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RESUMEN

El presente trabajo constituye el primer estudio cuantitativo del fenémeno de la supresién mediada por células T, a
partir de técnicas biomatemadticas. Los resultados obtenidos en el mismo aportan una visién novedosa, cuantitativa,
sobre el fenémeno de la Tolerancia Inmunolégica mediados por linfocitos T-reguladores. En particular se predijo y
demostré por primera vez la proliferacién de los linfocitos T reguladores bajo la influencia de los efectores. Se
descartaron como improbables varios modelos propuestos en la literatura para el mecanismo de accién de las
células T reguladoras. Se definieron las condiciones en las cuales es posible el surgimiento de enfermedades
autoinmunes y aquellas en que es posible lograr una inmunizacién efectiva. Se propuso una explicacién totalmente
novedosa para la seleccién positiva y la seleccién negativa en el timo; que diverge de la visién convencional. Este
tipo de técnicas, basadas en la construccién de formalismos mateméticos y su simulaciéon en computadoras,
resultan imprescindibles para la comprensiéon de los fenémenos inmunolégicos, a medida que la ciencia va
superando los enfoques reduccionistas del Siglo XX, y sustituyéndolos por andlisis a nivel de sistemas complejos,
donde las propiedades del sistema, tolerancia e inmunogenicidad en este caso, no se intenta reducirlas a
propiedades de las células componentes; sino que se estudian como propiedades dindmicas de todo el sistema.
La intuicién y los andlisis cualitativos suelen fallar en este nivel de complejidad; y asi las herramientas tales como
las construidas en este trabajo, se vuelven esenciales para la comprensién de los fenémenos y para el disefio de

nuevos experimentos.

Introduccion

Los mecanismos por los cuales el sistema inmune
distingue aquellas estructuras mol eculares contralas
cuales debe reaccionar (lo “ajeno”) de aquellas que
deben ser toleradas (Io “propio”) constituye el pro-
blemacentral delainmunologia[1]; y tiene enormes
implicaciones practicas parael tratamiento deinfec-
ciones, cancer y enfermedades autoinmunes. En los
Gltimos 10 afios ha habido un cambio trascendental
en lamanerade pensar delosinmundlogos sobre este
tema: alaexplicacion clasicabasadaen laideade que
los clones autoreactivos son suprimidos (delecion
clonal) [2, 3] seadicionaahoralaposibilidad de que
paramuchos antigenos loslinfocitos potencial mente
auto-agresivos existen, pero son controlados por
otros linfocitos-T-regul adores (tol erancia dominan-
te) [4, 5]. La interpretacion cuantitativa de la tole-
ranciaes ahoramas compleja, puessi bien enlateoria
deladelecion clonal latoleranciaalo propio essim-
plemente laausenciade células autoreactivas; parala
teoria de la tolerancia dominante, la capacidad de
tolerar lo propio es una propiedad dinamica de todo
el sistema[6].

El presente trabajo estudio el papel delascélulas T
reguladoras en latol eranciainmunol 6gica. El enfoque
de este estudio es biomatematico. En é se desarrolla-
ron varios modelos tedricos y se confrontaron con
datos experimental es. En este trabajo se distinguieron
dos etapas complementarias. Inicialmente se estudio
el mecanismo por el cual las células T reguladoras
suprimen la actividad de sus células blanco. En esta
primera etapa los model os mateméticos se utilizaron
paraevaluar y comparar cuantitativamente varias hi-
potesis alternativas paradicho mecanismo. Posterior-
mente, y a partir de los model os antes analizados, se
estudiaron las implicaciones de estos mecanismos de
regulacién en la organizacion y funcionamiento del
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sistemainmune. Particularmente, el interés se centro
en lasimplicaciones paraunadistincion efectivaentre
antigenos propios y ajenos en el sistemainmune. En
esta Ultima etapa |os model os mateméticos sirvieron
para establecer relaciones causales entre fendmenos
en diferentes niveles de organizacién del sistema. En
otras palabras, paraderivar las consecuencias anivel
sistémico de propiedadesindividualesdelascélulasy
susinteracciones.

Descripcién de los resultados

Construccion y calibracion de un modelo
para la actividad de las células T reguladoras

Lahipdtesisprincipal alo largo de este trabajo es que
lascélulas T reguladoras suprimen laactividad de sus
células blanco mientras ambas células estan simulta-
neamente conjugadas con lamismacélulapresentado-
ra de antigenos (APC) [7-9]. En otras palabras, la
supresion requiere la formacién de complejos multi-
celulares, que contienen a menosunaAPC, unacélula
reguladoray unacélulablanco. Lasinteraccionesentre
complejos multicelulares han sido propuestas en va-
rios problemas bioldgicos, no obstante al comienzo
del presente trabajo no existian en laliteraturamode-
los matematicos para su andlisis. Por esta razon la
primeratareay el primer resultado fue el desarrollo de
un formalismo matematico parael estudio de estacla-
sedeinteracciones celulares, aplicandolo directamen-
te al estudio de la interaccion entre las células
reguladorasy sus célulasblancos (Figural).

El modelo desarrollado [10] estacompuesto de dos
ecuaciones diferenciales ordinarias que describen la
variacién en el tiempo del nimero de células
reguladoras (R) y células blanco (T) como resultado
de suinteraccion mutuay conlas APCs. En laformu-
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lacién del modelo se hicieron las siguientes asuncio-
nes, que ayudan asimplificar el mismo:

1. Las APCs constituyen una poblacion homogé-
neade células, que poseen en su superficie un numero
dado (parametro S) de sitios independientes para su
union alinfocitos.

2. Los procesos de conjugacién y desconjugacion
de los linfocitos a los sitios de conjugacién en las
APCs pueden ser descritos como procesos cinéticos
de primer orden, en analogia con los formalismos
utilizados para describir las interacciones proteina-
ligando. Estos procesos fueron ademas asumidos
como procesos rapidos comparados con otros pro-
cesos en lafisiologiadeloslinfocitos (gjemplo divi-
sion y muerte celular).

En el formalismo obtenido fueron implementados
cuatro model os mateméti cos especificos que se des-
cribe la dindmica de las poblaciones de las células
reguladoras y sus células blancos (Figura 1). Estos
model os representan | as siguientes hipdtesis existen-
tesen laliteratura para el mecanismo de supresion:

C1- Lasupresion es el resultado delacompetencia
entrelascélulasRy T por recursos en lasuperficie de
lasAPCs[8-9].

C2- La supresion es mediada por una sefial
inhibitoriadirectadadapor lacélulaR alacélulaT en
el complejo multicelular [11].

C3- Lainteraccion entrelascélulas Ty R no solo
media una inhibicion directa de la activacion de las
células T, sino que también media una estimulacién
positiva de a proliferacion de las células R. Quizas
como resultado de factores de crecimiento producido
por lascélulaT [10].

C4- Lacélula R no soloinhibelaactivacion delas
célulasT, sino queinduce ladiferenciacion delasmis-
mas al fenotipo regulador [12].

Para cada uno de estos model os [10] se obtuvieron
inicialmente sus diagramas de fase y se analiz6 labi-
furcacién de sus propiedades dinamicas dependiendo
de los parametros del mismo. Se argumento que para
explicar cuantitativamente los resultados de los expe-
rimentos de transferencia adoptiva de tolerancia (in
Vvivo), se requiere un modelo donde: i) exista unare-
gion de su espacio de pardmetros donde es biestable,
siendo posibleinterpretar estos dos estados de equili-
brio estable como un estado de toleranciay otro de
inmunidad, respectivamente; y ii) en el estado de equi-
librio, interpretado como tolerancia, ambas poblacio-
nes de células, las reguladoras y sus blancos, pueden
coexistir en equilibrio. Se concluyé entonces que sélo
aquellos model os deinteraccion donde el crecimiento
de la poblacion de células T reguladoras es estricta-
mente dependiente de sus células blancos cumplen
con las dos propi edades antes mencionadas (model os
C3y C4) y por tanto son compatibles con los resulta-
dos de experimentos in vivo.

Posteriormente [13] los modelos fueron compara-
dos en cuanto a su capacidad de explicar cuantitativa-
mente |os resultados de experimentos de supresion in
vitro. Este estudio permitio cuantificar laeficienciade
lasupresi6n en mecani smos deinteraccion que son de-
pendientes de la formacion de complejos multicelula
res, demostrandose la existencia de un limite superior.
Lacomparacion de estelimite con los datos experimen-
tales mostr6 que el modelo C1 no es capaz de ajustar
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Figura 1. Formalismo matemadtico para el estudio de interacciones en complejos multicelulares. Diferentes
hipétesis para la interaccion de las células Ry T entre si y con las APCs pueden ser representados, a partir

de la definicion de los coeficientes de interaccion a.i,j) y ai,j) -

| os datos experimental es en ninglin rango de parametros,
mientras que el modelo C2 solo alcanzalos nivelesde
supresion obtenidos para valores no realistas para €
tiempo medio dedivisiéndelascélulas T (td< 6 horas)
(Figura2A). Por otrapartelosmodelos C3y C4 consi-
guieron gjustar los datos experimentales para valores
realistas de sus parametros (Figura 2B), concluyéndo-
se que sol o estos dos model os son compatibles con los
resultadosdeinhibiciéninvitro.

Deconjunto, el andlisistedrico realizado redujo con-
siderablemente el nimero de hipdtesis para el meca-
nismo de supresion y se propuso como modelo
adecuado aquel en el cual la poblacion de células T
reguladoras crece dependiendo de las células blanco
guesuprime. El crecimiento delapoblacion de células
reguladoras pudieraexplicarse apartir delaprolifera-
cion de estas células dependiente de estimul acion por
las células blanco o a partir de una diferenciacion de
las célulasblanco al fenotipo regulador. Laprimerade
estas hip6tesis, que fuera original mente propuesta en
el grupo (modelo C1), fue entonces expl orada experi-
mentalmente a partir del disefio de un nuevo ensayo
desupresioninvitro [6, 14] dondelaproliferacion de
las células reguladorasy sus blancos puede ser cuanti-
ficadaindependientemente usando lacitometriade flu-
jo. Losresultados de este estudio (Figura3) muestran
guelas células blanco cuando se estimulanin vitro en
ausenciade célulasreguladoras, proliferany se obser-
van varios picos en €l marcaje con CFSE. Mas si se
co-cultivan células T y células R, la proliferacion de
lascélulas T disminuye dependiendo de laproporcion
decélulasR en €l cultivo. Por otraparte lascélulasR
no proliferan cuando se estimulan solas con APCsen
cultivo (se observaunico pico en el marcaje con CFSE).
Pero si se co-cultivan con células T, entonces se ob-
serva claramente su proliferacion. Por lo que este es-
tudio corroboro experimentalmente la hipétesis
planteada con o que se demostd por primeravez que
las células reguladoras T CD4+CD25+ proliferan si
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Figura 2. Ajuste de los modelos C2, C3 y C4 a datos experimentales

son estimuladas en presencia de células blanco T
CD4+CD25-. Mas alin, laproliferacion delas células
regul adoras correl aciona directamente con la prolife-
racion delascélulasblanco, sugiriendo laexistenciade
un factor de crecimiento compartido por ambas po-
blaciones y que es producido exclusivamente por las
células blanco en ausenciade supresion directapor las
células reguladoras. La naturaleza de este factor de
crecimiento fue extensamente discutida, proponién-
dose que el mejor candidato es la IL-2, lo que
adicionalmente proporcionaunaexplicacién mecanis-
ticasimple paralaaltaexpresion del receptor delL-2
(CD25) enlascélulasdel fenotipo regulador.

Discriminacién propio/foraneo en un modelo
de sistema inmune con células T reguladoras

Unavez desarrollado y validado el modelo mateméa-
tico de los mecanismos de regulacion, se paso a uti-
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Figura 3. Proliferacion de las células blanco (CD4+CD25-,
marcador Thy 1.1) y reguladoras (CD4+CD25+, marcador
Thy 1.2) cultivas in vitro en diferentes proporciones. La
proliferacién es medida a partir de marcaje con una sustancia
fluorescente (CFSE) que permite determinar el nGmero de
veces que una célula se ha dividido a partir de un marcaje
inicial. Esto es células que no se dividieron estan en el pico del
extremo derecho del perfil de CFSE. Células que se han
dividido una, dos o mas veces aparecen ordenadas en los picos
subsiguientes de derecha a izquierda.
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obtenidos en la literatura.

lizarlo en el estudio de las implicaciones de la su-
presion mediada por células T paraunaefectivadis-
criminacion entre antigenos propios y foraneos en
el Sistemalnmune[15]. Si laactividad supresorade
las células reguladoras sobre las células blanco es
mediada por el co-reconocimiento de antigenos en
las APCs'y los antigenos foraneos son siempre co-
presentados con algun antigeno propio en lasAPCs,
entonces ¢como puede el Sistemalnmune garantizar
toleranciaalos antigenos propiosy alavez montar
respuestas inmune efectivas contra microorganis-
mos invasores? Para abordar este problema varias
simulaciones numéricas de los model os fueron dise-
fladas e implementadas y se adicionaron alas mis-
mas funciones para la generacion y seleccion
intratimica de nuevos clones de células reguladoras
y blanco. La Figura4 muestra esquematicamente la
estructura de las simulaciones.

Seleccién del repertorio
por antigenos propios

50% T
50% R

=)

Eliminacién de los linfocitos

con afinidades de reconocimiento
por los antigenos propios

fuera de la ventana de seleccion
0,01xW<Ke<W

Generacién aleatoria
de nuevos clones
de célulasRy T

15.Ledén K. et al. Tolerance and Inmunity in
a mathematical model of T-cell mediated
suppression. J Theor Biol. 2003 Nov 7;
225(1):107-26.

oe

Interaccién de las células

Ry T en la periferia siguiendo
la dindmica de los modelos
C3 y C4 en el estudio previo

Figura 4. Representacion esquemdtica de las simulaciones del sistema inmune. Los clones generados en
el compartimento “timo” son seleccionados en su interaccién con los antigenos propios y sélo aquellos
con dfinidades de reconocimiento dentro de cierta ventana son exportados al compartimiento periferia.
En la periferia los linfocitos interactuan inicialmente con antigenos propios y ocasionalmente se introduce
en este compartimiento un nuevo antigeno que se denomina como antigeno foraneo (o no propio) para

simular un reto antigénico.
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Los resultados al canzados demostraron que existe
unasolucion dinamicasimple a problemaantes plan-
teado. Enlas simulacioneslainteraccién con antigenos
propios produce 1 de 2 modos diferentes de respuesta
(Figura 5) que se pueden identificar respectivamente
como autoinmunidad y tolerancia. Dadalaaleatoriedad
de la simulacién estos 2 modos de respuesta pueden
ser siempre obtenidos, mas la frecuenciade aparicion
de uno u otro depende de los parametros que contro-
lan el sistema. Mas aun a partir de un sistema que se
organizatolerante alos antigenos propios (Figura5b),
el sistemapuede ser perturbado por laintroduccién de
un antigeno foraneo a producir una expansion de las
células T especificas para el antigeno introducido
(modo de respuestainmune (Figura6), volviéndose al
estado tolerante después de eliminado el antigeno fo-
réneo. L aobtencion de este modo de respuesta requie-
re que laintroduccion del antigeno foraneo provoque
una reduccién cuantitativa de la frecuencia de APCs
conjugadas con célulasreguladoras. Lo queen € mode-
lo puedelograsesi laintroduccién de un antigeno fora-
neo conlleva al desplazamiento significativo de los
antigenos propios de las APCs o a incremento del
ndmero total de APCs en el sistema.

Finalmente un balance adecuado detoleranciaein-
munidad en las simulaciones depende delos parametros
gue controlan el sistemay particularmente aquellos
que controlan lageneracion y seleccion del repertorio
en el timo. LaFigura7 muestraestadependencia. Para
altosvalores delavel ocidad de generacion de nuevos
clonesen el timo y altas afinidades de reconocimiento
por antigenos propios escapando la eliminacion el
timo, el sistema tolera frecuentemente los antigenos
propios, y también tolerafrecuentemente laintroduc-
cién de antigenos foraneos. Mientras que paravalores
pequefios de las magnitudes antes mencionadas el sis-
temararamentetoleralos antigenos propios, massi lo
hace es muy reactivo a la introduccién de antigenos
foraneos. Solo en unafranjaintermediadel plano de
parédmetros el sistema tolera frecuentemente a los
antigenos propios, mas mantiene una alta reactividad
alaintroduccién de un antigeno foraneo. Esta depen-
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dencia permite concluir que una adecuada distincion
entre antigenos propiosy ajenos requiere que el timo
seleccione los clones generados para tener afinidades
de interaccion por los antigenos propios dentro de
unaventanade val ores dados, pero unavez satisfecha
esta condicion, la diferenciacion de los timocitos a
fenotipo regulador puede asumirse como antigeno in-
dependiente. Este resultado plantea unareinterpreta-
cion del papel delos procesos de seleccidn positivay
negativaen el timo en este marco tedrico que es preci-
samente la opuesta a la propuesta por las teorias
inmunol dgi cas clasicas. Laseleccion positivaes nece-
saria para obtener una frecuencia lo suficientemente
devadadecéulas T autoreactivas, tanto efectoras como
reguladoras, que garanticen una tolerancia robusta a
los antigenos propios. L a seleccion negativa es nece-
saria para prevenir laaparicion en periferia de clones
T reguladores de muy alta afinidad por los antigenos
propios, lo que impediria la ruptura de tolerancia a
partir de laintroduccion de un antigeno foraneo.

Conclusiones

El presente trabajo constituye el primer estudio cuan-
titativo del fendmeno de la supresién mediada por
células T, a partir de técnicas biomatematicas. Los
resultados obtenidos aportan una vision novedosa
(cuantitativa) sobre el fenémeno de la Tolerancia In-
munol égicamediados por linfocitos T-reguladores. Los
principal es aportes de este estudio son:

- Laconstruccion de un formalismo matemético ba
sado en ecuaciones diferenciales paradescribir lasin-
teracciones entre células presentadoras, linfocitos
efectoresy linfocitos reguladores.

- Laextension del modelo paraincorporar €l efecto
delasalidapermanente de nuevos clonescelulares del
timo, para obtener un primer simulador simple del
sistemainmune.

- La comparacion cuantitativa de 4 modelos alter-
nativos propuestos en laliteratura para el mecanismo
deaccion delascélulas T reguladoras, se descartaron
los 2 primeros modelos por no gjustarse a los datos
experimentales.
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Figura 5. Modos de respuesta del modelo en la interaccién con antigenos propios. A) Modo de interaccién autoinmune. En este caso
las células blanco se expanden y sélo una poblacién residual de células reguladoras es mantenida por la generacién timica. B) Modo
de interaccién tolerante, la expansién de las células blanco controlada por la expansién concomitante de las células reguladoras.
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Figura 6. Induccién de un modo de respuesta inmune por la
introduccién de un antigeno fordneo. La introduccion del
antigeno (signo + en el grafico) provoca la expansion de
células blanco antigeno especificas. La eliminacién del antigeno
foraneo (signo - en el grafico) provoca el retorno al estado
tolerante en la interaccién con antigenos propios.

- La prediccién, segun los modelos 3y 4, que la
poblacion de células T-regul adoras debe expandirse en
su interaccion con las células efectoras, se obtuvieron
datos experimentales que demostraron la prolifera-
cion delas células T reguladoras en presencia de sus
células blanco (segun lo propuesto en el modelo 3).

- La proposicion de una explicacion totalmente
novedosa paralaseleccion positivay laseleccion ne-
gativaen el timo; que diverge delavision convencio-
nal, al establecer quelaseleccion positivaesnecesaria
para asegurar un numero suficiente de células auto-
reactivasy hacer posiblelatolerancia; mientrasquela
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Figura 7. Dependencia del comportamiento del modelo con los
parametros que controlan la generacién y seleccién del
repertorio de linfocitos Reguladores y Blanco.

seleccion negativa de las muy altas afinidades es re-
gueridaparaevitar laaparicion en periferiade células
reguladoras de alta afinidad, que harian imposible la
reaccion contraantigenosforaneos.

Por otraparte, el “simulador” matemético desarro-
Ilado tendra aplicaciones practicasen el disefio detra-
tamientos con vacunas de cancer. N6tese que el mismo
puede ser utilizado para estudiar las condiciones en
las que una*“vacunacion” contracélulas cancerosas es
posible, conlainclusion de algunas condiciones“ con-
tra-intuitivas’ tales como la necesidad de combinar
vacunas con tratamientos de reduccién de linfocitos
reguladores. Actualmente estos estudios se desarro-
Ilan en el Centro de Inmunologia Molecular, para €l
disefio de experimentos de inmunoterapia combinada
entre anticuerpos, vacunas y citostéticos; asi como
parael disefio de ensayos clinicos.
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