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RESUMEN

Watson y Crick descifraron en 1953 la estructura del acido desoxirribonucleico (ADN),
a partir de ese momento se produjo una revolucién en el campo de la Biologia
Molecular y la Genética, cuyo colofon fue la publicacion de la primera versién del
genoma humano en el afio 2001. Sin embargo, esto solo fue el principio de una nueva
revolucion de la ciencia moderna: la epigenética. Una forma de regular el patron de
expresion génica seria modificar la estructura de la cromatina a través de diversos
mecanismos epigenéticos. Los linfocitos T CD4, no estan alejados de estos
mecanismos, donde su diferenciacién la inducen citocinas producidas por células
presentadoras de antigeno (APC) y los propios linfocitos T. El programa de
diferenciacion seria gobernado por factores de transcripcion que promueven la
expresion de genes de citocinas en los linfocitos T y cambios epigenéticos en los /oci
génicos de citocinas, que pueden asociarse al compromiso estable en un subgrupo
particular. La flexibilidad o la estabilidad de las células T pudieran ser representadas
como una serie de transiciones menos estables para estados mas estables, que
incluyen los mecanismos de metilaciéon del ADN, modificaciones de las histonas y la
presencia de los micro ARN (acido ribonucleico). Todo esto refuerza o desestabiliza la
expresion de los factores para la estabilidad y plasticidad de estas células. El
entendimiento de estos factores podria revolucionar el enfoque de la biologia
evolutiva y del desarrollo; y su aplicacion en las ciencias médicas.
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ABSTRACT

Watson and Crick deciphered the physical structure of the deoxyribonucleic acid
(DNA) in 1953. From that moment on there was a revolution in the field of Molecular
Biology and Genetics, whose culmination was the publication of the first version of the
human genome in the year 2001. However, this was only the beginning of a new
revolution in modern science: Epigenetics. One way to regulate the pattern of gene
expression would be to modify the structure of chromatin through various epigenetic
mechanisms. CD4 T lymphocytes (CD4 cells) are not far from these mechanisms,
where its differentiation is induced by the cytokines produced by antigen-presenting
cells (APC) and the T lymphocytes themselves. The differentiation program would be
governed by transcription factors that promote the expression of cytokine genes in T
lymphocytes and epigenetic changes in gene loci of cytokines, which may be
associated with stable commitment in a particular subgroup..The flexibility or stability
of T cells could be represented as a series of less stable transitions for more stable
states, including the mechanisms of DNA methylation, histone modifications and the
presence of micro RNA (ribonucleic acid). All this reinforces or destabilizes the
expression of the factors for the stability and plasticity of these cells. Understanding
these factors could revolutionize the approach of evolutionary biology and
development, as well as its application in the medical sciences.

Keywords: epigenetic; plasticity; flexibility; CD4 T cells.

INTRODUCCION

Los linfocitos, representativos de la inmunidad adaptativa, son las Unicas células del
organismo que expresan receptores para antigenos distribuidos de forma clonal, cada
uno con una especificidad exquisita frente a un determinante antigénico diferente.!-3

Ahora se sabe que los genes que codifican los receptores para antigeno de los
linfocitos se forman por la recombinacion de segmentos de acido desoxirribonucleico
(ADN) durante la maduracién de estas células.?

Los principales subgrupos de linfocitos T son los T CD4 cooperadores y los CD8
citotoxicos.? Otros subgrupos de células T son las células T gamma delta y las células
T citoliticas naturales.*

Hay tres subgrupos distintos de linfocitos T CD4, llamados Thl, Th2 y Th17, que
funcionan en la defensa del anfitrion contra diferentes tipos de microorganismos
infecciosos y participan en diferentes tipos de lesiones tisulares en las enfermedades
inmunitarias. Una cuarta poblacion de linfocitos T cooperadores foliculares (Tfh), es
importante en las respuestas de anticuerpos. Los linfocitos T reguladores (Treg) son
otra poblacion diferente de linfocitosT CD4, que han cambiado paradigmas de la
Inmunologia moderna.® Existen otras subpoblaciones de linfocitos T CD4 como los
Th9, Th3 y Th22, los cuales se encuentran en profunda investigacion.>

Los linfocitos Th1, Th2 y Th17 diferenciados surgen de los linfocitos T CD4 virgenes,
sobre todo en respuesta a citocinas.”
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Las citocinas actuan sobre los linfocitos T estimulados por el antigeno para inducir la
transcripcion de genes de citocinas caracteristicos de la diferenciacion hacia cada
subgrupo. Con la activacion continua se producen cambios epigenéticos, de forma que
los genes que codifican para la sintesis de citocinas del subgrupo son mas accesibles
para la activacién y los genes que codifican para la sintesis de las citocinas que no
produce el subgrupo se vuelven inaccesibles. Debido a estos cambios, el linfocito T
diferenciado se compromete progresivamente en una via especifica.®

Los diferentes perfiles de citocinas de las poblaciones celulares diferenciadas estan
controlados por factores de transcripcién particulares que activan la transcripcién de
genes de citocinas y por modificaciones en la cromatina que afectan los /oci de los
genes de citocinas. Cada subgrupo expresa su propio grupo caracteristico de factores
de transcripcién. A medida que los subgrupos se polarizan, los /oci génicos que
codifican para las citocinas caracteristicas del subgrupo sufren modificaciones de las
histonas (cambios en la metilacién y la acetilacién), de manera que estos /oci se
hacen accesibles en una configuracion abierta de la cromatina, mientras que los /oci
de otras citocinas (no producidas por ese subgrupo) estan en un estado inaccesible de
la cromatina. La diferenciacién de cada subgrupo la inducen los tipos de microbios que
el subgrupo es mas capaz de combatir.>

Es probable que los cambios epigenéticos en los /oci de genes de citocinas se
correlacionen con fenotipos estables y, antes de que estos cambios se establezcan,
los subgrupos pueden ser plasticos y convertibles mediante cambios en las
condiciones de activacion.

ANTECEDENTES DE LA EPIGENETICA

El desarrollo del organismo comienza con un cigoto que contiene un genoma, que es
programado epigenéticamente, lo que genera una multitud de epigenomas
(composicién global de cromatina que introduce pautas y marcas en el genoma de
una célula dada, varia segun el tipo celular y responde a estimulos internos y
externos distintos en mas de 200 tipos celulares).®

Existen procesos bioquimicos que regulan la actividad de los genes y que responden a
la influencia del ambiente.’

Antes del surgimiento de la epigenética, la relacidon genes-ambiente se explica bajo la
vision de un determinismo genético. Ambas concepciones, epigenética y determinismo
genético, tienen sus ancestros en los conceptos de epigénesis y preformismo que
surgen en los siglos xvi1 y xix. Posteriormente, prevalece la concepcion de que tanto el
desarrollo como el fenotipo estan definidos casi exclusivamente por los genes.®

Actualmente se reconoce que el ambiente extranuclear, extracelular y social ejercen
una accion fundamental en la modulacion de la actividad genética.®

Un avance en la comprension de la relacién entre genes y ambiente se produjo con
los descubrimientos de las bases moleculares epigenéticas que controlan la activacion
y silenciamiento de los genes.®

En lineas generales, todas las células somaticas del organismo presentan la misma
carga genética. Por otra parte, los diferentes tipos celulares expresan proteinas
distintas y tienen diferentes fenotipos. De esto se deduce que el fenotipo celular no
depende solamente de la secuencia del ADN presente en su genoma, sino que estd
determinado por los diferentes grados de expresion de estos genes dentro de cada
célula. En otras palabras, un mismo ADN puede ser utilizado de diferente forma en
distintos tipos celulares (expresion selectiva de genes).?
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Waddintong se planted: éComo es posible que células del organismo con el mismo
acerbo genético son capaces de originar formas completamente distintas, como una
célula neural y sanguinea? Propuso que habia mecanismos moleculares por encima de
los genéticos y los llamd epigenéticos. Término que significa por encima de los genesy
estudia las interacciones entre el genotipo y el fenotipo, es decir, entre la informacion
codificada en los genes y aquella que efectivamente se expresa.! 7’8

De ello surge una nueva ciencia: la epigenética, disciplina capaz de explicar algunas
de estas cuestiones por medio de una nueva perspectiva sobre los procesos
fisioldgicos y, por otro lado, de desvelar aspectos sobre el funcionamiento del genoma
y el proceso de la herencia bioldgica.? Ademas, se conoce que los fendmenos
epigenéticos garantizan que la modificacion de la molécula de ADN en la estructura de
la cromatina por factores adicionales no alteran la secuencia de bases del ADN de
genes especificos, pero modifican el control de la expresion.?

Hoy en dia la epigenética es uno de los campos cientificos mas interesantes que
estudian cdmo los factores ambientales (no solo del medio ambiente, sino también del
ambiente de las células) determinan el origen de enfermedades como el cancer o
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.!!

Los expertos en epigenética creen que las condiciones ambientales y las experiencias
de vida de padres, abuelos e incluso bisabuelos pueden, de alguna manera, activar o
desactivar interruptores en los genes de 6vulos y espermatozoides, o en los genes de
fetos en desarrollo y, por ello, modificar el codigo genético de sus descendientes. De
este modo, pueden aparecer nuevos rasgos genéticos en una sola generacion, la cual
puede transmitirse de una generacion a otra.!!

MECANISMOS EPIGENETICOS

Hasta el momento, se han identificado mas de veinte mecanismos epigenéticos, los
cuales son importantisimos en la regulacién de la transcripcién y, por tanto, en la
expresion génica. Estos mecanismos incluyen la metilacion del ADN, las
modificaciones postraduccionales de las histonas, el silenciamiento génico mediado
por ARN (4cido ribonucleico) no codificantes, los complejos de remodelado de
cromatina basados en adenosin trifosfato (ATP) y los complejos proteicos Polycomb y
Trithorax, entre otros.>?

Metilacion del ADN

El pequeiio grupo quimico denominado metilo (CHz) se aflade a una base nitrogenada,
lo cual agrega un nivel extra de informacion. En organismos superiores, la metilacion
estd principalmente restringida a la base citosina. La citosina metilada se asocia a la
formacion de cromatina cerrada y por tanto con la desactivacion de genes.!?

El proceso de metilacion se produce fundamentalmente durante la mitosis celular
como parte del proceso de diferenciacion. Esta metilacion inhibe la expresién génica
de forma directa.?

La metilacion del ADN también tiene una gran trascendencia en la regulacion de la
transcripcién, en la diferenciacion celular, en la estabilidad del genoma y en la
defensa contra virus y parasitos que potencialmente podrian dafiar al ADN, a través
del silenciamiento de sus secuencias.?
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Modificacién postraduccional de las histonas

Al igual que muchas otras proteinas, las histonas que forman parte del nucleosoma
pueden sufrir modificaciones postraduccionales, como acetilacién, fosforilacion,
metilacion, glucosilacién, ADP-ribosilacidn, etc.?

A su vez, estas modificaciones se pueden combinar de manera diferente para
determinar el acceso de la maquinaria de transcripcion al ADN involucrado. Asi, estas
sefales actuarian como un cddigo que indicaria si la cromatina esta activa
(nucleosoma relajado y gen con capacidad de expresarse) o inactiva (nucleosoma
condensado y gen silenciado).?

También son diversas las enzimas involucradas en este proceso. Las mas estudiadas
son las acetiltransferasas (hiperacetilan las histonas, relajan al nucleosoma y activan
la expresién del gen) y las desacetilasas de histonas (desacetilan las lisinas de las
histonas, condensan el nucleosoma y silencian el gen).?

Silenciamiento génico mediado por ARN no codificante

No siempre la secuencia de ADN de un gen determina un ARN que se traduce en
proteina. Pequefios ARN no codificantes pueden causar el silenciamiento génico a
través de los denominados ARN de interferencia, que representan un importante
elemento regulatorio de la actividad génica.?

Un tercer mecanismo estrechamente vinculado con los procesos epigenéticos, es el
descubrimiento reciente de pequefios ARN no codificadores denominado microARN
(miARN) que son importantes en la regulacion de la activacién y silenciamiento de los
genes. Estos funcionan en estrecha relacién con la metilacion del ADN vy las
modificaciones de la cromatina.®

Los miARN son pequenos ARN (18-25 nucleétidos) enddgenos, no codificadores de
proteinas, que impiden la expresion de un determinado gen.?

Remodelado de cromatina dependiente de ATP

Para expresar un gen se requiere que la maquinaria transcripcional tenga acceso al
ADN blanco y se una a él. En la célula existen complejos peptidicos capaces de
desplazar los nucleosomas para otorgar dicha accesibilidad. Esta actividad requiere la
energia proveniente de la hidrélisis de ATP para debilitar el contacto nucleosoma-
ADN. Los nucleosomas solo se reposicionan deslizandose sobre el ADN mediante un
giro o por un cambio conformacional transitorio sin disociarse.?

Mediante estos mismos mecanismos, también se podrian ocultar regiones
previamente expuestas (silenciando al gen), por lo que estos complejos proteicos
dependientes de ATP tendrian la capacidad de regular la expresion de los genes
tanto positivamente como negativamente. Este mecanismo epigenético, que
modifica la estructura de la cromatina también actia en conjunto con la acetilacién
de histonas.?
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Complejos proteicos Polycomb y Trithorax

Los complejos multiproteicos Polycomb y Trithorax controlan la transcripciéon
mediante la modificacion de la estructura de la cromatina de una conformacion
cerrada a otra abierta y viceversa.?

Las proteinas del grupo represor Polycomb modulan la cromatina hacia una forma
menos accesible, por lo que silencian los genes a expensas del no reconocimiento del
ADN blanco por parte de la maquinaria de transcripcion.?

Por su parte, el grupo proteico activador Trithorax regula positivamente la expresion
génica y hace que la cromatina sea mas accesible a la maquinaria transcripcional.?

DIFERENCIACION DE LOS LINFOCITOS T CD4+
Y MECANISMOS EPIGENETICOS

Al ocurrir el reconocimiento de un antigeno, los linfocitos T CD4 + virgenes proliferan
y se diferencian en subpoblaciones con funciones distintas. Tradicionalmente, este
evento de diferenciacion ha sido clasificado como la adquisicidon de un destino
irreversible para cada una de estas células, por consiguiente, estos linajes son
definidos convencionalmente gracias a su juego citocinas y factores de transcripcion.®

La diferenciacion Th1l la dirigen sobre todo las citocinas IL-12 e IFN-y y ocurre en
respuesta a los microbios intracelulares que activan las células dendriticas, los
macrofagos y los linfocitos NK (del inglés, natural killer). El IFN-y activa el factor de
transcripcion STAT1, que a su vez estimula la expresion de T-bet. T-bet promueve
entonces la produccion de IFN-g a través de una combinacion de una activacion de la
transcripcién directa del gen del IFN-g y la induccién de la restructuracion de la
cromatina del locus del IFN-y. La capacidad del IFN-y de estimular la expresion de T-
bet y la capacidad de T-bet de potenciar la transcripcion de IFN-g determinan un asa
de amplificacion positiva que dirige la diferenciacion de los linfocitos T hacia el
fenotipo Th1l. La IL-12 contribuye al compromiso Th1 al unirse a receptores situados
en los linfocitos T CD4+ estimulados por el antigeno y activar el factor de
transcripcion STAT4, que potencia aun mas la produccion de IFN-y.13

La diferenciacién Th2 la estimula la citocina IL-4 y ocurre en respuesta a los helmintos
y los alérgenos. El GATA-3 es un factor de transcripcidon que actla como un regulador
maestro de la diferenciacion Th2 y que aumenta la expresion de los genes de
citocinas Th2, IL-4, IL-5 e IL-13, que se localizan en el mismo /ocus génico. El GATA-3
actla por interaccidn directa con los promotores de estos genes y también mediante
la restructuracion de la cromatina; lo que abre el Jocus para que sea accesible a otros
factores de transcripcién. El GATA-3 actla comprometiendo de forma estable a las
células en la diferenciacion hacia el fenotipo Th2, lo que aumenta su propia expresion
a través de un asa de retroalimentacién positiva. Ademas, el GATA-3 bloquea la
diferenciacion Th1 al inhibir la expresion de la cadena transmisora de senales del
receptor para la IL-12.13

El desarrollo de los linfocitos Th17 lo estimulan citocinas proinflamatorias producidas
en respuesta a bacterias y hongos, como la IL-1, IL-6, IL-23, etc. El TGF-B y las
citocinas inflamatorias, sobre todo la IL-6 y la IL-1, actlan en cooperacion para
inducir la produccion de RORyt, un factor de transcripcion que es miembro de la
familia de receptores para el acido retinoico. Las citocinas inflamatorias, sobre todo la
IL-6, activan el factor de transcripcion STAT3, que actla junto a RORyt para dirigir la
respuesta Th 17.13
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Otra subpoblacion de células T CD4+ son los Treg, caracterizada por la expresion del
FOXP3 como factor de transcripcidon. Las Treg obtenidas del timo son un subconjunto
estable. Sin embargo, las Treg pueden ser producidas en la periferia por la exposicion
del TGF-b. De la misma manera que las Treg, las células de Treg (iTreg) inducible
expresan FOXP3, pero podrian ser menos estables y compartir el circuito con células
Th17, que requieren también TGF-b para su diferenciacion.4

Sin embargo, las conclusiones recientes indican que los linfocitos T CD4+ poseen una
plasticidad de fenotipo extraordinaria, cuando pueden variai su patrén funcional segun
el entorno al que sean expuestos, esto se logra con la simple expresion de
reguladores de citocinas, en algunos casos; factores epigenéticos como la modulacion
del estado de la cromatina o la transcripcion de ARN no codificantes.!®

En la actualidad, los estudios indican que el patréon de los linfocitos T CD4 no es fijo y
que bajo las condiciones fisioldgicas seguras puede ser reprogramado para imprimir
genes del linaje de los linfocitos T CD8.16

Tanto las citocinas como la coestimulacion, son los principales factores en la
diferenciacion, pero también se afecta la estabilidad; la red de las interacciones entre
los factores de transcripcion, afecta la diferenciacion, estabilidad y plasticidad.!”

El circuito transcripcional puede promocionar la estabilidad o la plasticidad. Primero,
los circuitos pueden estabilizar fenotipos y reforzarlos, por ejemplo, el circuito
transcripcional en Thl y Th2 subyacen, su respectiva estabilidad se compara a Thl17 y
a células de iTreg.!8

Segundo, los recorridos pueden promocionar la divergencia del desarrollo de
subconjuntos lo que estabiliza un fenotipo sobre otro. Como es el caso de la represion
de receptores de IL-12 durante la diferenciacion de Th2 que hace a estas células
menos receptivas a la IL-12 y provoca un menor desarrollo de estos.!8

En contraste, el circuito de transcripcion de iTreg y Th17 puede determinar una
jerarquia de la inestabilidad en comparacion con Thl y células de Th2.18

Las modificaciones epigenéticas han sido nombradas recientemente como los factores
determinantes de la estabilidad o la plasticidad de los fenotipos de linfocitos T CD4.18

La plasticidad involucra multiples divisiones celulares, las histonas son eliminadas del
nucleosoma y nuevas histonas son insertadas. El control del fenotipo requiere que un
mecanismo restaure el original.'®

Ademas de las modificaciones de las histonas, las modificaciones del ADN pueden
proveer uno de los medios para controlar la estabilidad y diferenciacién de los
fenotipos.1®

Flexibilidad de los fenotipos de células T CD4

Muchas citocinas expresadas por diferentes tipos celulares son las responsables de la
diferenciacion hacia un patrén celular, en el caso de la IL-21, citocina inductora de la
subpoblacion de Tfh, también influyen hacia un cambio para Th17 y Th1.18

Esta claro que las células pueden cambiar su fenotipo, las Treg pueden perder la
expresion de FOXP3 y adquirir la capacidad de producir citocinas proinflamatorias, un
ejemplo se aprecia durante las infecciones virales que tienen la capacidad de producir
INF-g potenciado por la secrecion de interferones.!8
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Las células Tfh constituyen el subconjunto mas inestable que in vitro pueden
diferenciarse en Th1, Th2, Th17 y a la inversa y, pueden adquirir los atributos de las
Tfh. Ademas, se ha observado que las Tth pueden secretar citocinas caracteristicas de
los demas grupos de células.!® Adicionalmente, las células FOXP3+ pueden
diferenciarse en Tfh.1?

Todos estos fenotipos expresan un factor maestro de trascripcion; pero, en la
actualidad, se plantea la capacidad de expresar varios factores maestros. Por
ejemplo, las células FOXP3 + puede expresar a Tbet, GATA3, RORyt, STAT3 y Bcl6.
En respuesta a IFN-g, estas células promueve el trafico hacia Thl. El regulador de
Th2, GATA3, es expresado en células de Treg que residen en barrera, como el tracto
gastrointestinal y la piel.?°

Los miARN, se unen al ARN mensajero para regular la inhibicion de la traduccion. Por
ejemplo: miR-146a es importante para la funcién represiva de Treg; mientras que
MiR-55 influye en Th1i, la diferenciacion de Th2 y Treg; miR-326 aumenta la
diferenciacién de Th17, Ets-1 y MiR-29 regula la diferenciacién de Th1. Bcl6 reprime
la expresién de muchos miRNAs para controlar las células Tth; miR-125b contribuye a
mantener el estado de células virgenes a los linfocitos T CD4+ y miR-182 promueve
expansion clonal.®

Después del reconocimiento antigénico, el linfocito es capaz de dividirse hacia un
fenotipo especifico debido al microambiente, lo que garantiza una respuesta inmune
optima. Todos estos procesos controlados por mecanismos moleculares e
influenciados por la epigenética, garantizan que las células T sean capaces de
modificar su factor de transcripcion y comprometerse hacia otra subpoblacién antes
de estabilizar un patrén determinado.
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