Av. Cs. Vet - Vol. 24, N° 1 y N° 2 (enero - diciembre), 2009; 72-79
Articulo General
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ABSTRACT

REGULATORY T LYMPHOCYTES AND IMMUNE RESPONSE

Immune regulation or immune suppression has been proposed to play a key role to maintain
tolerance to self antigens, avoid development of autoimmune diseases, prevent runaway responses to
pathogens or allergens, function to temper the massive proinflammatory stimulus created by bacteria
within the gut, help maintain a balance with commensal microflora and facilitate tumors’ escape
from immune monitoring. Although several distinct cell lineages may participate in these control of
the immune response, an important population of CD4+ T cells, known as regulatory T cells, play key
roles in maintaining tolerance to self antigens. These regulatory T cells can suppress the proliferation
and/or functions of various immune cells including CD4+ T cells, CD8+ T cells, NKT cells, dendritic
cells (DCs), monocytes/macrophages, B cells, and NK cells. Naturally occurring CD4+ CD25+
Foxp3+ regulatory T cells (nTregs) represent 5-10% of peripheral CD4 T cells, and recent studies
in the mouse have shown that these cells are critical regulators of immune tolerance. In recent years
progress in characterizing many of these cell types has been accelerate, most notably by discovery of
the relevance of the transcription factor Foxp3. It is established that under specific conditions naive
CD4+CD25-Foxp3- T cells can be converted into Foxp3+ inducible regulatory T cells (iTregs) and
several conversion/expansion protocols have been described. Such protocols usually involve T cell
stimulation under conditions of cytokine modification where transforming growth factor-beta (TGF-b)
has been shown to play a critical role. These inducible populations of Tregs are characterized by
expression of Foxp3 and the ability to inhibit the proliferation of effector T cells in vitro. Moreover,
several studies have shown that these ex vivo generated Foxp3+ cells can regulate T cell responses in
vivo following adoptive transfer into immunodeficient recipients.
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RESUMEN

La regulacion inmune o inmunosupresion desempefia un rol trascendental en la mantencion de la
tolerancia a antigenos propios, evita la aparicion de enfermedades autoinmunes, controla el desarrollo
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de una respuesta inmune exagerada frente a agentes patogenos o frente a distintos alergenos, ayuda
a disminuir el masivo estimulo proinflamatorio de la microflora comensal del tracto digestivo y
favorece el escape de las células tumorales al control inmunologico. Aunque distintas poblaciones
celulares pueden participar en este importante control de la respuesta inmune, un grupo particular de
linfocitos TCD4+, conocidos como linfocitos T reguladores, resulta fundamental en la mantencion
de la tolerancia a antigenos propios. Estos linfocitos T reguladores pueden suprimir la proliferacion
y/o funcién de diversas células del sistema inmune, incluyendo linfocitos TCD4+, linfocitos TCD8+,
células NKT, células dendriticas, monocitos/macrofagos, linfocitos B y células NK. Los linfocitos T
reguladores naturales CD4+ CD25+ Foxp3+ (nTregs) representan el 5-10% de los linfocitos T CD4
periféricos, y estudios en ratéon han demostrado que estas células son reguladores esenciales en la
mantencion de la tolerancia inmunologica. En los Gltimos afios los avances en la caracterizacion de
Tregs han sido vertiginosos, sobre todo por el descubrimiento del relevante rol desempeiiado por el
factor de transcripcion Foxp3. Se ha observado que en determinadas condiciones in vitro, linfocitos
T virgenes CD4+ CD25- Foxp3- se pueden convertir en linfocitos T reguladores inducibles Foxp3+
(iTregs), mediante diversos protocolos de conversion y/o expansion. Estos protocolos generalmente
implican la activacion de linfocitos TCD4+ bajo distintas condiciones experimentales, incluyendo
el agregado exogeno de distintas citoquinas, como el factor de.crecimiento transformante-beta
(TGF-B), que parece cumplir una funcion critica en los procesos de activacion y diferenciacion. Estas
poblaciones inducibles de Tregs se caracterizan por la expresion de Foxp3 y por la capacidad de
inhibir la proliferacion de de linfocitos T efectores in vitro. Diversos estudios han demostrado ademas,
que estos linfocito Foxp3+, generados ex vivo, pueden regular la respuesta celular T in vivo, luego de
su transferencia adoptiva en receptores inmunodeficientes.

Palabras clave: Linfocitos T reguladores CD25+CD4+, Foxp,3, TGF-B, CTLA-4, tolerancia,
atutoinmunidad.

INTRODUCCION sistema inmune, puesto que colaboran con linfo-

citos B en el desarrollo de una respuesta humoral

El sistema inmune de los vertebrados supe-
riores proporciona una defensa inmunologica es-
pecifica y muy eficiente contra los agentes infec-
ciosos, previene el desarrollo de autoinmunidad
y controla el desarrollo de tumores. Ello obedece
a que el desarrollo de una respuesta inmune esta
sujeta al control de mecanismos reguladores que
pueden ser intrinsecos como la eliminacion o de-
leccidn de linfocitos o su inactivacion funcional o
anergia clonal que se produce en los 6rganos lin-
foides primarios (timo para linfocitos T y médula
Osea para linfocitos B) o bien extrinsecos como
la supresion producida por distintos linfocitos T
reguladores (Tregs), que mantienen la tolerancia
a antigenos propios en la periferia (Asano y col.,
1996, Suri-Payer y col., 1998, Walker y Abbas,
2002).

La caracteristica mas sobresaliente del siste-
ma inmune es su capacidad para desarrollar dis-
tintos tipos de respuesta frente a diferentes an-
tigenos o patdgenos. Asi, los linfocitos TCD4+
desempefian un rol fundamental en la funcion del

mediada por anticuerpos, estimulan y mantienen
una respuesta celular T citotoxica mediada por
linfocitos TCD8&+, modulan la funcion de ma-
créfagos, regulan la respuesta inmune contra una
gran variedad de agentes patégenos y controlan
la respuesta a antigenos propios, previniendo el
desarrollo de autoinmunidad.

En 1986 se observd que los linfocitos
TCD4+, pueden separarse en dos subpoblaciones
de linfocitos de colaboracion o ayuda, (T helper
o Th), llamadas Th1 y Th2, caracterizadas por la
secrecion de un particular patron de citoquinas.
(Mossmann y col., 1986).

Los linfocitos Thl se caracterizan por la se-
crecion de Interferon gama (IFN-y) y son muy
efectivos contra virus y bacterias intracelulares
a través de la activacion de células natural killer
(células NK), y la activacion y expansion de lin-
focitos T citotoxicos.

Los linfocitos Th2 en cambio, secretan Inter-
leuquina-4 (IL-4), Interleuquina-5 (IL-5) e Inter-
leuquina-13 (IL-13), que activan la destruccion
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de patdgenos a través de anticuerpos IgE y de
eosinofilos.

Mas tarde, en el afio 2003, se describié una
tercera subpoblacion de linfocitos de colaboracion
TCD4+, llamados Thl7 o proinflamatorios,
caracterizados por la secrecion de las citoquinas
IL-17 e IL-22 y por su importante participacion
en la defensa contra bacterias extracelulares
y hongos (Aggarwal y col, 2003, Murphy y
col.,, 2003). De manera casi simultanea, pudo
demostrarse que linfocitos TCD4+ virgenes
pueden ser inducidos a diferenciarse in vitro ,
en linfocitos T reguladores que expresan el factor
de transcripcion Forkhead box P3 (Foxp3), como
consecuencia de la activacion a través de su TcR
especifico (T cell receptor), en presencia de las
citoquinas TGF-f ( Transforming Growth Factor
beta) e IL-2 (Chen y col., 2003).

La diferenciacion de estas cuatro subpobla-
ciones de linfocitos TCD4+, a partir de linfocitos
T virgenes, depende de las citoquinas presentes
durante la activacion celular y hoy sabemos que
estd ademas regulada por la expresion de distin-
tos factores de transcripcion como T-bet y Sig-
nal Transducer and Activator of Transcription-4
(STAT-4) para los linfocitos Thl, GATA3 y
STATG6 para los linfocitos Th2, RORyt y STAT3
para los Th17y Foxp3y STATS para los linfoci-
tos Tregs (Tabla 1).

Asi, los linfocitos Th1 pueden generarse du-
rante la exposicion a citoquinas como IL-12 e In-
terferon gama (IFN-y), para conferir proteccion
contra virus y bacterias intracelulares, mientras
las interleuquinas IL-4, IL-5 e IL-13 inducen la
diferenciacion Th2 que contribuyen a la activa-
cion de linfocitos B y promueven la inmunidad
mediada por anticuerpos y protegen contra las
infecciones parasitarias. Pequefias concentracio-
nes de IL-6 y TGF-p promueven, en cambio, la
diferenciacion de linfocitos Th17, que secretan

IL-17 y proporcionan proteccidn contra bacterias
extracelulares y controlan el desarrollo de auto-
inmunidad. Finalmente, la presencia de TFG-p,
IL-2 y de acido retinoico induce la diferenci-
acion de linfocitos Tregs, que resultan funda-
mentales en la mantencion de la tolerancia peri-
férica (Glimher y Murphy, 2000, Kang y col.,
2007, Zhu y Paul, 2008, Locksley, 2009) (Figura
1).

Los linfocitos T reguladores constituyen un
grupo particular de linfocitos TCD4+, que des-
empeflan un rol fundamental en la mantencién de
la tolerancia a antigenos propios, evitan la apari-
cion de enfermedades autoinmunes, controlan el
desarrollo de una respuesta inmune exagerada
o aberrante frente a agentes patogenos o frente a
distintos alergenos, ayudan a disminuir el masi-
vo estimulo proinflamatorio de la microflora co-
mensal del tracto digestivo y favorecen el escape
de las células tumorales al control inmunologico
(Sakaguchi y col., 2006, Yamaguchi y col., 2006,
Sakaguchi y col., 2008, Belkaid y Tarbell 2009).
Las poblaciones celulares que son suprimidas
por estos linfocitos T regs, incluyen linfocitos
TCDA4+, linfocitos TCD8+, linfocitos NKT, cé-
lulas dendriticas (CDs), monocitos/macrofagos,
linfocitos B y células natural killer (células NK)
(Kim 2006, Ziegler 2006).

Subpoblaciones de linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores pueden desarro-
llarse tanto en el timo como en la periferia y dis-
tintas subpoblaciones actian de manera diferen-
te, puesto que mientras algunas producen distin-
tas citoquinas inmunosupresoras, otras requieren
de contacto directo célula-célula para inhibir el
desarrollo de la respuesta inmune.

Desde que en 1995 se demostr6é en ratones

Tabla 1. Factores de transcripcion expresados y citoquinas secretadas por distintas
subpoblaciones de linfocitos TCD4+

Subpoblacion TCD4+ Factores de transcripcion Citoquinas secretadas

Thi T-bet, STAT1, STAT4 IFNy, IL-2, TNF, Linfotoxina
Th2 GATA3, STAT6 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13
Th17 RORyt, RORa, STAT3 1L-17, IL-21, IL-22, TNF
Treg Foxp3, STAT5S IL-10, TGFpB

ROR: retinoic-acid-receptor related orphan receptor.
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Figura 1. Activacion y diferenciacion de linfocitos TCD4+. La activacion y diferenciacion de linfocitos TCD4+ requiere
el reconocimiento por el TcR, del complejo MHC/péptido presentado por la célula dendritica (CD), sefiales accesorias
de coestimulacion (como la interaccion CD28-CD80/86) y la presencia de citoquinas que inducen la expansion clonal
y diferenciacion de los linfocitos. a) En presencia de IL-12 e IFN-y, se generan linfocitos Thl que secretan IL-2,
IFN-y, TNF y Linfotoxina. b) Las citoquinas IL-4, IL-6, e IL-13 inducen la diferenciacion de la subpoblacion Th2, que
secreta [L-4, 11-5, IL-6, IL-10 e IL-13. ¢) La presencia de IL-1,B, IL-6, IL-23 y de TGF-f, activa la diferenciacion de
linfocitos Th17, que secretan IL-17, IL-21 e IL-22. d) Finalmente, en presencia de TFG-f, 11-2, IL-10, IL-356 y acido
retinoico, se induce la diferenciacion de linfocitos T reguladores , que secretan IL-10 y TGF-f.

que linfocitos TCD4+ CD25+ tienen actividad
inmunosupresora (Sakaguchi y col., 1995), se
han descrito distintas subpoblaciones de linfoci-
tos T reguladores (Assemann y Powrie, 1998),
que contribuyen al mantenimiento de la toleran-
cia a antigenos propios y a controlar el desarro-
llo de la respuesta inmune a antigenos extrafios
(Chen y col., 2003, Fischer y col., 2005; Jiang y
Chess, 2006; Chen, y col., 2008; Ito y col., 2008,
Corthay 2009).

Luego de su activacion, los linfocitos TCD4+
expresan CD25, que corresponde a la cadena alfa
del receptor para la citoquina IL-2, la cual actia
como un factor fundamental para la expansion
clonal de los linfocitos T (Robb y col, 1981,
Yamazaki y col., 2003, Allan y col., 2007).

Los linfocitos Tregs pueden separarse en dos
subpoblaciones distintas: linfocitos Tregs natu-
rales CD4+ CD25+ (nTregs), que se generan en
el timo y se incorporan al repertorio linfocitario
periférico como linfocitos Tregs funcionales o
maduros (Hori y col., 2003, Cupedo y col., 2005)

y linfocitos T reguladores inducibles (iTregs),
que se generan en la periferia a partir de linfo-
citos virgenes TCD4+ CD25- o que se expanden
a partir de linfocitos T CD4+ CD25+ (Karim y
col., 2004, Vukmanovic-Stejic y col., 2006). De
esta manera, diferentes subpoblaciones de linfo-
citos Tregs con distinto origen, distinto fenotipo
y distintos mecanismos de supresion, pueden
mantener la tolerancia a antigenos propios y con-
trolar el desarrollo de la respuesta inmune frente
a antigenos extranos.

Como ocurre con todos los linfocitos T, el
desarrollo intratimico de los linfocitos Tregs de-
pende no sélo de sefales de activacion transdu-
cidas a través del TcR, que reconoce y une con
alta afinidad antigenos propios, sino también
de IL-2 y de sefiales de activacion transducidas
a través de la molécula de membrana y coesti-
mulacion CD28, que debe interactuar con CD80
y/o CD86, expresados en la superficie de células
presentadoras de antigeno activadas o maduras
(Figura 1). Ademas, la expresion del factor de
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transcripcion Foxp3 resulta fundamental, tanto
para la diferenciacion nTregs en el timo, como
para el desarrollo de su funcién inmunosupresora
(Fontenot y col., 2003; Hori y col., 2003; Khattri
y col., 2003).

Fenotipo y mecanismo de supresion de los
linfocitos T reguladores

En la actualidad, el marcador mas confiable
para definir y aislar linfocitos Tregs es el factor de
transcripcion Foxp3 (Fontenot y col., 2003, Hori
y col., 2003, Khattri y col., 2003). La expresion
de Foxp3 se encuentra altamente restringida
a linfocitos T af3, siendo casi indetectable
en linfocitos T 3, linfocitos B, células NK,
macrofagos y células dendriticas. Atn cuando la
expresion de Foxp3 parece restringida a linfocitos
T CD4+, existen linfocitos T CD8+ que también
pueden expresar este factor de transcripcion.

Ahora bien, aun cuando Foxp3 es el marcador
mas confiable de los Tregs, existen otras
moléculas de membrana, como CD25, CTLA4
(Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4),
GITR (Glucocorticoid-Inducible Tumor necrosis
factor Receptor), CD127 y Lag-3, que se han
asociado ala funcionalidad de estos linfocitos. En
términos generales, la caracterizacion fenotipica
de los linfocitos T reguladores incluye moléculas
como CD62L, CD103, CD49d, CCR4, CCRS,
CCRS que se asocian a la recirculacion y homing
linfocitario y, ademds, moléculas como CD101,
CTLA-4, Lag-3, CD103 Galectin-1 y CD39, que
se han asociado a la funcién supresora (Mottet y
Golshayan 2007).

Los mecanismos mediante los cuales los
linfocitos T reguladores ejercen su funcion su-
presora de la respuesta inmune, incluyen, tanto
mecanismos dependientes de la secrecion de
citoquinas inhibitorias, como de mecanismos
independientes de citoquinas y que incluyen ci-
totoxicidad o citolisis, disrupcion metabodlica y
la modulacion y maduracion de células presen-
tadoras de antigeno, en particular de las células
dendriticas.

Entre las citoquinas inhibitorias se encuentran
IL-10 y TGF-B e IL-35, que tienen ademaés
la capacidad de inducir la diferenciacion de
linfocitos T reguladores, tanto in vivo como in
vitro. Entre estas citoquinas, la mas importante
parece ser TGF-B. En intestino, por ejemplo,
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la expresién de Foxp3 en linfocitos T virgenes
depende de la expresion local de TGF-B y de
acido retinoico (un metabolito de la vitamina A),
que junto a TGF-f activa la expresion de este
factor de transcripcion propio de linfocitos Tregs
(Chen y col., 2003, Sun y col., 2007, Coombes y
col., 2007). Ademas de su rol en la generacion
y homeostasis periférica de los Tregs, TGF-p es
una molécula efectora de la inmunosupresion
producida por estos linfocitos.

El mecanismo de supresion mediado por
citoxicidad (citolisis), se ha asociado a Ila
secrecion de perforina y de granzimas, de
manera similar a lo que ocurre con células NK
y Linfocitos T citotoxicos TCD8+. En particular,
granzima B tiene la capacidad de inducir
apoptosis de linfocitos T efectores, mediante un
mecanismo independiente de perforina (Gondek
y col., 2005). Ademas, en los ultimos afios
se ha observado que linfocitos T reguladores
producen galectina-1 que induce la apoptosis
de linfocitos T (Garin y col., 2007). Por otra
parte, la fagocitosis de linfocitos apoptoticos
puede activar la produccion de TGF-f en células
dendriticas y macrdfagos, lo que conduce a la
supresion de la respuesta inmune (Perruche y
col., 2008).

El antigeno-4 asociado a linfocitos T citotoxi-
cos (CTLA-4) es un receptor de inhibicion, cuya
expresion se induce como consecuencia de la
activacion de linfocitos T virgenes, pero que se
expresa en niveles particularmente altos en linfo-
citos T reguladores (Read y col., 2000, Takahashi
y col., 2000).

Ademas de su efecto sobre los linfocito T
efectores de la respuesta inmune, los linfocitos
T reguladores pueden modular la maduracion
y funcionamiento de las células dendriticas, las
cuales son fundamentales para la activacion de
los linfocitos efectores a los que, no sélo presen-
tan fragmentos antigénicos unidos a moléculas
de presentacion codificadas por el complejo ma-
yor de histocompatibilidad (MHC: Major His-
tocompatibilkity Complex), sino que también
proporcionan las necesarias sefiales accesorias
de coestimulacion (Figura 1). Experimentos in
vivo han revelado que la interaccion directa entre
CD80 y CD86, expresado en la membrana de cé-
lulas dendriticas maduras, con CTLA-4 expresa-
do en la superficie de linfocitos Tregs, disminuye
el efecto activador de las células dendriticas, so-
bre los linfocitos T efectores (Takahashi y col.,
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1998; Read y col., 2000).

Antecedentes adicionales sugieren que no
solo las interacciones entre CTLA-4 de Tregs
y CD80/86 de las células dendriticas, pueden
modificar la capacidad de estas Ultimas para
activar linfocitos T efectores, sino que citoquinas
como IL-10 y TGF-B desempefian también un
rol importante (Misra y col., 2004; Workman y
Vignali 2005; Kryczek y col., 2006; Liang y col.,
2008).

Recientemente se ha sugerido ademas, que
los Tregs pueden inhibir la maduracion de las
DCs a través de Lag-3 (también conocida como
CD223), molécula homologa a CD4 y que, como
ésta, se une con alta afinidad a moléculas de
MHCde clase II, expresadas en DC inmaduras,
transduciendo sefiales de inhibicion que supri-
men su maduracion y por lo tanto, su capacidad
inmunoestimuladora (Liang y col., 2008).

Se han postulado diversos mecanismos adi-
cionales de inmunosupresion en los Tregs, entre
lo que se encuentran la modulacion de los niveles
de indoleamina 2, 3-dioxigenasa (IDO) y de ade-
nosina.

IDO es una potente molécula reguladora que
induce la produccion de metabolitos pro-apop-
toticos a partir del catabolismo de triptofano, lo
que conduce a la supresion de linfocitos T efecto-
res, através de un mecanismo dependiente de las
interaccion CTLA-4 y CD80/CDS86 entre Tregs y
células dendriticas. (Fallarino y col., 2003; Gurt-
ner y col., 2003, Mellor and Munn 2004). Se ha
sugerido que el mecanismo de accion de IDO
estaria mediado por la deplecion de triptofano y
la produccion del catabolito toxico quinurenina
(Mellor y Munn, 2004).

Adenosina, en cambio, puede actuar como se-
fial de estrés tisular e inducir tolerancia inmuno-
logica a través de un mecanismos que no ha sido
claramente dilucidado (Naganuma y col., 2006,
Deaglio y col., 2007).

Finalmente, los linfocitos T reguladores pue-
den ejercer su funcién inmunosupresora supreso-
ra a través de la disrupcion metabolica de células
efectoras, mediante mecanismos dependientes de
la expresion de las enzimas CD39 y CD73 que
generan adenosina extracelular que suprime la
funcion de los linfocitos T efectores, a través de
la activacion del receptor de adenosina 2A (A, R)
(Kobie y col., 2006; Borsellino y col., 2007, Dea-
glio y col., 2007). La unién de adenosina a este
receptor no solo inhibe la funcion efectora de los

linfocitos T, sino que también promueve la gene-
racion de iTregs, al inhibir la produccién de IL-6
y aumentar la secrecion de TGF-3.
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