el nuevo estado [Fig: . Se perturbaron entre uno y ocho nodos y se
compard el linaje original con el obtenido después de la perturbacion utilizando la

clasificacién de linajes antes expuesta.

Figura 7.5: Efectos del ruido en la transicién de linajes. La escala va de 0 % a 80 %. Cada
recuadro corresponde al nimero de nodos perturbados, se analizaron 100000 condiciones.
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Se vio que los linajes se conservan a pe-
sar del efecto del ruido, lo cual puede de-
berse a sus grandes cuencas. Conforme se
cambiaron més nodos la red tendié a cam-
biar m&as entre un linaje y otro concen-
trandose en ThO, Th2 y en menor medi-
da en Thl. Ante un solo cambio el 70 %
de los estados permanecieron en el mismo
linaje, sin embargo ante seis solo el 20 %
permanecieron. Ante un solo cambio el 52 %
de los estados regresan al mismo punto fijo,
mientras que el 70 % permanece en el mis-
mo linaje . Esto se debe a que cada atractor

incluye varios puntos fijos diferentes.
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Figura 7.6: Conforme se incrementé el
ruido de la red menos estados per-
manecieron en el mismo punto fijo. La
cantidad de estados que permanecen en
el mismo linaje disminuye mdés lenta-
mente.

Treg es el atractor mas pequeno y en presencia de ruido tiende a atractores

ciclicos. Varios de estos atractores ciclicos expresan Foxp3 de manera oscilatoria, lo

cual podria explicar este patrén. Curiosamente, de los estados que se convierten en

Treg la mayoria son ciclos.
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Conclusiones

El estudio de la diferenciacién de células Th es relevante para entender la forma
en la que el sistema inmune reacciona ante los diversos retos inmunolégicos. El saber
como son reguladas las células Th nos da pistas acerca de como tratar problemas de
salud como el VIH y la diabetes tipo 2. Al entender las interacciones de las diversas
citocinas y factores transcripcionales involucrados podemos elegir mejores blancos

terapéuticos.

Utilizando redes es posible modelar sistemas complejos como los biolégicos, ya
que las redes permiten reflejar las interacciones entre los distintos elementos del
sistema. La generacién de modelos dindmicos permite entender su funcionamiento
y generar nuevas hipdtesis que pueden ser verificadas experimentalmente. Durante
la elaboracion de este trabajo, se publicaron dos articulos que utilizaron redes para

modelarar la diferenciacién de células Th [I3] [14].

La red propuesta permite recuperar las soluciones clasicas de ThO, Thl, Th2,
Thl7 y Treg. La red también mostré patrones de expresién de genes y citocinas que
son diferentes a los clésicos pero que han sido reportados en la literatura [34] [38]
39, 68]. Ademads, el tamafio de las cuencas de atraccién predichas coincide con las

que se han supuesto a partir de observaciones experimentales [15].
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Un detalle interesante es que fue necesario duplicar el nodo de TGFfS segin su
nivel de expresién para ilustrar el comportamiento del sistema. Si se genera un solo
nodo de TGF/ se pierden los atractores correspondientes a Th17. Esto muestra que
es posible recuperar el comportamiento del sistema al suponer que una proteina
no se comporta de una manera binaria. Cuando se reporta que una proteina tiene
acciones opuestas puede deberse a que diferentes concentraciones activan diferentes

vias.

Al ver la modularidad de la red se encontré que puede ser dividida en seis médu-
los. Estos médulos corresponden aproximadamente a un moédulo con los genes de
Thl y Th2, otro correspondiente a Treg, las citocinas y genes de Th17 se encuen-
tran divididas en dos mddulos. Curiosamente, fue imposible agrupar IL-1 e IL-2
quedando cada uno como un médulo propio, lo cual podria reflejar su funcién en el

sistema inmune.

La red se encuentra en fase critica al igual que otras redes bioldgicas estudiadas
[58]. Las células Th necesitan ser capaces de reaccionar de manera distinta ante
distintos retos inmunolégicos, pero también necesitan ser capaces de montar una
respuesta inmune robusta que permita el control y eliminacién de los patégenos.

Estar en fase critica representa un compromiso entre plasticidad y robustez.

Esta red permite estudiar la dindmica de la diferenciacién de células Th y refleja
diversas observaciones experimentales. Sin embargo atn falta mucho por hacer. Es
necesario estudiar el efecto de activar constitutivamente o deletar nodos especificos
de la red y contrastarlos con los sindromes conocidos. Ademés se deben agregar
nuevos genes, citocinas y factores ambientales para conocer a mayor detalle el com-

portamiento de la red y encontrar nuevas relaciones.

Entender la diferenciacion de las células Th no sélo tiene un interés académico.
Conociendo la red es posible buscar nuevos blancos terapéuticos para tratar pro-
blemas de salud relacionados con la incorrecta regulacién del sistema inmune como
el SIDA, la diabetes y las enfermedades autoinmunes. Sin embargo son problemas

complejos y aun hace falta mucho trabajo para poder resolver los retos que plantean.
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