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Resumen. El sistema inmune es responsable de proteger al organismo
contra agentes extranos mediante el desarrollo de un repertorio de recepto-
res, capaces de reconocer antigenos de toda etiologia, diferenciando molécu-
las propias de extranas, estableciendo ademas fundamentos para la identidad
biol6gica del individuo. Para ello dispone de una red compleja de mecanismos
celulares y moleculares que son los responsables de la llamada tolerancia in-
mune. La regulacion de la interaccién entre el sistema inmune y los antigenos
que eventualmente puede conducir al desarrollo de tolerancia, es critica tanto
en condiciones fisioldgicas como en diferentes estados de patologia. Desde las
primeras descripciones de Medawar, las cuales mostraron que el fenémeno de
tolerancia es adquirido y central para la homedstasis del sistema inmune, un
nimero importante de mecanismos se han propuesto para explicar la toleran-
cia inmune. Sin embargo, un mecanismo dnico de autotolerancia ha surgido:
la generacion de linfocitos T reguladores antigeno especificos, también cono-
cidos como células T reguladoras (Treg), de origen central o periférico. Esta
subpoblaciéon de linfocitos con funciones supresoras ha mostrado un papel
muy importante no solo en el control de enfermedades autoinmunes, sino
ademads en la inmunopatogenia de enfermedades infecciosas cronicas, ya sean
inducidas por el patégeno como mecanismo de escape o por el hospedador
para mitigar el dafo tisular consecuencia de la activacion de la respuesta in-
mune. Esta revision tiene como propodsito actualizar los conceptos modernos
en tolerancia inmune, con especial énfasis en el papel de las c¢élulas Treg en la
tolerancia inducida durante ¢l curso de infecciones crénicas.
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Abstract. The immune system has the capability of protection against in-
fectious disease which is accomplished by an enormous repertoire of recep-
tors specifically reactive to foreign antigens, but it is tolerant to self-antigens,
establishing biological identity. The ability to discriminate between self and
non-self is a central property of the immune system, by using complex net-
work of cellular and molecular mechanisms in order to prevent autoimmunity;
this function is called immune tolerance. Thus, the Interaction between im-
mune system and antigens is required for the generation of tolerance and it is
critical in different physiological and pathological conditions in order to limit
the damage to self tissues. Since Medawar description, who showed that the
tolerance is an acquired property playing a central role in the homeostasis,
several mechanism has been proposed to explain it. It is accepted today that
an important group of antigen specific cells called regulatory T cell, both nat-
ural and induced, are critical as a unifying mechanism to maintain self-toler-
ance. These suppressor lymphocyte subpopulations had shown to play an im-
portant role not only by controlling autoimmune disease but also in the
pathogenesis of many chronic infectious diseases, either manipulated by the
microorganism to escape from the immune system, or induced by the host to
reduce inflammatory damage. This review has the intention of updating about
modern concepts in immune tolerance mechanisms, with special emphasis
played by Treg cell in the tolerance which is unquestionable induced during

the course of chronic infections diseases.

INTRODUCCION

A principios del siglo XX, la capacidad
de un organismo para reconocer sus pro-
pios tejidos y distinguirlos de agentes extra-
nos tales como virus, bacterias o tejidos
transplantados era un problema serio para
las ciencias médicas. En 1949 el inmundélo-
go australiano Frank Macfarlane Burnet
propuso una teoria totalmente diferente y
muy exitosa de distincion inmunolégica, la
cual lo condujo junto al cientifico britanico
Peter Medawar, a compartir el premio No-

bel en fisiologia y medicina en 1960. Esta
idea fue concebida por Burnet después de
muchos afios de estudios tedricos, los cua-
les culminaron en su monografia “La pro-
ducciéon de anticuerpos”. De acuerdo con
esta propuesta, lo que conocemos como
“propio” es definido durante la embriogé-
nesis, a través de interacciones muy com-
plejas entre las células inmunes y el resto
de las células y moléculas en el embrion.
Durante este proceso atn la materia extra-
fna y los microorganismos que accidental-
mente invaden el cuerpo del embrién, pue-
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den ser percibidas como propias. Por lo tan-
to Burnet argumenté que las bacterias, vi-
rus y células genéticamente distintas, que
ingresan al organismo durante la vida em-
brionaria, pueden ser tolerados indefinida-
mente. Medawar y su equipo apoyaron este
argumento mediante sus experimentos de
transplante, los cuales aportaron la primera
demostracion de que tejidos extranos dife-
rentes a corneas, pueden ser tolerados exi-
tosamente dentro de un individuo genética-
mente diferente. Esta teoria contribuy6é a
redefinir la inmunologia como la ciencia de
reconocimiento entre lo propio y lo extraio
y generé un concepto muy innovador que
vincul6 la ciencia basica con la clinica en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes,
cancer, alergias y sindromes por inmunode-
ficiencias.

El mecanismo propuesto por Burnet
para este proceso de tolerancia adquirida
fue la delecion clonal selectiva de los linfo-
citos especificos para los aloantigenos ino-
culados durante el desarrollo (1). Sin em-
bargo, los experimentos realizados tratando
de reconstituir animales tolerantes con po-
blaciones de nodulos linfaticos normales
fueron mucho menos efectivos, sugiriendo
que el fenémeno de tolerancia observado
podria ser mis complicado de lo que se
penso.

Hoy dia se sabe que no todos los feno-
menos de tolerancia observados pueden ser
explicados por el modelo de delecion clo-
nal. En ¢l caso de los linfocitos B autorreac-
tivos, se trata de células que pueden sobre-
vivir atin después del proceso de seleccion
negativa. Algunas parecen haber experi-
mentado el fenémeno de re-edicion del re-
ceptor (2); otras simplemente no respon-
den muy bien al desafio antigénico inicial,
proceso referido como anergia clonal (3),
ambos procesos pueden ocurrir también en
el timo.

Después de 50 anos del reconocimien-
to publico mundial del trabajo de Burnet y

Medawar y de los avances alcanzados en el
conocimiento de los mecanismos de tole-
rancia inmune tanto central como periféri-
ca, un mecanismo tnico de autotolerancia
ha surgido, y es la generacion de linfocitos
T reguladores antigeno especificos, tam-
bién conocidos como células Treg. Los pri-
meros experimentos que sugirieron la exis-
tencia de estas células fueron realizados
por Nishizuka y Sakakura (4), quienes de-
mostraron que ratones timectomizados en-
tre el 2do y 3er dia de edad, desarrollaban
una enfermedad autoinmune 6rgano especi-
fica, la cual podia prevenirse reintroducien-
do linfocitos T obtenidos de timo o bazo de
ratones adultos singénicos. Posteriormente
Sakaguchi caracterizé estas células Treg
naturales que expresan el factor de trans-
cripcion Foxp3d (5, 6).

Cada microambiente requiere un gru-
po especifico de elementos reguladores
que son constantemente optimizados para
mantener la homeostasis. Varias poblacio-
nes de Treg contribuyen a mantener este
equilibrio y a establecer el control de la
respuesta inmune. Durante la infeccién
por patégenos las células Treg reducen la
magnitud de la respuesta efectora, lo cual
puede limitar la respuesta inmune y por
ende el control de la infeccion. Sin embar-
go, las células Treg pueden disminuir el
dafnio tisular que se genera por una res-
puesta inmune vigorosa durante los proce-
sos infecciosos. Estas dos particularidades
de las células Treg pueden ser utilizadas
por los agentes infecciosos para evadir la
respuesta inmune, manteniéndose ocultos
de los elementos efectores de la misma,
creando condiciones de tolerancia que le
permitan sobrevivir y replicarse dentro del
hospedador por largos periodos de tiempo.
Ciertamente, muchos patdégenos han desa-
rrollado mecanismos poderosos para mani-
pular esta red reguladora en ¢l hospeda-
dor, a su conveniencia, creando condicio-
nes que aseguren su sobrevivencia.
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En esta revision, se destaca la impor-
tancia de la tolerancia inmune como un
mecanismo vital para la homeostasis de los
tejidos y en especial el papel que los ele-
mentos responsables de la tolerancia, prin-
cipalmente las células Treg, juegan en la in-
teraccion patdégeno-hospedador. Finalmen-
te se hace una breve referencia a las pers-
pectivas que existen en la actualidad y las
posibilidades futuras de manipular estas
subpoblaciones celulares en el control de
las enfermedades infecciosas crénicas como
estrategia terapéutica que re-establezca el
delicado balance de la respuesta inmune,
garantizando la eliminacion del agente in-
feccioso, pero evitando el dano colateral
producto de la activaciéon de los elementos
de la respuesta inflamatoria.

MECANISMOS DE INDUCCION
DE LA TOLERANCIA

La tolerancia se define como la ausen-
cia de respuesta a un antigeno especifico
ante el cual ha ocurrido contacto previo,
como resultado de uno o mas mecanismos
que suprimen la respuesta inmune (7). Los
principales avances que permitieron el estu-
dio de la tolerancia se lograron al inducir
este fenémeno en animales mediante la ex-
posicion a antigenos definidos en diversas
condiciones. Los primeros estudios de tole-
rancia mostraron que se podia inducir a tra-
vés del reconocimiento de antigenos duran-
te la vida neonatal, ademas se pudo deter-
minar que el fenémeno de tolerancia es an-
tigeno especifico. Peter Medawar alrededor
de los anos 50 realiz6 estudios sobre el re-
chazo de injertos en ratones consangui-
neos: un ratén adulto de la cepa A rechaza-
rd un injerto cutaneo de un ratén alégeno
de la cepa B que difiere de la cepa A en el
complejo principal de histocompatibilidad.
Si al ratén de la cepa A se le inyectaron cé-
lulas sanguineas de la cepa B durante la
vida neonatal, las células inyectadas no se-

ran rechazadas y tampoco seran rechazadas
si se le inyectan nuevamente en la vida
adulta. Estos experimentos llevaron a la
conclusion de que la exposicion de los linfo-
citos en desarrollo a antigenos extranos in-
duce tolerancia a estos antigenos (8).

El fenémeno de tolerancia se puede in-
ducir en linfocitos inmaduros a nivel de los
organos linfoides primarios (tolerancia cen-
tral) o en los linfocitos maduros a nivel de
los 6rganos linfoides secundarios (toleran-
cia periférica).

Tolerancia central

Se induce en el sitio primario de desa-
rrollo de los linfocitos: la médula 6sea para
los linfocitos B y el Timo para los linfocitos
T. En general abarca todos aquellos meca-
nismos a través de los cuales el reconoci-
miento de antigenos propios mediado por
receptores conduce a autotolerancia (9).

Aunque los mecanismos de tolerancia
central son muy eficientes, estos no pueden
eliminar a todos los linfocitos autorreacti-
vos, en parte porque no todos los antigenos
propios son expresados en el sitio primario
de desarrollo de los linfocitos. Por lo tanto,
existen mecanismos de tolerancia periférica
y estos son responsables de inducir toleran-
cia en aquellos linfocitos que por primera
vez se enfrentan a su antigeno propio fuera
del 6rgano linfoide primario (8).

Tolerancia central de linfocitos T

El mecanismo principal de tolerancia
central dependiente de linfocitos T lo cons-
tituye la delecion clonal, (esto es el suicidio
de los progenitores de T que tienen alta afi-
nidad por antigenos propios). Se han des-
crito ademas otros procesos tales como la
anergia y la re-edicion de receptores, pero
su papel es menos importante (9). Median-
te estos 3 procesos se eliminan las células
autorreactivas que tienen una alta afinidad
por antigenos propios. Estos mecanismos
son denominados como scleccion negativa.
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Sin embargo, existen otros mecanismos que
no estian disenados para la destruccién de
células T autorreactivas y se refieren a me-
canismos de seleccion positiva de poblacio-
nes de células Treg, de las cuales se detalla-
ra mas adelante. Estas poblaciones de Treg
se inducen a partir de interacciones agonis-
tas entre TCR/MHC y antigenos propios en
el Timo (10).

Los dos factores principales que deter-
minan si un antigeno propio en particular
inducira la seleccion negativa de los linfoci-
tos T autorreactivos son: la concentracion
de ese antigeno en el timo y la afinidad de
los receptores de linfocitos por ese antige-
no. El control de la expresion de antigenos
propios por las células del epitelio timico se
encuentra bajo el control del gen AIRE. La
proteina AIRE puede actuar como factor de
transcripceion para favorecer la expresion de
antigenos tisulares o para estimular la pro-
duccion de proteinas que participan en la
presentacion de éstos antigenos (11). Exis-
ten poblaciones de linfocitos T inmaduros
cuyos receptores reconocen complejos pép-
tido propio/MHC con alta afinidad. Al en-
trar en contacto con los antigenos propios,
estas poblaciones pueden ser eliminadas
por apoptosis. Este proceso afecta tanto a
las poblaciones linfocitarias restringidas
por las moléculas de histocompatibilidad
(MHC)- I como MHC-II y por tanto es un
mecanismo de tolerancia importante tanto
para CD4 como para CDS8. La seleccion ne-
gativa de los timocitos es responsable de
que el repertorio de los linfocitos T madu-
ros que salen del timo y pueblan los tejidos
linfaticos periféricos, no respondan a los an-
tigenos propios que le son presentados a
concentraciones elevadas en el timo.

El proceso de tolerancia central busca
eliminar o al menos alterar los linfocitos T
que expresen un receptor de alta afinidad
para antigenos propios ya que estas células
tienen el potencial de mediar reacciones
autoinmunes. El fundamento de la toleran-

cia central es la delecion clonal de células T
autorreactivas y la seleccion positiva de cé-
lulas Treg con capacidad de controlar a las
primeras. Para que la tolerancia central sea
eficiente, los elementos del estroma que se
encargan de la seleccion negativa, tendran
que expresar una cantidad elevada de antige-
nos restringidos por el tejido que represen-
ten cantidades equiparables de autoaontige-
nos presentes fuera del timo, para poder es-
tablecer y mantener la autotolerancia (12).

Tolerancia central en linfocitos B

Si los linfocitos B reconocen antigenos
propios que estan presentes en una concen-
tracion elevada en la médula oOsea, y espe-
cialmente si el antigeno es presentado en
forma multivalente, los linfocitos B reacti-
van sus genes RAGI y RAG2 y expresan una
nueva cadena ligera de inmunoglobulina ad-
quiriendo asi una nueva especificidad (edi-
cion de receptor). Si la autorreactividad no
es eliminada por esta via los linfocitos B
pueden ser eliminados por apoptosis (2).

Tolerancia periférica

En el timo el proceso de deleccién de
clonas autorreactivas no puede ser exhaus-
tivo so pena de reducir dramaticamente el
repertorio de linfocitos T disponible para
responder a los antigenos extrafios, por lo
que se mantienen en circulacién clonas ce-
lulares capaces de reconocer antigenos pro-
pios de los tejidos “periféricos”. Se ha de-
mostrado por ejemplo la existencia en ani-
males normales de clones celulares capaces
de reconocer colageno tipo Il y proteina ba-
sica de la mielina, asi como receptores de
acetil colina y antigenos de los islotes de
Langerhans. Normalmente estas clonas au-
torreactivas no responden a los antigenos
periféricos. Los mecanismos que subyacen a
esta “respuesta inespecifica” son muy varia-
dos y entre ellos se incluyen ignorancia clo-
nal, anergia, deleccion, inhibicion y supre-
sion (9).
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Tolerancia periférica en los linfocitos T

Es el proceso mediante el cual los lin-
focitos T maduros que reconocen tejidos
propios en tejidos periféricos dejan de res-
ponder a estos antigenos en forma especifi-
ca. La tolerancia periférica se debe a aner-
gia, eliminacién o supresion de los linfoci-
tos T, mecanismos que pueden actuar por
separado o en conjunto. Uno de los fenéme-
nos que explica la anergia es el que se refie-
re a la ausencia de senales coestimuladoras
de los linfocitos o a la participacién de se-
fiales inhibitorias durante la presentacion
antigénica, tales como las dependientes de
miembros de la familia de CD28: las molé-
culas CTLA4 y PD-1 (13). Ademas la aner-
gia de los linfocitos T puede también indu-
cirse mediante la administracién de antige-
nos extrafnos de forma que produzcan un re-
conocimiento del antigeno sin coestimula-
cién ni inflamacion.

Tolerancia periférica en linfocitos B

A nivel periférico, los linfocitos B que
reconocen antigenos propios pueden ser eli-
minados por apoptosis. Estos linfocitos B
autorreactivos tienen una menor capacidad
de migrar hacia los nédulos linfaticos, pro-
bablemente porque expresan niveles bajos
de CXCRS5, lo que induce exclusién folicular
y al no recibir senales de sobrevivencia
mueren por apoptosis (14).

Finalmente, existen estrategias celula-
res utilizadas para regular ¢l reconocimien-
to de antigenos propios a nivel de los recep-
tores tanto de linfocitos B como de los lin-
focitos T: 1) mediante apoptosis inducida
por inhibicién de vias de sobrevivencia de
BCL-2 (Ej: BIM) o mediante la activacion de
receptores de muerte (Fas). 2) mediante
edicion del receptor por recombinaciones
V(D)J o hipermutaciones en el BCR que re-
ducen la unién a antigenos propios. 3) re-
gulacion mediante disminucion de la expre-
sion del TCR o BCR, a través de: induccion
de receptores inhibitorios (CTLA-4), fosfa-

tasas (SHP1), ubicuitin ligasas (CBL). 4) Li-
mitacion de senales de sobrevivencia (IL-7),
limitacion de senales de coestimulacion
(CD40L, moléculas B7) supresién activa y
limitacion de mecanismos inflamatorios de
la inmunidad innata (12).

Induccién de tolerancia periférica en
linfocitos T dependiente de linfocitos B

Son varios los mecanismos que utilizan
los linfocitos B para inducir células T tole-
rogénicas: las células B pueden inducir tole-
rancia en linfocitos CD8+ de manera direc-
ta o indirecta. Se desarrolla tolerancia di-
recta cuando las células T CD8+ reconocen
antigenos presentados por los linfocitos B
en el contexto de MHC de clase I, lo que
puede conducir a delecion o anergia o tam-
bién al desarrollo de linfocitos T CD8+ su-
presores. De manera indirecta, las células B
pueden presentar antigenos a células T
CD4+ e inducir una respuesta tolerogénica
bloqueando su funcién cooperadora en la
activacién de otras células inmunes. Los
linfocitos B pueden inhibir la proliferacion
y diferenciacion de linfocitos CD4+. La per-
sistencia de linfocitos B como presentado-
res de antigenos puede conducir a respues-
ta tolerogénica mas que a activacion de la
respuesta inmune. Las células B pueden
ademas regular la actividad de las células
dendriticas condicionidndolas a una respues-
ta supresora mediado en parte por IL-10.
Finalmente los linfocitos B pueden secretar
factores supresores con un efecto inhibito-
rio directo sobre Th o CTL (7).

Induccion de tolerancia periférica
en linfocitos T dependiente de células
dendriticas

Durante la activacion de los linfocitos
T se requiere de la combinacion de tres se-
nales, las provenientes del TCR, de las mo-
léculas co-estimuladoras y de las citocinas
del microambiente. La integracion de estas
senales ocurre durante la formacion de la
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sinapsis inmune, establecida entre las célu-
las presentadoras de antigeno (CPA) y los
linfocitos T (15). Asi, la capacidad para ge-
nerar una respuesta pro-inflamatoria o su-
presora/reguladora depende de diversas ca-
racteristicas, entre ellas las inherentes a las
CPA, que estdn demarcadas por su estado
de maduracion, subpoblacién de CDs y el
microambiente donde ocurre esta interac-
cion (16). Las CDs son una subpoblacion al-
tamente especializada de CPA profesionales
o convencionales, conocidas como las célu-
las centinelas del sistema inmune, encarga-
das de capturar antigenos provenientes de
patégenos y células tumorales, para activar
una respuesta efectora. Adicionalmente, es-
tas células juegan un papel critico en la vi-
gilancia y mantenimiento de la tolerancia
hacia los antigenos propios (17).

Las CDs se encuentran en dos diferen-
tes estadios funcionales, CDs maduras e in-
maduras, las CDs inmaduras se ubican pre-
dominantemente en los tejidos periféricos y
son células fundamentalmente fagociticas.
Estas células estdn especializadas para cap-
turar antigenos solubles proveniente de los
tejidos donde residen y células apoptoéticas
(especialmente en microambientes con alta
remodelacion, por ejemplo el dtero ¢ intes-
tino), pero son poco eficientes para proce-
sarlos y presentarlos, lo que probablemente
esta asociado con la induccion de anergia y
al desarrollo de células T reguladoras
(Treg) (poblacion de células que sera des-
crita en profundidad mas adelante), favore-
ciendo asi el mantenimiento de la toleran-
cia periférica. Esto es explicado en parte
por su baja expresion de MHC-IT y molécu-
las co-estimuladoras (18). Adicionalmente,
se ha evidenciado que la captura de células
apoptéticas por los macrofagos y CDs, indu-
ce la produccion de TGF-B, contribuyendo
de esta manera al desarrollo de Treg para
generar la tolerancia periférica (19). Existe
ademas un estadio intermedio o CDs semi-
inmaduras, que en condiciones fisiologicas

y en ausencia de respuesta inflamatoria mi-
gran de manera constante desde los tejidos
periféricos hacia los nédulos linfaticos, con
la finalidad de mediar la tolerancia hacia
los antigenos propios (20). Estas CDs
semi-inmaduras se han descrito ademas
como residentes de los nédulos linfaticos y
pueden capturar Ag solubles liberados en el
conducto linfatico y en ausencia de respues-
ta inflamatoria, median efecto tolerogénico
sobre los linfocitos T CD4+ y CD8+ (21,
22).

Parte de la gran plasticidad de las CDs
viene dada por la existencia de subpoblacio-
nes especificas que se originan de diferen-
tes linajes celulares, y son responsables de
activar la tolerancia o la respuesta inflama-
toria, ejemplo de ello es que las CDs de li-
naje mieloide (CDsm) inducen una fuerte
respuesta proliferativa prointflamatoria de
células T, mientras que las CDs de linaje
linfoide o CDs plasmocitoides (CDsp), con-
ducen a una respuesta proliferativa débil, y
estan implicadas en la polarizacion de la
respuesta hacia un fenotipo de tipo regula-
dor (17).

Varias moléculas presentes en las CDs
han sido descritas que participan en la in-
duccion de las Treg, una de ellas es ICOS-L
expresado en las CDsp, que promueve la se-
crecion de IL-10 por las Treg (21, 23).
Otras moléculas descritas son las enzimas
Indoleamina  2,3-dioxygenasa (IDO) ¢
INDOL1, responsables del catabolismo del
tript6fano (un aminoacido esencial para la
proliferacion linfocitaria). La presencia de
CDs IDO+ o INDOL1+ promueve la elimi-
nacion del triptéfano de los microambien-
tes en los que se encuentren, favoreciendo
asi que las células efectoras reclutadas sean
eliminadas. Las células IDO+ han sido de-
nominadas como CD reguladoras (CDsreg),
y son capaces de inducir la activacion de cé-
lulas T (evaluado a través de la expresion de
CD69, CD25 y de la secrecion de IL-2 ¢
IFN-y) en ausencia de proliferacion celular,
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ademas de liberar ligandos de CXCR3 y la
proteina inducible de IFN-y (IP-10), favore-
ciendo el reclutamiento, inhibicién, arresto
en el ciclo celular, apoptosis, disminucién
de la expresion de la cadena ¢ del TCR y de-
plecion de células T ayudadoras de tipo 1
(Th1) (17). La activacion de ambas rutas
enzimaticas se asocia ademas con la induc-
cion de la expresion de IL-10 (24, 25) y ma-
duraciéon de Treg productoras de IL-10
(Trl) (26). La induccion de IDO e INDOL1
en las CDs, estd asociada con la presencia
en el microambiente de maduracion de
TNF-a, prostaglandina E2 (PGE2) (27), y
del acoplamiento entre B7 y CTLA-4, para
activar su expresion. Otros receptores han
sido implicados en favorecer la expresion de
IDO, dentro de los cuales se destacan: los li-
gandos de TLR9 (28), CD200 (29), el ligan-
do de 4-1BB (30), el ligando de CD40 (31)
y GITR (25, 32). Finalmente, se ha descrito
que un ntmero importante de estas células
(IDO+) han sido detectadas en nédulos lin-
faticos préoximos a tumores sugiriendo un
papel regulador para estas células presenta-
doras de antigenos (24).

Otra evidencia que apoya la existencia
de células dendriticas reguladoras es la des-
cripcion de poblaciones de células dendriti-
cas con capacidad de atraer linfocitos Thl a
través de la secrecion de CXCR3 y cuyos
efectos inhibitorios estarian mediados por
la produccion de oxido nitirco (NO), sin
que esto involucre la diferenciaciéon de T
cooperadoras en T reguladoras (17).

Una vez generadas las Treg ellas pue-
den ademas controlar el desarrollo de CDs
tolerogénicas, y uno de los elementos invo-
lucrados es Foxp3 que controla la transcrip-
cion de multiples genes, dentro de los cua-
les se destaca Neuropilin-1 (Nrp-1), que se
expresa predominantemente en las Treg
(mas del 80% de las células CD4+CD25+
son positivas para Nrp-1) y no en las células
T virgenes (33, 34) y al parecer una de sus
principales funciones es prolongar la inte-

raccion entre las Treg y las células CDs, lo
que resulta en una alta sensibilidad a con-
centraciones limitadas de antigeno, y le
ofrece mas ventaja a las Treg sobre la T vir-
genes (con la misma especificidad antigéni-
ca) para interactuar con DC que expresan
antigenos propios, suprimiendo la respues-
ta inmune en ausencia de un ambiente
pro-inflamatorio (35). La dindmica y com-
posicion molecular de la sinapsis entre las
CDs y las Treg no ha sido caracterizada; sin
embargo la expresion ectépica de Foxp3
conduce a cambios marcados en la interac-
cion y comportamiento de las células T que
expresan Nrp-1, y a un incremento del nt-
mero de interacciones Treg/CDs durante la
formacion de la sinapsis inmune (33, 36).
Las Treg ademds, expresan constitutiva-
mente CTLA-4, cuya funcion durante la in-
teraccion con la CDs es la de promover la
reduccion de la expresion de moléculas
co-estimuladoras convirtiéndolas de CDs
funcionalmente maduras a CDs inmaduras
(37). La subpoblacion de Treg CD8+ CD28-
también acttia sobre las CDs, disminuyendo
la expresion de moléculas co-estimuladoras
dependientes de NF-kb, tales como CD40,
CD80, CD86 y CD38 e incrementando la ex-
presiéon de receptores inhibitorios como
“immunoglobulin like transcript” 3 (ILT3)
e ILT4, promoviendo que aquellas Th CD4+
que interactien con estas CDs se convier-
tan en células anérgicas (16).

ILT3 e ILT4 juegan un papel importan-
te en la maduracion de células T CD4+ vir-
genes hacia Treg. Ambas moléculas, pueden
inducirse tanto en las CDs como en las c¢é-
lulas epiteliales intestinales (CEI), en pre-
sencia de IL-10 mas IFN-a o IL-10 mas Vita-
mina D3 (16). El ligando de ILT3 adn se
desconoce, pero en el caso de ILT4 se ha
demostrado que compite con la molécula
CDS por el sitio de unién al dominio o3 del
MHC-I de todas las isoformas. Las CPAs que
expresan ILT3 tienen una capacidad reduci-
da para expresar moléculas co-estimulado-
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ras, mientras que las CDs deficientes de
ILT3, muestran hiperfosforilaciéon de p38
MAPK e IkBa, elevada capacidad aloestimu-
ladora y favorecen significativamente el de-
sarrollo de células T con fenotipo pro-intla-
matorio de tipo Th17 y Th1 (38).

Otra molécula que se ha estudiado en
los tltimos anos debido a su asociacion con
el mantenimiento de la tolerancia periféri-
ca es PD-L1, miembro de la familia B7 de
las moléculas co-estimuladoras. PD-L1 es
expresada a nivel de las células hematopo-
yéticas, tales como CDs, macréfagos, linfo-
citos T y B, asi como también en las células
del parénquima, como endotelio vascular,
higado, piel, musculo, ojo, corazén, pan-
creas y placenta (22). En ratones se ha des-
crito que la tolerancia sistémica antigeno
especifica, es generada por poblaciones re-
sidentes del bazo, caracterizadas por expre-
sar ademds de CD8+ DEC-205+, CDS8-den-
dritic cell inhibitory receptor-2 (DCIR-2)+
y TGF-B. La presencia de PDL-1 es esencial
para la induccion de Treg especificas frente
antigenos periféricos (39-41).

Existe otro grupo de CPAs, denomina-
das CPA no convencionales de origen dife-
rente al hematopoyético, ubicadas en dife-
rentes tejidos como el higado, piel y nédu-
los linfaticos, que pueden actuar como
CPAs para antigenos propios o exdgenos,
modulando de esta manera la activacion de
linfocitos T, jugando un papel importante
en la regulacion y mantenimiento de la to-
lerancia y constituyendo otro elemento de
control sobre el desarrollo de fenémenos
autoinmunes (22). Un grupo de CPA no
convencionales, no hematopoyéticas involu-
cradas en la induccién de tolerancia, son
las células endoteliales de los sinusoides he-
paticos (CESH), ellas pueden presentar de
manera cruzada antigenos propios y exoge-
nos provenientes de la dieta a los linfocitos
T CD8+ (19). Los hepatocitos y las células
de los islotes pancreaticos juegan también
un papel importante en el mantenimiento

de la tolerancia periférica, mediante el con-
tacto con las células T naive o la co-expre-
sion de moléculas inhibitorias (22).

Los hepatocitos, tienen funciéon de
CPA no-convencionales, ellas participan de
manera activa en la induccion de tolerancia
sistémica hacia los antigenos solubles que
ingresan por la via portal. Esta tolerancia
sistémica se lleva a cabo en accién sinérgi-
ca con CDs residentes del higado y las célu-
las de Kupffer y median la generacion de
Treg CD8+. Los hepatocitos bajo condicio-
nes basales expresan MHC-I, CD1, e
ICAM-1, pero no moléculas co-estimulado-
ras (MCH-II, CD80/86 y CD40), las cuales
pueden inducirse en condiciones pro-infla-
matorias (42). Adicionalmente, se ha des-
crito que los hepatocitos estan involucrados
en la eliminacién de células T CD8+ activa-
das, mediante muerte prematura, a través
de la expresion de PD-L1 (22, 43, 44). Apa-
rentemente, la presencia de PD-L1 sobre es-
tas CPAs no convencionales, protege del de-
sarrollo de autoinmunidad hacia los tejidos
periféricos (22).

TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO
AL TRACTO GASTROINTESTINAL
(TLAG) Y SU PAPEL EN LA INDUCCION
DE TOLERANCIA

El TLAG se encuentra conformado por
sitios inductores (placas de Peyer (PPs), fo-
liculos linfoides aislados y nédulos linfaticos
mesentéricos (NLM)) y sitios efectores de la
respuesta inmune (la lamina propia del in-
testino delgado y grueso y epitelio intesti-
nal). No existe otro tejido en el cuerpo hu-
mano con mayor desafio antigénico que el
tejido gastrointestinal, ejemplo de ello es
que el intestino humano adulto alberga
aproximadamente 10 microorganismos,
por lo que debe ser altamente regulado y
deben establecerse claramente los limites
entre el desarrollo de una respuesta tolero-
génica versus una respuesta pro-inflamato-

Vol. 51(2): 159 - 192, 2010



168

Berrueta y Salmen

ria (19). En el intestino la tolerancia es in-
ducida contra los antigenos de la dieta y
agentes comensales, las CDs residentes de
este tejido estan especializadas para captu-
rar antigenos directamente de la luz intesti-
nal, a través de protrusiones dendriticas
emitidas desde la cara basal del epitelio in-
testinal, y una vez procesados y presenta-
dos, ellas le imparten instrucciones de alo-
jamiento y localizacion intestinal a los linfo-
citos que alli maduran, favoreciendo asi el
desarrollo de Treg y el cambio de isotipo
hacia IgA, que media la exclusiéon de mi-
croorganismos tanto patégenos como co-
mensales (20).

Las CDs a nivel del TLAG se encuen-
tran distribuidas de manera estratégica a lo
largo de este tejido: en la lamina propia,
PPs, foliculos linfoides aislados y ndédulos
linfaticos mesentéricos (NLM), y se ha re-
portado que estas CDs son funcionalmente
tolerogénicas. Se han descrito varios facto-
res responsables de la funcién inmunoregu-
ladora de las CDs intestinales, dentro de los
que podemos destacar: 1) Senales derivadas
de las células del epitelio intestinal (CEI), a
través de la liberacion constitutiva de la lin-
fopoyetina del estroma timico (LET) y
TGF-B, que acttian de manera sinérgica ¢
inhiben la produccion de 1L-12 por las CDs
y promueven la liberacion de TGF-f, bien
sea endégeno o procedente de células adya-
centes y de acido retinoico (AR), ambos
responsables de promover el desarrollo de
las CDs CD103+. Las CDs CD103+ se loca-
lizan predominantemente en los NLM y han
sido identificadas tanto en ¢l humano como
en el raton. Estas células fallan en secretar
IL-12 y generar linfocitos T con fenotipo
Th1 in vitro (20), esta subpoblacion de CDs
103+, expresa ademas la integrina aEB7 y
utilizan al AR captado del microambiente o
generado por ellas mismas, para mediar la
tolerancia oral (39). 2) Senales derivadas
de las células del estroma, su funcién mo-
duladora es a través de la liberacion de

COX2 y prostaglandina E2 (PGE2), que in-
hiben la liberacion de IFNs por las CDsp; 3)
Senales derivadas de las células del sistema
inmune, a través de la participacion de los
macrofagos intestinales, que expresan al-
dehido deshidrogenasa tipo 1 (ALDH1), lo
que sugiere que podrian ser otra fuente im-
portante de AR (19, 20) y 4) Sedales con-
troladas por la flora intestinal, que partici-
pan en este delicado balance Treg /células
efectoras (Th17), de esta manera bacterias
comensales intestinales como Faecalibacte-
rium prausnitsii, inducen la produccion de
IL-10 (45) y el incremento de la frecuencia
y polarizacion de Treg Tr1-1L-10+ y de célu-
las Trl1-like (46).

El AR producido por las CDs, macréfa-
gos y CEI (19), media un incremento en la
expresion del receptor para TGF-f y de esta
manera incrementa la susceptibilidad de las
células al TGF-B, liberado en este microam-
biente, potenciando las senales a través de
su receptor (19). EI AR ademas, bloquea
por mecanismos no del todo conocido el de-
sarrollo de linfocitos con fenotipo Th17
(20, 39) y actida como un co-factor de
TGF-B para inducir las Treg (47). Las Treg
generadas por esta via son mas estables y
eficientes para inducir respuesta supresora,
que aquellas generadas solo en presencia de
TGF-B (48). La importancia del AR, viene
dada por observaciones de que su ausencia
condiciona la alteracion de la integridad de
la barrera epitelial, afecta la recirculacion,
el alojamiento en el tejido gastrointestinal,
la produccion de IgA secretada y el desarro-
llo de Treg Foxp3+ inducida TGF-f+ (Th3)
(19, 47, 48).

Las Treg residentes de este tejido, ex-
presan un repertorio de TCR particular, di-
rigido a reconocer antigenos de la dieta y
de agentes comensales, los mecanismos in-
volucrados en su generacion son similares
al resto de las poblaciones de células T, sin
embargo un evento que aparentemente es
crucial para su generacion es la autofagia,
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mediada por las células epiteliales timicas
(46, 49). La frecuencia de Treg es mayor en
los n6dulos linfaticos mesentéricos (8%) y
del colon (40%) que en los nédulos linfati-
cos periféricos (4%). Su importancia en la
homeostasis intestinal, ha sido evidenciada
por la elevada susceptibilidad a desarrollar
enfermedad inflamatoria intestinal en rato-
nes deficientes de Treg, particularmente
Trl, indicando que la IL-10 tiene un papel
fundamental en el mantenimiento de la inte-
gridad del epitelio intestinal, por limitar la
respuesta de estrés en el reticulo endoplas-
matico (50). Estas Treg ademads controlan la
respuesta pro-inflamatoria, a través de la for-
macion de conglomerados alrededor de las
CDs y de esta manera compiten con las célu-
las “naive” evitando asi su activacion y gene-
racion de respuesta efectora. Las sefales
que controlan la expresion de IL-10 no son
del todo conocidas, en modelos de ratones,
se ha puesto en evidencia que la IL-21,
Blimp1 y ¢-maf, constituyen factores impor-
tantes en su regulacion. El factor de trans-
cripcion ¢-maf es inducido en presencia de
IL-27 e IL-21 y a través de la coestimulacion
via ICOS/ICOS-L. La importancia de esta ul-
tima interaccién se evidencia por la ausencia
de Treg productoras de IL-10, en animales
deficientes de ICOS (46).

CELULAS T REGULADORAS
Y TOLERANCIA INMUNE

Se ha progresado mucho en el entendi-
miento de cémo se regula el sistema inmu-
ne, y con gran interés en las llamadas célu-
las Treg, cuya funcién es el mantenimiento
de la tolerancia a lo propio y la homeostasis
del sistema inmune. Estas poblaciones lin-
foides se especializan en suprimir la res-
puesta inmune cuando esta represente una
amenaza para el organismo, tal es el caso
de la autoinmunidad, en enfermedades alér-
gicas y otras enfermedades inflamatorias
(51). Por otro lado una actuacién exagera-

da de esta subpoblacién celular puede blo-
quear la respuesta inmune protectora en
enfermedades infecciosas y en el cancer
(52). Las llamadas células Treg naturales
que constituyen el 10% de las células CD4+
periféricas, expresan el marcador CD25 (ca-
dena alfa del receptor de IL-2) y el factor de
transcripcion Foxp3 en el timo, mientras
que las llamadas Treg periféricas son indu-
cidas a expresar Foxp3 en la periferia (53).
La poblaciéon de Treg inducidas en la perife-
ria incluye a) Treg secretoras de IL-10
(Tr1), b) Treg que secretan TGF-By ¢) Treg
inducibles que expresan Foxp-3 (46).

La importancia de estas células es ilus-
trada por su compromiso en el manteni-
miento de la tolerancia a lo propio y cuya
deplecion conduce al desarrollo espontianeo
de enfermedades autoinmunes en roedores
normales, y también por la descripcion de
alergia, inmunopatologia y enfermedades
autoinmunes severas en humanos y roedo-
res con mutaciones en los genes de Foxp3
(54, 55).

Los mecanismos moleculares de la ac-
cion supresora de las Treg representan un
area de intenso estudio. Los siguientes ha-
llazgos sustentan los altimos avances al res-
pecto: 1) Las células CD4+CD25+Foxp3+
pueden inhibir el desarrollo de enfermeda-
des autoinmunes y de enfermedad inflama-
toria intestinal, 2) Las Treg son capaces de
suprimir la activacion de células T in witro,
3) La induccién de la expresion de Foxpd
en células T normales puede transformarlas
en células parecidas a Treg con efectos su-
presores in vivo e in vitro sugiriendo que
este factor de transcripcion es fundamental
en el control de moléculas clave mediado-
ras de supresion (5, 56).

MECANISMOS DE SUPRESION
DEPENDIENTES DE TREG

Como mediadores de supresién se han
propuesto mecanismos de contacto célu-
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la-célula y mecanismos secundarios a la se-
crecion de mediadores solubles. La contri-
bucion de los mecanismos dependientes del
contacto célula-célula fueron sugeridos por
la incapacidad de Treg de inhibir la prolife-
raciéon de células T respondedoras cuando
las dos poblaciones se separaron mediante
una membrana semi-permeable in witro.
Una vez establecido el contacto, las Tregs
pueden destruir las células respondedoras
incrementando el AMPc intracelular, lo que
conduce a la inhibicion de la produccion de
IL-2 y de la proliferacion celular (57); gene-
rando adenosina intracelular dependiente
de CD39 y CD73 (58). Las Treg pueden dis-
minuir la expresion de B7 en las APC, ¢ in-
crementar la produccion de IDO. IDO cata-
liza la conversion de triptéfano en kinureni-
na, el cual es toxico para las células T cir-
cundantes a las células dendriticas. Estas
vias parecen ser dependientes de la expre-
sion de CTLA-4 (53).

Como factores solubles de supresion se
han propuesto principalmente la IL-10 y el
TGF-B. Sin embargo, la neutralizacion de
cualquiera de estas citocinas no bloquea el
fenémeno de supresion in vitro. En contras-
te, se ha descrito que ambas contribuyen a
la supresion de la enfermedad inflamatoria
intestinal (EII) inducida en ratones (59). El
bloqueo de receptores de IL-10 puede neu-
tralizar el efecto regulador de las Treg en
esta condicion patoldgica (60). Por otra
parte, TGF-B puede actuar como un media-
dor de supresién en su forma unida a la
membrana (61). Esta citocina puede condi-
cionar a las células T a ser sensibles a la su-
presion, a mantener la expresion de Foxp3 y
a contribuir con la diferenciacién de otras
células T en Treg. Se ha demostrado mas
recientemente que las células Treg Foxp3+
producen I1.-35 una citocina supresora de la
familia de IL-12. Las Tregs deficientes en
IL-35 tienen una capacidad supresora redu-
cida tanto in vivo como in vitro (62).

¢Que mecanismo de supresién es fun-
damental para la funcion de las Treg? Aun-
que el papel de TGF-B es controversial, este
no es un mediador directo de supresion
(53), vy la deficiencia de IL-10 produce EII
pero no enfermedad autoinmune, sugirien-
do que el mecanismo dependiente de IL-10
es importante para la homeostasis en el sis-
tema inmune de las mucosas, pero no es in-
dispensable para la autotolerancia sistémi-
ca. Las deficiencias de IDO, IL-35, LAG-3,
granzima y perforina, no son causas de au-
toinmunidad. Dos candidatos se han pro-
puesto como mecanismos centrales de su-
presion para mantener la autotolerancia:
Uno dependiente de CTLA-4 y el otro de
IL-2.

El papel de CTLA-4 en la funcion de las
Treg ha sido siempre controversial. Los si-
guientes hallazgos apoyan un papel esencial
para CTLA-4 en la funcion supresora de las
Treg: 1) El bloqueo de CTLA-4 mediante un
anticuerpo monoclonal induce enfermedad
autoinmune 6rgano especifica, 2) Foxp3 en
conjunto con otros factores de transcrip-
cién incrementa la expresion de CTLA-4 al
unirse a la region promotora de su gen
(63-65), vy 3) finalmente, ratones con defi-
ciencia de CTLA-4 Treg especifica, padecen
linfoesplenomegalia y desarrollan hiperpro-
duccion de IgE. Sin embargo no debe des-
cartarse la funcién de CTLA-4 al expresarse
en células T efectoras activadas para modu-
lar su activacion.

Ademas de CTLA-4, moléculas relacio-
nadas con IL-2 (incluyendo a CD25) pueden
contribuir a la funcién supresora de Treg
debido a que la deficiencia de cada una de
las moléculas relacionadas con IL-2 produ-
ce enfermedad autoinmune fatal; IL-2 es re-
querida para la sobrevivencia de las Treg
naturales y Foxp3 se une a los promotores
de los genes de IL-2 y CD25. Estos hallaz-
gos sugieren que IL-2 puede requerirse para
el mantenimiento y activacién de las Treg
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naturales y para la supresién dependiente
de Treg (66).

El modelo de supresién dependiente
del contacto célula-célula lleva implicito la
formacion de agregados de Treg alrededor
de las células dendriticas, a manera de blo-
quear el acceso de las células T efectoras a
las células dendriticas (67). Este proceso de
agregacion es dependiente del antigeno, de-
pendiente de LFA-1 (lymphocyte func-
tion-associated antigen-1), pero indepen-
diente de CTLA-4. Mediante la formacion
de agregados, las Tregs inhiben el incre-
mento de CD80 y CD86 en células dendriti-
cas inmaduras y promueven la disminucién
de la expresiéon de estas mismas moléculas
en células dendriticas maduras. Esta modi-
ficacion en la expresion de CD8O y CD86 es
dependiente de CTLA-4 (67).

El mecanismo de supresion dependien-
te de CTLA-4 no es del todo conocido. La
ocupacion de las moléculas CD8O y CD86
puede resultar en disminucion de la expre-
sion de las mismas y en produccion de IDO
en células dendriticas, conduciendo a la
produccion de kynurenina. Adicionalmente,
las Tregs que expresan niveles clevados de
CD25 en su membrana, pueden atraer la
IL-2 presente en el medio disminuyendo su
disponibilidad para otras células efectoras
desencadenando apoptosis de las mismas
(68).

PAPEL DE LAS CELULAS TREG
EN EL CONTROL DE LA INTERACCION
PATOGENO-HOSPEDADOR

Los seres humanos han co-evoluciona-
do con los microorganismos en interaccio-
nes que en su mayoria son positivas o neu-
tras (¢j: flora bacteriana en mucosas). Sin
embargo esta interaccion entre microorga-
nismos y hospedador puede ser negativa
para ¢l segundo, ocasionando patologia.
Muchas de las estrategias que se han desa-
rrollado para las relaciones de simbiosis en-

tre microorganismos y hospedador pueden
ser manipuladas por patégenos para garan-
tizar su propia supervivencia. La generacion
de poblaciones de Treg es una estrategia
ampliamente utilizada por los microorga-
nismos para permanecer en el hospedador
por largos periodos de tiempo (69). Por
otro lado, esta misma estrategia es utiliza-
da por el hospedador para generar el menor
dafio posible en el transcurso de la enfer-
medad.

Aunque las células Treg representan
un mecanismo importante para preservar la
homeostasis, una consecuencia de este con-
trol es el incremento en la sobrevivencia de
los patégenos y en algunos casos de la per-
sistencia crénica de agentes infecciosos.
Las Treg pueden acumularse en el sitio de
infeccion, regulando la funciéon de las célu-
las efectoras locales, previniendo la elimina-
cion eficiente del parasito (70). Las Treg
pueden favorecer la persistencia de patoge-
nos (71), tales como Mycobacterium tuber-
culosis (72, 73) y el virus de la heptitis B
(VHB) (74-76).

En algunos casos las Tregs pueden
controlar ¢l balance fino establecido entre
el patégeno y su hospedador mediando un
equilibrio que puede resultar mutuamente
beneficioso. En otros casos ¢l control regu-
latorio es excesivo, permitiendo la replica-
cion del patégeno en forma incontrolada,
comprometiendo la sobrevivencia del hos-
pedador. Después de la infeccién experi-
mental con una cepa hipervirulenta de
Mycobacterium tuberculosis, se evidenci
reduccion de la respuesta Thl en correla-
cién con aparicion de células Foxp3 produc-
toras de IL-10 (77). En el caso de la filaria-
sis se ha observado una supresion sistémica
profunda del sistema inmune del hospeda-
dor (78).

En asociacion con este balance entre
respuesta inmune protectora versus un me-
canismo patogénico inducido por el agente
infeccioso, se encuentra el balance entre
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activaciéon de la respuesta inmune efectora
y el desarrollo de autoinmunidad. La res-
puesta inmune en el contexto de infeccion
puede tener varios efectos en el desarrollo
potencial de autoinmunidad, partiendo del
dano a los tejidos propios en el contexto de
la infeccién, incrementando la posibilidad
de desarrollar respuesta inmune especifica
contra tejidos propios.

MODULACION VIRAL
DE LA SENALIZACION VIA TCR

La capacidad de controlar senales ge-
neradas a través del TCR durante la presen-
tacion antigénica representa un mecanismo
fundamental de induccion de tolerancia
tanto central como periférica. Muchos virus
tienen la capacidad de modular la funcién
del TCR tanto positiva como negativamente
para asegurar su replicacién (79). Sin em-
bargo los mecanismos especificos utilizados
por cada virus en particular son muy varia-
dos y mencionaremos algunos de cllos en
esta revision.

Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)

Este virus ha sido el mas estudiado por
sus efectos sobre el TCR. El VIH tiene varias
proteinas que pueden modificar la funcion
del TCR y entre ellas se encuentra Nef, una
proteina miristoilada que contribuye sus-
tancialmente a la patogenicidad, replica-
cion e infectividad del VIH (80). Nef ha
mostrado efectos tanto inhibitorios como
estimuladores sobre la senalizacion via
TCR. Esta proteina ejerce sus efectos sobre
la activacion del linfocito T mediante aso-
ciaciéon directa con proteinas que partici-
pan en la cascada de senalizaciéon del TCR.
Se ha reportado que Nef puede asociarse a
kinasas de la familia Src (81), PI3 kinasa
(82), la cadena ¢ del TCR (83) entre otras.
Sin embargo, los resultados de los estudios
realizados para comprender los efectos de

estas interacciones son controversiales, por
cuanto en algunos casos la interaccion des-
crita tiene un efecto activador de la senali-
zacion via TCR, mientras que en otros se ha
reportado que la participacion de Nef es de
naturaleza inhibitoria. Las diferencias re-
portadas probablemente estén relacionadas
con la localizacién de Nef posterior a su ex-
presion, por cuanto Nef citoplasmatica me-
dia efectos inhibitorios a través del TCR,
mientras que cuando se localiza en la mem-
brana estimula el TCR. Estos efectos mixtos
de la proteina sugieren que su funcion es
predominantemente la de una molécula
adaptadora (84). Se ha reportado que Nef
enlentece la internalizacion y el reciclaje de
los complejos de TCR inhibiendo de esta
manera su acumulacién en la sinapsis in-
munoldgica (85). De manera similar, Nef
produce la acumulacion de Lek en los endo-
somas inhibiendo su reclutamiento a la
sinapsis inmune.

Virus de la hepatitis C (VHC)

Se ha observado que el virus de la he-
patitis C causa disminucion de la expresion
de la cadena ¢ del TCR in vivo (86). Se ha
reportado que proteinas del VHC tienen
efectos tanto positivos como negativos so-
bre el TCR in witro. La proteina de envoltu-
ra del virus E2 se une al receptor CDS81
aportando una sefnal de coestimulacién
para el TCR, proceso que al parecer es de-
pendiente de Lek y conduce a fosforilacion
prolongada de TCR-C, ZAP-70 y LAT (87,
88). Ademas se ha reportado que la protei-
na del core viral puede modular la actividad
de factores de transcripcién inmediatos a la
senal del TCR incrementando la concentra-
cion y oscilacion del Ca++ citoplasmatico
(89). Adicionalmente otros autores han re-
portado un ndmero de funciones inhibito-
rias para la proteina del core del VHC inclu-
yendo alteracion de la activacion de protei-
nas como Lck ZAP-70, Akt y ERK, incre-
mento de la expresion de PD-1 y arresto en
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el ciclo celular, efectos mediados a través
de su interaccion con el receptor del com-
plemento gC1gR (90, 91).

Virus Epstein Barr (VEB)

El virus responsable principal de la mo-
nonucleosis infecciosa puede ademds pro-
ducir enfermedad linfoproliferativa en suje-
tos inmunocomprometidos, carcinoma na-
sofaringeo y enfermedad de Hodgking. El
VEB infecta predominantemente a los linfo-
citos B en los que establece latencia y alte-
ra seifiales a través del BCR. Sin embargo, el
virus puede infectar también los linfocitos T
induciendo la expresién de citocinas proin-
flamatorias. La senalizacion via TCR es inte-
rrumpida en las células T infectadas me-
diante una proteina denominada LMP2A.
Esta proteina puede unirse a proteinas de
senalizacion tales como Lek, Fyn y ZAP70,
favoreciendo su ubiquitinacion y conducien-
do a inhibicion del TCR (92).

CELULAS Treg INDUCIDAS
POR MICROORGANISMOS

Los microorganismos que tienen como
objetivo persistir en el hospedador, obede-
cen al mismo principio: el sistema inmune
constituye su nicho ecolégico y han co-evo-
lucionado con su hospedador aprendiendo
como manipular las APC para dirigir el tipo
de respuesta inmune que garantice su so-
brevivencia. En este sentido, los microorga-
nismos inducen células Treg para perpe-
tuarse en el hospedador indefinidamente.

Se ha demostrado que muchos patdge-
nos inducen células Trl o productoras de
IL-10 en el contexto de infecciones créni-
cas. La IL-10 puede inhibir la respuesta in-
mune (tanto Thl como Th2) frente a mu-
chos patégenos en varios modelos experi-
mentales (93, 94) y en enfermedades huma-
nas tales como. Tuberculosis, malaria, VHC,
filariasis, leishmaniasis y schistosomiasis
(95-98). Se han identificado productos mi-

crobianos capaces de manipular las células
dendriticas (CDs) para inducir poblaciones
de células Treg. Por ejemplo, la hemagluti-
nina filamentosa de Bordetella pertusis in-
duce la produccion de IL-10 en CDs y estas
CDs favorecen la diferenciacion de células T
virgenes en células Trl (99).

Aunque la mayor parte de las eviden-
cias indican que las células Treg Foxp3+ se
desarrollan y maduran en el timo, éstas
pueden desarrollarse también fuera del
timo bajo ciertas condiciones. Las células
Treg virgenes pueden expresar Foxp3+ des-
pués de la estimulacién via TCR en presen-
cia de TGF-B, tanto en ratones como en hu-
manos (100, 101). Asi mismo, se ha demos-
trado que la administracion in vivo de dosis
subinmunogénicas de antigeno, asi como la
expresion endégena de antigenos extraios
en un ambiente linfopénico, puede condu-
cir también al desarrollo de células Treg
Foxp3+ (102, 103).

INDUCCION DE Treg DURANTE
PROCESOS INFECCIOSOS

Las células Treg no son inducidas en
forma significativa durante procesos infec-
ciosos agudos, por cuanto la presencia de
subpoblaciones Thl y Th2 prevalecientes al
inicio del proceso pudieran interferir el de-
sarrollo de Treg Foxp3+ (104). Sin embar-
g0, la infeccién crénica puede requerir un
nivel adicional de regulaciéon que puede ser
garantizado por la presencia de células Treg
Foxp3+. Esta hipdtesis se sustenta en el he-
cho de que durante la infeccién los efectos
de la respuesta inflamatoria estdn a menu-
do asociados con procesos anti-inflamato-
rios, incluyendo la produccion de TGF-B.
Ademads algunos patégenos tienen como
blanco sitios en donde TGF-f se encuentra
en concentraciones elevadas, tal es el caso
de la mucosa intestinal. TGF-B puede ser
producido también por células infectadas o
células que de alguna forma han estado en

Vol. 51(2): 159 - 192, 2010



174

Berrueta y Salmen

contacto con el microorganismo como se
ha mostrado en modelos de infeccion por
Trypanosoma crusi, durante la malaria
(105, 106). Células con fenotipo de Treg
pueden ser inducidas en sangre periférica
durante el curso de procesos infecciosos,
como ocurre por ejemplo en pacientes in-
fectados con el virus de la Hepatitis B
(VHB) (74, 75, 107).

Varias evidencias experimentales so-
portan que en el contexto de infecciones
crénicas puede ocurrir conversion de célu-
las Treg. Por ejemplo, se ha observado que
los monocitos procedentes de individuos sa-
nos expuestos a Mycobacterium tuberculosis
pueden inducir células Treg Fox-p3+ me-
diado por PGE-2 a partir de células T CD25-
(108). De igual manera se ha reportado que
células T infectadas in vitro con VIH incre-
mentan la expresion de Foxp3 en una mane-
ra dependiente de TGF-B (109).

ESPECIFICIDAD ANTIGENICA
DE LAS CELULAS Treg

Las células Treg pueden reconocer anti-
genos propios que son liberados como pro-
ducto del dano tisular, y durante las infec-
ciones crénicas pueden reconocer por ejems-
plo antigenos microbianos (70, 97, 110,
111). En un modelo mirido de leishmaniasis
se ha observado que las células Treg pueden
acumularse en el sitio de infeccién y que son
capaces de reconocer antigenos derivados
del parasito (112). Adicionalmente se ha evi-
denciado que las células Treg proliferan vi-
gorosamente cuando son re-expuestas al an-
tigeno inductor, se limitan al sitio de infec-
cién y son dependientes del antigeno para su
mantenimiento. Esta compartalizacién pu-
diera explicar el fenémeno de inmunidad
concomitante en el cual el hospedador es in-
mune a la re-infecciéon en un sitio secunda-
rio mientras que se mantienen una infec-
cién croénica local (113).

4COMO LOS MICROORGANISMOS
PUEDEN MANIPULAR LAS CELULAS
Treg?

Por cuanto las células Treg ofrecen
una oportunidad para que los microorganis-
mos generen condiciones favorables para su
persistencia, estos pueden manipular la in-
duccion de células Treg para su sobreviven-
cia. Una via adicional a la estimulacion via
TCR propuesta para ejercer control directo
o indirecto de las células Treg, es mediada
a través de receptores Toll (TLR). En este
sentido se ha demostrado que las células
Treg humanas expresan niveles importantes
de TLRS comparables a los expresados por
CPA vy la co-estimulacién con flagelina via
TLRS5, incrementa la capacidad supresora
de Treg e induce la expresion de Foxpd
(114). En contraste con esta observacion, la
senalizacion a través de TLR2 reduce el
efecto supresor y disminuye la expresion de
Foxp3 (115). La maduracioén de células den-
driticas dependiente de patégenos, via TLR
u otros receptores para reconocimiento de
patrones moleculares, la inducciéon de la
produccion de citocinas y la liberacién de
mediadores inflamatorios y antigenos pro-
cedentes del tejido dafiado como conse-
cuencia de la infecciéon, pueden favorecer la
activacion de Treg contribuyendo por lo
tanto con la sobrevivencia del patégeno.

Un mecanismo importante a través del
cual los microorganismos pueden manipu-
lar la funcién de las Treg, es mediante la
creacion de un microambiente que favorez-
ca su retencion o re-localizacion. En este
sentido se ha demostrado que Leishmania
major tiene la capacidad de incrementar la
expresion de la integrina CD103 mediado
por TGF- B. En este mismo modelo de infec-
cion se demostré que las células Treg deben
expresar CCRS5 para su migracion al sitio de
inflamacién, y la infeccion de APC por el
parasito favorecio la expresion de ligandos
para CCRS5, sugiriendo que el parasito es
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capaz de manipular el microambiente para
favorecer la atraccion y retencion de células
Treg en el sitio de infeccion (116).

PAPEL DE LAS CELULAS T
REGULADORAS EN INFECCIONES
VIRALES

El papel patogénico de las Treg duran-
te las infecciones virales cronicas ha sido
considerado, especialmente en aquellas
donde ha fracasado el desarrollo de vacunas
o donde las vacunas existentes no son 100%
efectivas, ejemplo de ello es la infeccion por
el VIH, VHC y VHB (117). Durante las infec-
ciones virales agudas autolimitadas, ocurre
una respuesta de linfocitos T CDS8 vigorosa,
que conduce a la eliminacion viral, sin em-
bargo muchos virus producen infecciones
persistentes a pesar de la respuesta cons-
tante y vigorosa de esta subpoblacion celu-
lar (118), lo que probablemente involucra-
ria a las Treg como principales responsables
de la persistencia viral. Aunque el papel de
estas células pudiera ser beneficioso debido
a que limitaria el dano tisular, ellas tam-
bién pudieran inhibir la funcién de las célu-
las efectoras especificas y favorecer la per-
sistencia de patégenos, de hecho ha sido
considerado como uno de los mecanismos
de escape de la respuesta inmune utilizado
por diversos patdégenos que generan infec-
ciones cronicas persistentes (117).

Existen varios modelos muridos de in-
feccion cronica, donde las Treg juegan un
papel importante para su persistencia,
ejemplo de ello es el virus Friend (FV), don-
de las Treg CD4+CD25+ suprimen las fun-
ciones efectoras y la produccion de IFN-y
por las T CD8+ especificas (119), de igual
manera ocurre en ¢l modelo mirido de in-
feccion por el virus del herpes simplex
(HSV), donde se evidencia supresion de la
respuesta CTL especifica por linfocitos T
CD4+CD25+ y la deplecion de estas célu-
las restaura la respuesta CD8+ especifica y

la generacion de células T CD8+ de memo-
ria (120). En el caso de infecciones croni-
cas en humanos, el papel de las Treg (tanto
T CD4+ como CD8+) se ha puesto en evi-
dencia en diversos modelos, tal es el caso
de la infeccion por virus hepatotropos (VHC
vy VIB), VIH y HTLV (117, 121).

Dentro de los factores responsables de
la supresion y de la respuesta antiviral ina-
propiada, se encuentra la modulacion de la
expresion de PD-1 en las células virus espe-
cifica y la presencia de citocinas inhibito-
rias como IL-10, provenientes probablemen-
te de CDs y de las Treg (117). Evidencias
recientes indican que el bloqueo de la inte-
raccion de PD-1 con su ligando (PDL-1),
restaura la respuesta T virus especifica
(122, 123), mientras que el bloqueo de
IL-10 resulta en la resolucion de la infec-
cion cronica en modelos animales como el
de la coriomeningitis linfocitica murida ex-
perimental (124).

Infeccion por el VIH

La disfuncion de las c¢élulas T es la ca-
racteristica principal de la infeccién por el
VIH, explicado en parte por la presencia de
las células Treg; las cuales inhiben la fun-
cion tanto de linfocitos T CD4+ como T
CD8+ antigeno especificas, esta inhibicion
es evidenciada por una reduccion de la ca-
pacidad de produccion de IFN-y, de la proli-
feracion celular y de la actividad citolitica.
La funcién supresora de las Treg durante la
infeccion por el VIH es dependiente del
contacto y no de la presencia de IL-10 y
TGF-B, y se ha descrito que puede ser indu-
cida por antigenos del VIH, que conducen a
la proliferacion y desarrollo de Treg antige-
no especificas (111). No existen dudas de
su presencia durante la infeccion por el
VIH, sin embargo existen resultados contra-
dictorios en relacion con su significado du-
rante la infeccion y evolucion de la enfer-
medad. Algunos autores indican que su pre-
sencia pudiera mas bien tener un efecto be-
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neficioso ya que pudiera controlar el estado
de activacion cronica (110), mientras que
otros muestran que un reclutamiento im-
portante de estas en los ndédulos linfiticos,
y su presencia en este microambiente, su-
prime la actividad citolitica virus especifi-
cas, contribuyendo asi a la ineficiencia de la
respuesta inmune sobre este virus (125); un
hallazgo que apoya este punto de vista es
que en pacientes progresores hacia la fase
de SIDA, se ha encontrado niveles elevados
de TGF-B1 en los tejidos linfoides, en com-
paracion con los no progresores, lo que pu-
diera contribuir con la expansién y madura-
cién de Treg en estos tejidos (125).

Otro hallazgo que soporta estos resul-
tados, es que los nédulos linfiticos de pa-
cientes sin tratamiento, tienen un elevado
porcentaje de CDs inmaduras, implicando-
las en ¢l desarrollo de Treg durante la infec-
cion por VIH (126). Dentro de los factores
que pudieran estar involucrados sobre este
fenotipo inmaduro de las CDs y en la gene-
racion de las Treg, son los antigenos del vi-
rus, como por e¢jemplo Vpr que actiia sobre
las CDs, induciéndolas a permanecer en es-
tado de inmadurez, asociado a una disminu-
cion de la expresion de moléculas co-esti-
muladoras sobre las CDs, asi como también
a una reduccion de la produccién de IL-12 ¢
incremento en la producciéon de IL-10
(127) y de IDO (128). Por otro lado la expo-
sicion de CDs a gp120 o particulas virales
inactivadas, promueve una funcién inapro-
piada de las CDs, favoreciendo el desarrollo
de Trl que a su vez inhiben la respuesta
efectora anti-VIH (129, 130).

Antigenos del VIH también promueven
la maduracién de linfocitos Treg CD8+ pro-
ductoras de TGF-B, y son capaces de supri-
mir la respuesta T efectora de manera anti-
geno no especifica (131). Asi, la frecuencia
de Treg CD8+/IL-10+/PD-1+ virus especi-
fica, incrementa en pacientes VIH positivos
conforme progresa la enfermedad y se aso-
cia con incapacidad citolitica de las CD8+

efectoras, la importancia en la patogénesis
de la infeccién es que su depleciéon promue-
ve la recuperacion de la respuesta efectora
(123, 132).

Reportes recientes han sugerido que el
VIH puede aportar una senal de sobreviven-
cia y proliferacion para las células Treg
(133). En un modelo in vitro se observé que
la exposicion de las Treg al VIH inactivado
indujo incremento en Treg en una manera
dependiente de gp120, mostrando ventajas
de sobrevivencia sobre las células T efecto-
ras. Esta ventaja podria proteger las células
Treg de la destruccion en los tejidos linfoi-
des en donde la replicacién viral ocurre a
tasas elevadas. Por otro lado el VIH no in-
fecta células Treg, lo cual pudiera represen-
tar un mecanismo de protecciéon para la re-
plicacion viral, mecanismo que se ha sugeri-
do como dependiente de la expresion de
Foxp3, interfiriendo con el promotor para
la replicacion del virus dentro de las c¢élulas
Treg. Esto pudiera prevenir selectivamente
la muerte celular de las Treg y contribuir
potencialmente con la inmunosupresion ge-
neralizada observada en los pacientes infec-
tados con VIH (134).

Virus linfotrépico humano de células
T tipo 1 (HTLV)

Es considerado como uno de los virus
humanos capaces de inducir disfuncién de
Treg. Las c¢élulas T CD25+, son los princi-
pales reservorios para la replicacion de este
virus (135). En este ejemplo de infeccion vi-
ral, tanto el porcentaje de células Foxp3+,
como los niveles de Foxp3 intracelulares es
reducido, aparentemente mediados por la
proteina tex del HTLV-1 (136).

Ebstein barr (EBV)

Las células Trl juegan un papel impor-
tante en la persistencia del virus EBV, se han
identificados células T Foxp3+ EBV especifi-
cas, lo que pudiera tener implicaciones im-
portantes en el desarrollo de vacunas (137).
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En individuos inmunocomprometidos some-
tidos a trasplante, se evidencia expansion de
Treg CD8+ cuando se exponen a CDs infec-
tadas por EBV, productoras de IFN-y ¢ IL-10,
y suprimen la respuesta T CD4+ efectora de
manera dependiente del contacto célula-cé-
lula, este efecto no se evidencia en controles
sanos no inmunosuprimidos (138).

Hepatitis virales como modelos
de tolerancia inducida por virus

VHC: El 3% de la poblacién mundial es
portadora de la infeccién por el VHC, la
persistencia crénica de este virus, condicio-
na al desarrollo de cirrosis, cancer y falla
hepatica. La infeccion cronica se asocia a
una baja frecuencia de células T producto-
ras de IFN-y y de IL-2 y linfocitos T CD8+
efectores con una marcada expresion de
CTLA-4 y PD-1, como reflejo del agotamien-
to de la respuesta frente a la replicacion vi-
ral persistente (139), marcado por un rela-
cion positiva entre la expresion de PD-1 so-
bre las células efectoras ¢ incremento en
los niveles de carga viral en los pacientes in-
fectados crénicos (140). Esto ademas aso-
ciado con una frecuencia elevada de CD4+
CD25+ circulantes, asi como también un
reclutamiento exacerbado de CD4+CD25+
o CD4+Foxp3+, en el higado de estos pa-
cientes (117, 141-143). La fraccion aislada
de CD4+CD25+ de los pacientes infecta-
dos por el VHC, suprime la proliferacion y
la produccion de IFN-y por las células T
CD8+ y CD4+, cuando son expuestas a pro-
teinas del VHC (141, 144). Adicionalmente,
otra poblacién de Treg CD8+ estan impli-
cadas en inhibir la respuesta efectora tanto
de CD4+ como CD8+, a través de la secre-
cion de TGF-B (145), o de manera depen-
diente del contacto célula-célula (146), lo
que indica su papel fundamental en la per-
sistencia del VHC (117). Otra subpoblacion
de Treg detectada tanto a nivel periférico
como en el tejido hepatico, se caracteriza
por expresar PD-1 (121) e IL-10+, y capa-

ces de inhibir las respuesta T CD4+ efecto-
ra especifica (147).

Estudios recientes han demostrado
que las Treg pueden expandirse de manera
antigeno especifica (148), uno de los anti-
genos implicados con el desarrollo de las
Treg es el core de VHC, el cual induce el
desarrollo de Trl (97), que juegan un papel
crucial en la persistencia del VHC (97,
121). Se ha reportado ademas que las Treg
antigeno especificas tienen poca capacidad
proliferativa (149) y que pudieran ademas
generarse a partir de células CD4+ CD25-y
de células Foxp3+ pre-existentes (150),
esto ha permitido proponer el disefio y de-
sarrollo de vacunas a fin de controlar la in-
feccion por el VHC, dirigidas a revertir la
respuesta supresora frente a estos epitopes
virales. Paralelamente a estos resultados, se
ha evidenciado que la deficiencia de las
Treg tanto en nimero como funcién, duran-
te la infeccién por el VHC, se asocia con
manifestaciones extrahepdticas autoinmu-
nes, como por ejemplo la crioglobiulinemia
y el desorden autoinmune proliferativo de
células B (151).

Estos hallazgos en conjunto atin no de-
jan claro el papel de las Treg durante la res-
puesta especifica contra el VHC, es decir,
se desconoce si estas células estan contri-
buyendo con la persistencia viral, o por el
contrario son reclutadas a fin de controlar
el dano inflamatorio causado por la exposi-
cion viral créonica (121). Esto altimo ha
sido sugerido por resultados recientes que
indican que la presencia de Treg en el higa-
do esta relacionada con el control del cua-
dro inflamatorio, ya que ¢l bloqueo de PD-1
expresado en alta densidad sobre las Treg y
relacionado estrechamente con ¢l grado de
dano a nivel tisular (152), se asocia con in-
cremento en su capacidad proliferativa y de
bloquear a las células efectoras intrahepati-
cas, y esto pudiera permitir la recuperacion
funcional y el control de la respuesta infla-
matoria intrahepatica (153).

Vol. 51(2): 159 - 192, 2010



178

Berrueta y Salmen

Se desconoce qué eventos regulan la
generacion de estas subpoblaciones durante
la infeccion cronica por el VHC. Tal y como
se discutié previamente acerca de los even-
tos que controlan la generacion de estas cé-
lulas, un estudio reciente revela que ade-
mas existe una disfuncion en las CDs de los
pacientes infectados, marcada por una ele-
vada expresion de PD-L1 y una baja capaci-
dad estimuladora, elevada producciéon de
IL-10 inversamente relacionada con su ca-
pacidad de producir IL-12 (154), cuya capa-
cidad inmunoestimuladora puede restituir-
se en presencia de IL-2 y de anticuerpos
neutralizantes anti-IL-10 o mediante la de-
plecion de Treg CD4+CD25+ (155). Estos
hallazgos pudieran indicar que las Treg es-
tan controlando el estado de maduracion
de las CDs, o por el contrario una incapaci-
dad de las CDs para madurar eficientemen-
te en presencia de antigenos del VHC, pu-
diera condicionar a la maduracién de pobla-
ciones linfoides hacia un fenotipo de tipo
regulador, y que a su vez las Treg generadas
como consecuencia de ello son las respon-
sables de mantener este fenotipo de CDs
reg. Las CDs aparentemente no son las tni-
cas células inhibidas por las Treg, sino tam-
bién las clonas Th17 inducidas en presencia
de la proteina no-estructural 4 (NS4)
(156). Algunas proteinas pertenecientes al
virus tienen propiedad inmunoreguladora,
asi la proteina del core del VHC ha sido im-
plicada en la supresiéon de la respuesta in-
mune, debido a su capacidad de reducir la
expresion de MHC-I y II, asi como también
moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86)
y citokinas pro-inflamatoria como IL-6 e
IL-12, tanto en CDs como en hepatocitos,
afectando el desarrollo de res puesta efecto-
ra citotoxica (157).

VHB: aproximadamente 350 millones
de personas a nivel mundial son portadores
del VHB. ElI VHB conduce a una infeccion
persistente entre el 10-5% de los adultos y
95% de los neonatos (117), esta vasta dife-

rencia sugiere que el estatus de la respues-
ta inmune al momento de la infeccion es
critico para determinar su evolucion (158).
Se han realizado esfuerzos importantes
para comprender los factores que estan in-
volucrados en el desarrollo de la cronicidad,
sin embargo atn existen muchas preguntas
por responder. El balance entre la replica-
cion viral y la respuesta inmune del hospe-
dador son clave en la patogénesis de la en-
fermedad hepatica (158). Los individuos
que evolucionan hacia la cronicidad, pue-
den progresar a cuatro diferentes estadios:
tolerancia inmune, eliminacion inmune
(cuando el antigeno e (HBeAg) es positivo),
portador inactivo y reactivacion (negativiza-
cion del HBeAg) (158). Las manifestaciones
clinicas de los individuos que evolucionan
hacia la cronicidad van desde un estado de
portador asintomatico con funcién hepatica
normal hasta enfermedad hepatica severa y
cronica que incluye cirrosis y carcinoma
hepatocelular (158).

Este estado de tolerancia al VHB no es
absoluto sino que parece estar regulado
principalmente por la replicacion viral
(159). Se han realizado avances importan-
tes en el entendimiento de la participacion
de las Treg en la inmunidad contra patdge-
nos, sin embargo existen muchas controver-
sias en cuanto a su papel en el curso de la
infeccion créonica por HBV. Atin no se tiene
claro si su presencia tiene una funcién be-
néfica o contribuye con la persistencia del
virus y es el desbalance entre células efecto-
ras y supresoras, el responsable de la inca-
pacidad de estos individuos para la elimina-
cion del virus (160). Se ha demostrado que
el HBeAg puede promover la cronicidad,
por funcionar como una proteina inmunore-
guladora (161), probado en ratones trans-
génicos que posterior a la transferencia
transplacentaria de HBeAg materno, desa-
rrollan respuesta tolerogénica e inactiva-
cion de respuesta T ayudadora HBeAg/
HBcAg especifica a través de eliminacion
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clonal central, anergia e ignorancia clonal,
resultante en una respuesta citotoxica inefi-
ciente. De esta manera, la tolerancia resul-
tante de la transmision vertical esta media-
da por HBeAg y la secrecion de citocinas
antiinflamatorias, tales como IL-10 (162).
Reportes recientes indican que la frecuen-
cia de las Treg es mas elevada en la circula-
cion y tejido hepatico, en los pacientes in-
fectados cronicos, que en individuos que re-
solvieron la infeccién espontaneamente y
controles seronegativos; estas Treg circu-
lantes son ademas predominantemente pro-
ductoras de TGF-B (107). Este incremento
de las Treg esta asociado con persistencia
del antigeno ¢ (HBeAg) y aparentemente
afecta la adecuada eliminacién del virus,
pero aparentemente no se correlaciona con
la carga viral (143, 163).

De acuerdo con los datos expuestos
previamente, se pudiera argumentar que las
Treg contribuyen con el estado de colapso
de la respuesta inmune caracteristico de la
infeccion cronica por el VHB (76, 107,
163-166). Esta aseveracion esta basada en:
1) La frecuencia de células T con fenotipo
CD4+ CD25+, CTLA-4+, Foxp3+ circulan-
tes, es mayor en los pacientes crénicos y se
correlaciona con las concentraciones de
ADN del VHB (76, 107, 166); 2) La respues-
ta de células T especifica contra HBcAg in-
crementa cuando las c¢élulas T CD4+
CD25+ son depletadas (163-165, 167);
3) Las células T CD4+ CD25+ T controlan
la expansion de células T CDS8 positivas es-
pecificas contra elementos del virus (164),
4) Las células Treg secretan IL-10 en res-
puesta al HBcAg (74), 5) El co-cultivo con
anticuerpos bloqueantes de IL-10 restaura
la respuesta Th1l contra el HBcAg (165),
6) Las Treg pueden ser inducidas in vitro
en pacientes portadores crénicos del virus
en presencia del HBeAg (74), 7) el fenotipo
supresor no es revertido por el uso de sena-
les co-estimuladoras (anti-CD28) (168) y
8) en modelos animales el tratamiento con

IL-12, logra reducir los niveles de Treg re-
clutadas al higado, pero una vez suspendido
el uso de esta interleucina, las Treg vuelven
a poblar el tejido hepatico solo en los ani-
males con la infeccion cronica (169). Existe
ademas un grupo de individuos que no res-
ponden a la vacuna del virus de la hepatitis
B, y ademas de que estos individuos no in-
crementan la expresion de moléculas co
ayudadoras de la estimulacién como CD40L
(170, 171), muestran un incremento en la
expresion de PD-1+en las Treg circulantes
(172). Se ha evidenciado ademas que las cé-
lulas T CDS8 antigeno especificas expresan
altos niveles de la molécula PD-1 en su su-
perficie y esto se correlaciona inversamente
con la resolucion de la enfermedad (173,
174), y finalmente durante la terapia antivi-
ral se ha observado reduccion de la expre-
sién de PD-1 sobre los linfocitos T en pacien-
tes que responden adecuadamente al trata-
miento y esto se asocia con restauracion de
la respuesta inmune especifica (175).

Al igual que en otras infecciones vira-
les, se ha descrito disfuncion de las CDs
también durante la infecciéon crénica por
VHB y frente a elementos del virus, tales co-
mo particulas virales o el antigeno de su-
perficie circulante, pueden suprimir la ca-
pacidad de las CDs mieloides para producir
IL-12 y expresar de moléculas co-estimula-
doras como CD80/86 y CD40 (176). No
solo las CDsm han sido reportadas como al-
teradas durante el curso de la infeccién, las
CDsp aisladas de pacientes infectados cro-
nicos son a su vez productoras predominan-
temente de IL-10 y TGF-B y son potentes in-
ductoras de células Treg (177), sin embar-
go hasta ahora se desconoce si son inducto-
ras o blanco de Treg.

Todos estos hallazgos abren multiples
interrogantes en cuanto al papel y caracte-
risticas de las Treg durante la infeccion cro-
nica, desconociéndose si son especificas
contra componentes del virus, y la partici-
pacion de antigenos del core del HBV en

Vol. 51(2): 159 - 192, 2010



180

Berrueta y Salmen

conducir su desarrollo y promover el mi-
croambiente de supresiéon. El entendimien-
to de todos estos aspectos podria abrir la
posibilidad para el desarrollo de estrategias
terapéuticas (a través de la manipulacion
del desarrollo de las Treg mediante cambios
en la estructura de antigenos del VHB) que
contribuyan con la eliminacion viral en los
individuos infectados crénicos.

MANIPULACION DE LA TOLERANCIA
INMUNE COMO ESTRATEGIA
TERAPEUTICA. LAS CELULAS Treg
COMO BLANCO PARA CONTROLAR
LAS INFECCIONES

La manipulaciéon de las células Treg
ofrece potencial terapéutico por cuanto su
funcién puede resultar excesiva previniendo
el establecimiento de una respuesta inmu-
ne protectora, mientras que en otras cir-
cunstancias este control no es suficiente
para prevenir la Inmunopatologia.

Cuando las células Treg son activadas
en el contexto de una infeccion, muchas cé-
lulas son afectadas incluyendo a las CDs.
Las células Treg pueden formar agregados
con CDs rapidamente, previniendo por un
lado la formacién de sinapsis inmune y por
otro promoviendo al cambio de fenotipo en
las CDs (178). Ademas, las células Treg dis-
minuyen la expresién de moléculas co-esti-
muladoras, la produccién de citocinas y la
funciéon presentadora de antigenos en las
CDs (179). La produccion de IL-10 y TGF-B
por las Treg son elementos adicionales ca-
paces de influir en el fenotipo tolerogénico
de las CDs. Todos estos cambios pueden re-
percutir en la respuesta inmune efectora
contra el patégeno.

La manipulacién de moléculas involu-
cradas en la actividad de las Treg in vivo ta-
les como: CTLA-4, TGF-B o IL-10 por sepa-
rado o combinadas han probado ser efecti-
vas en el control de muchas infecciones cré-
nicas (52). Las estrategias para manipular

la funcion y el nimero de células Treg, tie-
nen gran potencial terapéutico. En muchas
infecciones en ratones y en humanos la de-
plecion de las células Treg ha resultado en
potenciacion de la respuesta inmune (113,
180). La identificacion de moléculas que fa-
vorecen la migracion tejido especifica de las
células Treg, tales como CCR4 o factores
que favorecen su generacion o sobreviven-
cia, pudieran representar elementos clave
que permitiran a los investigadores disefnar
estrategias para manipular sus funciones.

En términos de las dificultades que
hasta ahora ha representado el disefio de
vacunas para el control de enfermedades in-
fecciosas mortales tales como la malaria o
la infeccion por VIH, debemos tener presen-
te que la generacion de una respuesta in-
mune protectora eficiente dependera de
condiciones que prevengan una respuesta
regulatoria supresora concomitante. Las cé-
lulas Treg pueden controlar la intensidad
de la respuesta de memoria ante agentes
infecciosos. En estudios realizados utilizan-
do una vacuna contra Lysteria monocytoge-
nes, se ha demostrado que las células Treg
limitaron la magnitud de la respuesta
CD8+ especifica, después del desafio se-
cundario con la bacteria o la vacuna (181).
De manera similar, el control del ntmero
de Treg previo a la vacunacién con HBV,
tuvo un efecto adyuvante sobre la calidad e
intensidad de la respuesta inmune efectora
(182). En un modelo animal de vacunacion
contra malaria, la deplecion de células Treg
durante la vacunacion resulté en una res-
puesta inmune mds duradera con mejor
control de la diseminacién del parasito,
después del desafio (183).

Cuando se utilizan condiciones subépti-
mas de estimulacién antigénica, las células
T antigeno-especificas convencionales pue-
den cambiar su fenotipo a Treg en la perife-
ria, de tal manera que si la vacunacion es
realizada en condiciones subdptimas se pue-
den generar poblaciones de células Treg pro-
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ductoras por ejemplo de IL-10, que interfie-
ren con la eficiencia de la vacunacion y la
generacion de respuesta de memoria (184).

Una estrategia que ha sido propuesta
para inducir una respuesta inmune efectora
contra agentes infecciosos es el bloqueo de
la conversion de células T en células Treg.
Como se ha mencionado anteriormente, el
estado de activacion de las células dendriti-
cas puede modular la capacidad de induc-
cion de células Treg. Asi mismo se ha de-
mostrado que la generacion de células Th17,
Th1 y Th2 tiene efectos antagonistas en la
conversion de células Treg en la periferia
(104). También se ha observado que la gene-
racion de células Foxp3+, es bloqueada en
presencia de coestimulacion intensa (103).

Es importante destacar que la regula-
cion es a menudo la consecuencia de estra-
tegias complementarias mdaltiples, y duran-
te procesos patoldgicos cronicos, muchas
células pueden adquirir el fenotipo regula-
dor. Usar las células Treg como blanco pue-
de ser importante para reforzar la respuesta
inmune y controlar la infeccion, pero esta
estrategia debe usarse en conjunto con
otras tales como el bloqueo de la produc-
cién de IL-10, la cual es producida a menu-
do por otras células.

Finalmente, gran parte del dafio tisu-
lar que ocurre durante los procesos infec-
ciosos depende de la respuesta inmune
montada por el hospedador, de tal manera
que los mecanismos homeostaticos capaces
de controlar el dano tisular concomitante
son de especial interés y dentro de ellos se
encuentran las células Treg. El balance en-
tre permitir la respuesta inmune necesaria
para eliminar el pat6geno y minimizar la
Inmunopatologia es delicado y puede ser es-
pecifico para cada patégeno. Cualquier te-
rapia disenada para mitigar la funcion de
las Treg durante un cuadro infeccioso debe
ser transitoria y compatible con el estable-
cimiento de inmunidad especifica para el
parasito. Algunas de las estrategias imple-

mentadas involucran la expansion de las cé-
lulas Treg, como por ejemplo la IL-2 (185),
y la induccién de esta poblacion celular con
anti-CD3 en el contexto de infeccion viral
cronica (186).

CONCLUSION

El descubrimiento de la tolerancia
hace 50 afios y la posterior caracterizacion
de las células Treg ha permitido grandes
avances en el entendimiento de los meca-
nismos de regulacion fisiolégica de la res-
puesta inmune y su contribucion en el desa-
rrollo de maltiples enfermedades, dentro de
las que se destacan las infecciones crénicas.
La disfuncién de las Treg reportada durante
la persistencia créonica de patégenos, es un
hecho conocido y esta desregulacion no es
mera coincidencia, sin embargo no se tiene
claro si estas células son la causa o la con-
secuencia de la permanencia de agentes in-
fecciosos y del continuo desafio antigénico,
por lo que es dificil predecir si su manipula-
cion pudiera ayudar a resolver la infeccion
crénica. De alli, que la importancia del es-
tudio de su participacion en la evolucion e
inmupatogenia de los procesos infecciosos
crénicos es fundamental para identificar los
puntos especificos de su intervencion en la
respuesta inmune por un lado y por el otro
establecer en lo posible, diferencias en el
reconocimiento antigénico dependiente de
las poblaciones celulares Treg y los linfoci-
tos T efectores, que permitan su manipula-
cion oportuna. Sin embargo debe tenerse
presente que cualquier terapia disefiada
para mitigar la funcion de las Treg durante
un cuadro infeccioso debe ser transitoria y
compatible con el establecimiento de inmu-
nidad especifica para el parasito. Compren-
der el papel de las Treg durante las infec-
ciones crénicas, pudiera contribuir al dise-
o de nuevas estrategias terapéuticas desti-
nadas a manipular su funcién in vivo para
tavorecer la resolucion de la enfermedad.
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