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Resumen 

Los recién nacidos son la población más propensa a morir a causa de la infección, de acuerdo a los 

datos de la Organización mundial de la salud, OMS (1). De las muertes de niños entre 0 y 5 años, 

el 30% corresponden a muertes neonatales y de estas, el 25% son debidas a infecciones. En 

particular, los recién nacidos son altamente susceptibles a infecciones intracelulares (2). Una 

apropiada activación de los linfocitos T CD4+ es necesaria para que se origine una respuesta 

inmune celular adecuada. (3–5).  

El sistema inmune neonatal, y particularmente la respuesta de los linfocitos T CD4+ de neonatos, 

no han sido estudiados a fondo. Existen evidencias de que los receptores tipo Toll, TLRs por sus 

siglas en inglés (Toll-Like Receptors), moléculas típicamente asociadas a la inmunidad innata, 

podrían ser importantes moléculas co-estimuladoras para la activación de los linfocitos T CD4+. 

Los linfocitos T CD4+ neonatales también expresan TLRs y algunos de estos son funcionales, tal 

es el caso del TLR5, el TLR2 y el heterodímero TLR7/8 (6–8).  

El objetivo de este proyecto fue caracterizar a los linfocitos T CD4+ de neonatos humanos, desde 

el estado basal de su cromatina y expresión génica, hasta su respuesta a los estímulos del receptor 

de células T (TCR) y el receptor co-estimulador clásico CD28 o las del estímulo alternativo por el 

TLR5. Hicimos un estudio comparativo con las células de adulto para delinear los aspectos 

generales de los linfocitos T CD4+ y los específicos de las células neonatales. Hicimos un estudio 

interdisciplinario, que consistió en 5 aspectos principales: (1) La caracterización epigenética y 

transcriptómica de los linfocitos T CD4+ de adultos y neonatos humanos en estado basal, a partir 

de datos públicos. (2) La generación de modelos lógicos que reproducen la respuesta de activación 

de los linfocitos T CD4+ a los estímulos conjuntos del TCR y CD28,  y alternativamente al TLR5, 

y su validación con datos epigenéticos y transcriptómicos públicos, y datos experimentales para el 

caso del TLR5. (3) La generación de un modelo fusionado de las vías de señalización, (4) la 

validación experimental del modelo para el caso de los adultos. (5) La exploración de la 

señalización a través del TCR y el TLR5 en células neonatales y la propuesta de un mecanismo 

para inducir la activación de tales células.  
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INTRODUCCIÓN 

Inmunidad neonatal 

Los neonatos son altamente susceptibles a las infecciones, principalmente por patógenos 

intracelulares (9–12). Por lo que las infecciones son una de las principales causas de muerte durante 

la etapa neonatal (13). Durante mucho tiempo este suceso se atribuyó a la inmadurez del sistema 

inmune de los neonatos y se pensó que estos eran inmunodeficientes (14). Sin embargo, 

actualmente se sabe que, aunque en la sangre neonatal circula una mayor proporción de células 

inmaduras en comparación con la sangre de adulto, los neonatos sí son capaces de llevar a cabo 

respuestas inmunes eficientes bajo condiciones fuertes de estimulación (15, 16).  

Una visión actualmente aceptada es que el sistema inmune neonatal está moldeado de una manera 

que atiende a las necesidades del feto durante la gestación, así como a las implicaciones del 

nacimiento (14, 17). Durante la gestación, el feto debe evitar reacciones pro-inflamatorias porque 

esto puede inducir un parto prematuro. El recién nacido, por su parte, también debe evitar las 

respuestas exacerbadas porque estas lo pueden llevar a un choque séptico, al entrar en contacto 

con el inmenso número de antígenos extraños del medio ambiente. Además, el recién nacido debe 

permitir nuevas asociaciones microbianas en sus mucosas, que son benéficas para su salud (9).  

El sistema inmune adaptativo del neonato es básicamente virgen (no hay células de memoria), 

debido a que el recién nacido no ha tenido contacto con la mayoría de los antígenos del ambiente,  

por lo que su primer enfrentamiento con nuevos antígenos depende principalmente de su sistema 

inmune innato (14). Se han reportado grandes diferencias entre el sistema inmune innato del 

neonato y el adulto, muchas de ellas originan nuevas diferencias en la inducción de la activación 

del sistema inmune adaptativo (11, 18). Esto ocasiona que la respuesta inmune neonatal global sea 

muy diferente a la del adulto (12, 19).  

Se puede decir, de manera general, que los neonatos tienden a favorecer ciertos tipos de respuesta. 

Particularmente, se favorecen la respuesta Th2, que es la respuesta especializada para combatir 

parásitos helmintos y participa en las alergias, así como la respuesta de tolerancia que se encarga 

de terminar o impedir a otros tipos de respuesta inmune (14, 20, 21). La respuesta de tolerancia 

aumenta el umbral de la respuesta antigénica y, en el caso del neonato, favorece el establecimiento 

de la flora intestinal (20, 22). Por otra parte, se ha visto que la respuesta Th17, encargada de 

combatir a las bacterias extracelulares y los hongos, presenta niveles comparables con la de los 
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adultos, aunque viene acompañada de una secreción aumentada de IL-10 que le confiere tolerancia. 

Sin embargo, la respuesta Th1, que es la respuesta especializada en combatir patógenos 

intracelulares, es frecuentemente deficiente (20, 22). 

Las células encargadas de orquestar los distintos tipos de respuesta inmune adaptativa son los 

linfocitos T CD4+. Estas células se encuentran en proporción similar en la sangre de adulto y 

neonato. Sin embargo, los linfocitos T CD4+ neonatales presentan características fenotípicas y 

funcionales distintas a las de los adultos, aunque son capaces de responder adecuadamente ante 

algunos retos antigénicos (15, 16, 23).  

Linfocitos T CD4+ 

Los linfocitos T son células responsables de reconocer específicamente, mediante el receptor de 

células T (TCR), a péptidos antigénicos de patógenos particulares y de responder de manera 

apropiada para mediar su eliminación. Un subtipo de estos, los linfocitos T CD4+, son células 

especializadas que se encargan de coordinar la respuesta inmune de otros tipos de células, como 

la de los linfocitos B, los macrófagos y los linfocitos T CD8+ (24).  

Para realizar su función, los linfocitos T CD4+ vírgenes (que no han reconocido a su antígeno) 

deben primero activarse. Para su activación, los linfocitos reconocen al antígeno para el cual su 

TCR es específico, siempre y cuando este sea presentado por las APCs (células presentadoras de 

antígeno) en un contexto de MHC (Major Histocompatibility Complex) II. Además del antígeno, 

los linfocitos perciben señales co-estimulatorias (proteínas B7) por parte de las APCs, a través del 

receptor CD28. Así mismo, durante su activación los linfocitos TCD4+ perciben señales del medio, 

como las citocinas que son secretadas por otras células y que regulan la diferenciación celular (24–

27). La figura 1 ejemplifica la activación de un linfocito T CD4+ por una célula dendrítica, la célula 

presentadora de antígeno profesional. 

Los Linfocitos T CD4+ activados pueden diferenciarse en fenotipos efectores particulares, 

dependiendo del tipo de citocinas que se encuentran durante su activación, estas células 

diferenciadas son capaces de producir los mediadores adecuados (citocinas específicas) para 

promover la eliminación del patógeno (24, 28).  
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Figura 1. Activación y diferenciación de linfocitos T CD4+. Se muestran las 3 señales 

requeridas para la activación y diferenciación de los linfocitos T CD4+, y dos posibles vías de 

diferenciación. Figura tomada de (29). 

En el tema de activación y diferenciación profundizamos en el capítulo de libro que publicamos 

en el 2016 y que corresponde al Anexo 1.  

Activación de los linfocitos T CD4+. 

La señalización de los linfocitos T a través del Receptor de Células T (TCR) (Figura 2) puede 

dividirse en 5 componentes principales para su estudio: (i) señalización temprana (azul), (ii) 

formación del siñalosoma de LAT (Linker for Activation of T cells) y moléculas alternativas (iii) 

cascada de las MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) (verde), (iv) señalización mediada 

por PKC (Protein Kinase C) θ (rojo) y (v) señalización mediada por calcio (amarillo). Estas vías 

llevan a la activación de las familias de factores transcripcionales, AP-1 (Activator Protein 1), NF-

κB (Nuclear Factor κappa-B) y NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells). Además, dependiendo 

las señales co-estimulatorias se activan factores transcripcionales como CREB (cAMP response 

element-binding), β-catenina, y SRF (Serum Response Factor) , que pueden cooperar o antagonizar 

con las señales del TCR (30–39). 

Durante la señalización temprana, las cinasas LCK (Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) 

y/o FYN (Protein tyrosine kinase FYN) de la familia src son reclutadas al complejo TCR, ya sea 
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mediante su interacción con el co-receptor CD4 o con el receptor co-estimulatorio CD28, donde 

se encargan de fosforilar a los Motivos de Activación de Inmunoreceptor Basado en Tirosinas 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif ), ITAMs, de las cadenas CD3 y ζ (35, 40–42). 

Los ITAMs fosforilados sirven como punto de anclaje a ZAP-70 (zeta-chain associated protein 

70), la cual es fosforilada y activada por LCK. ZAP70 y LCK fosforilan a LAT (Linker for 

activation of T cells) en al menos 5 sitios. LAT es una proteína transmembranal que funciona como 

andamio para la formación de un complejo multi-proteico de señalización (el signalosoma del 

TCR) (43, 44). LAT fosforilada es un punto de anclaje para un grupo de proteínas de señalización, 

entre ellas PLCγ1 (phospholipase C gamma 1), la cual una vez reclutada es fosforilada y activada. 

PLCγ1 se encarga de lisar el PIP2 (Phosphatydilinositol 4,5 bisphosphate) presente en la 

membrana plasmática y de esta manera generar dos importantes segundos mensajeros: DAG 

(Diacylglycerol) e IP3 (Inositol triphosphate). Para el reclutamiento de otras proteínas de 

señalización al signalosoma de LAT son requeridas las proteínas GRB2 (Growth factor receptor-

bound protein 2), GADS (GRB2-related adapter protein 2) y SLP76 (SH2-domain- containing 

leukocyte protein of 76 kDa) (43, 45–47). A partir del signalosoma de LAT se ramifican varias 

vías de señalización. La vía que es promovida por PKCθ lleva a la activación de NF-кB (nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) mediante la fosforilación del propio NF-

кB y la fosforilación de su inhibidor IкB, evento que lo marca para degradación por el proteasoma 

(37). La principal cinasa que lleva a cabo estas fosforilaciones es el complejo IKK (Inhibitor of 

nuclear factor kappa-B kinase) (48, 49). Por otra parte, la vía dependiente de calcio lleva a la 

activación de NFAT (Nuclear Factor of Activated T Cell) (50) a través de la desfosforilación y 

activación del mismo. La fosfatasa responsable de esto es Calcineurina, que requiere de la 

Calmodulina asociada a calcio para llevar a cabo su función. Por su parte, las vías de las MAP 

cinasas llevan a la activación de AP-1 (Activator Protein 1) mediante la inducción de la expresión 

de Fos y su fosforilación y la fosforilación de Jun (51). Las señales co-estimulatorias de CD28 

inducen además de las vías antes mencionadas a PI3K (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-

kinase), responsable de activar a CREB. Estas cuatro familias de factores transcripcionales median 

la expresión de una gran cantidad de genes, responsables de procesos como la proliferación, la 

supervivencia y la producción de citocinas anti- y pro-inflamatorias. 
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Figura 2. Señalización mediada por el TCR. Para su estudio, la vía se puede dividir en 5 

componentes principales. Tomado de Morris and Allen, 2012 (30). 

La magnitud y la dinámica de activación de estos factores transcripcionales es importante para 

determinar qué genes se expresan, dentro de todo el grupo de genes blanco (52). De la misma 

forma, la comunicación cruzada entre estas vías de señalización y la cooperación o el antagonismo 

entre los factores transcripcionales son determinantes de la expresión de genes de la respuesta 

inmune y el destino celular de los linfocitos (53, 54).  

Cuando las señales del TCR (y co-estimulatorias) son suficientes para superar el umbral de 

activación de los linfocitos, y dependiendo de la naturaleza de las señales polarizantes presentes 

en el medio, estas células se diferenciarán en fenotipos efectores específicos (24, 26, 55), como se 

describe a continuación. 

Diferenciación de los linfocitos T CD4+. 

Las citocinas que los linfocitos perciben del microambiente durante su activación juegan un papel 

clave en la determinación del destino celular. Se sabe que la interleucina (IL) 12 y el interferón 

(IFN) γ promueven la diferenciación Th1 de los linfocitos T CD4+. Estos son un subtipo de 
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linfocitos efectores encargados de mediar la respuesta contra patógenos intracelulares. Se 

caracterizan por expresar el factor transcripcional firma Tbet y producir varias citocinas para 

promover la respuesta de otros tipos celulares. El IFNγ producido por estas células causa la 

activación de los macrófagos y mejora su actividad microbicida (26, 56, 57). Cuando el linfocito 

T CD4+ percibe del medio IL-4 se diferencia hacia un fenotipo Th2. Estas células expresan al 

factor transcripcional firma GATA3 y producen, entre otras citocinas, IL-4, IL-5 e IL-13. Además, 

estas células median el cambio de isotipo de los linfocitos B hacia IgG1 e IgE y promueven la 

respuesta contra parásitos (58–61). Otras citocinas como IL-1, IL-6 y TGF-β promueven la 

diferenciación hacia células Th17. Estas últimas expresan el factor transcripcional firma RORγt y 

secretan IL-17 e IL-21, entre otras (62–64). Este subtipo celular media la respuesta contra hongos 

y algunas bacterias extracelulares. El TGF-β también es importante para la diferenciación hacia 

iTreg, junto con la IL-10. Las iTregs se encargan de suprimir la respuesta inmune (65, 66).  

En la figura 3 se muestran los 4 tipos principales de perfiles efectores de los linfocitos T CD4+, las 

citocinas que los promueven, los factores transcripcionales firma y las citocinas que producen, así 

como sus principales funciones. Además existen otros fenotipos efectores menos comunes, como 

las Th9, las Th21 y las T foliculares (Tfh), cuyas funciones no están del todo descritas (67–72). 

Incluso, se ha reportado que las células Tfh son en realidad un grupo celular que radica en los 

folículos pero que puede diferenciarse en todos los fenotipos específicos (70, 73). 

Varios son los mecanismos que regulan la diferenciación de los linfocitos T CD4+. Uno de ellos 

es la proporción y la relación entre los factores transcripcionales AP-1, NFAT, NF-κB y CREB, 

que se inducen por las señales del TCR y co-receptores. Por ejemplo, se sabe que las señales 

exclusivas y sostenidas de calcio (vía NFAT), conducen a un estado de anergia. Por otra parte, si 

domina la activación de NFAT sobre NF-κB, las células tienden a diferenciarse al fenotipo Th2. 

Mientras que si lo opuesto ocurre, se favorece el fenotipo Th1 (74–76). Sin embargo, mucho queda 

por entender sobre la forma en que estos factores transcripcionales pueden mediar la inducción y/o 

la estabilización de los factores transcripcionales firma de cada fenotipo efector (Tbet, GATA3, 

RORγt y FOXP3). 
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Figura 3. Diferenciación de los linfocitos T CD4+. Se muestran los 4 fenotipos efectores más 

reconocidos. Modificado de Zhu et al, 2010 (25).  

Es muy probable que durante la activación y diferenciación de los linfocitos T CD4 otros 

receptores expresados en estas células, además del TCR, jueguen un papel importante. Muchos 

son los receptores que han sido descritos como moléculas co-estimuladoras (77, 78), entre ellos 

están los receptores tipo Toll (TLRs) (79, 80). 

Importancia de los TLRs en linfocitos T CD4+. 

Los receptores tipo Toll (TLRs) son receptores membranales de reconocimiento de patrones 

moleculares de patógenos y de daño celular (PAMPs y DAMPs, respectivamente). Existen 13 

TLRs en total, de los cuales 10 han sido identificados en humano (TLR 1 a 10) (81–83).  

La expresión y función de los TLRs ha sido principalmente descrita en células de la inmunidad 

innata, como monocitos, células dendríticas y eosinófilos, sobre todo en ratón. Sin embargo, las 

células de humano también expresan y responden a los TLRs. Los ARNs mensajeros del TLR1 al 

10 han sido reportados en diversos tipos celulares, incluyendo a los linfocitos T CD4+ (80, 84). 

Aún más, la presencia de la proteína de algunos TLRs también ha sido reportada (80). 
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No solo se ha reportado que los linfocitos T expresan los RNAs mensajeros de la mayoría de los 

TLRs, además, se ha caracterizado un papel como receptores co-estimuladores para el TLR2, el 

TLR5 y el heterodímero TLR7/8 (6, 80, 83–85). 

En linfocitos T CD4+, el TLR5 al reconocer a su ligando (flagelina), funciona como receptor co-

estimulador, promoviendo la proliferación y la producción de IFN-γ (84). Además, un pre-

tratamiento con flagelina induce la posterior respuesta a las señales del TCR (86). En conjunto, 

esto nos permite plantear que tal vez la señalización del TLR5, o su efecto, podría hacer sinergia 

con la señalización del TCR para inducir la activación de estas células. 

Señalización por el TLR5. 

La caracterización de la vía de señalización mediada por el TLR5 se ha hecho en células epiteliales 

y en células de la inmunidad innata, como células dendríticas. En este tipo de células se sabe que 

al reconocer a su ligando, el TLR5 activa la vía de señalización dependiente de MyD88 (Myeloid 

differentiation primary response 88) para activar a TAK1 (TGFβ-activated kinase 1), también 

llamada MAP3K7 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7), aunque también se ha 

reportado que puede mediar la activación de la vía dependiente de TRIF (TIR-domain-containing 

adapter-inducing interferon-β ) (87).  

TAK1 es una cinasa que se encarga de activar a las vías de las MAP cinasas y a I kappa Cinasa 

(IKK) αβ, que llevan a la activación de los factores transcripcionales AP-1 y NF-κB, 

respectivamente (88, 89). Además se ha reportado que el TLR5 puede activar la vía de señalización 

de PI3K, la cual promueve la activación del factor transcripcional CREB (90, 91).  
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Figura 4. Señalización mediada por el TLR5. Mapa molecular (http://www.genome.jp/kegg-

bin/show_pathway?hsa04620) de la señalización por los TLRs. Al reconocer su ligando 

(flagelina), el TLR5 forma homodímeros, recluta a MyD88 y a las cinasas IRAK4 e IRAK1. 

Estas dos cinasas son activadas e interaccionan con TRAF6 el cual se activa y ubiquitina a las 

proteínas TAB y a NEMO. Este evento es importante para la activación de TAK1, el cual 

fosforila y activa a IKK, el cual a su vez fosforila a IкB y la marca para su posterior 

ubiquitinación y degradación, permitiendo la activación de NF-кB. TAK1 también es 

responsable de activar la vía de las MAP cinasas, e inducir la activación de AP-1. 

La función de los TLRs está bien descrita en una gran variedad de tipos celulares, como los 

macrófagos y las células dendríticas, pero poco se sabe de su función en los linfocitos T. En estas 

células, los TLRs representan un campo poco explorado de vías de activación directa. Se sabe que 

en estas células, los TLRs pueden funcionar como receptores co-estimuladores durante su 

activación a través del TCR, pero además algunos pueden funcionar de manera independiente del 

TCR (80, 86). 

Ya que las vías de los TLRs llevan a la activación de AP-1, NF-κB y CREB, los TLRs constituyen 

una fuente alternativa a la del TCR para la activación de estos factores transcripcionales en 

linfocitos T CD4+. Es probable que los TLRs promuevan la activación robusta de NF-кB, AP-1 y 

CREB y promuevan la activación y la producción de citocinas. 
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Durante la activación de los linfocitos T, se disparan una serie de intrincadas vías de señalización 

a consecuencia de la estimulación mediante el TCR y los receptores co-estimuladores. Para 

entender un proceso tan complejo como la activación de los linfocitos T, es preciso estudiar las 

vías de señalización de los receptores que participan en este proceso, así como la regulación 

cruzada que existe entre ellas. Para eso es necesario emplear herramientas para la descripción 

detallada de la red, y que permitan, además, explorar las propiedades dinámicas que surgen de su 

estructura y de las interacciones entre las distintas vías. En este sentido, los modelos 

computacionales han probado ser una herramienta importante (27, 92, 93). Específicamente, los 

modelos lógicos han mostrado ser muy útiles para este tipo de tarea debido a que no requieren de 

valores de parámetros, frecuentemente desconocidos, para el análisis dinámico del sistema (94, 

95). Tal es el caso del modelo de la señalización por el TCR publicado en el 2007 (27) 

Regulación epigenética de la expresión génica 

La regulación de la expresión genética es un proceso relevante que modula la función y la 

especificación celular. Cuando se estudian las diferencias funcionales entre tipos celulares, es 

posible mapear eventos de  índole epigenétia y transcriptómica que están regulando las funciones 

celulares. Por ejemplo, algunos enhancers y promotores suelen abrirse o cerrarse ante estímulos 

específicos y controlar la expresión de sus genes blanco, regulando así la función celular (96–98). 

Para que un gen se exprese, es necesario que la RNA polimerasa sea reclutada a la región 

promotora y, con ayuda de co-factores y enhancers, promueva la transcripción, para lo cual, se 

requiere que la cromatina esté accesible. La accesibilidad de la cromatina es afectada por las 

modificaciones postraduccionales en las colas de histonas y la metilación del ADN (regulación 

epigenética). En los últimos años, se ha avanzado significativamente en la definición de un código 

de modificaciones en histonas y como estas modificaciones regulan la expresión génica (99–103).  

Las modificaciones en las colas de histonas también funcionan como marcas y algunas de las más 

relevantes son la H3K4me3, H3K4me1, H3K27ac, H3K27me3 y H3K36me3. La H3K4me3 marca 

preferentemente zonas promotoras, mientras que la H3K4me1 marca regiones de enhancers. La 

H3K27ac co-habita con cualquiera de las dos modificaciones anteriores y marca la apertura de la 

cromatina; por lo tanto, una un promotor activo tiene tanto H3K4me3 como H3K27ac, mientras 

que un enhancer activo tiene H3K4me1 y H3K27ac. La H3K36me3 marca regiones 

transcripcionalmente activas. Por su parte, la H3K27me3 es una modificación que marca el cierre 

de la cromatina. La accesibilidad de las regiones regulatorias a la RNA polimerasa y a co-factores 
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también es regulada por el nivel de metilación del ADN, siendo la hipermetilación una marca de 

cierre y la hipometilación una marca de apertura (104–106). 

 

 

Figure 5. Modificaciones epigenéticas. Las colas de histonas modificadas reclutan proteínas, 

las cuales, a su vez, reclutan más complejos proteicos para regular la accesibilidad de la 

cromatina a la RNA Polimerasa y otros co-factores que regulan la expresión de genes blanco. 

Tomada de Bannister et al. 2011. (107).  

Modelado de redes biológicas. 

Tipos de modelos 

Los modelos matemáticos y computacionales son herramientas útiles para el estudio de procesos 

dinámicos, tales como los procesos biológicos. Dichos procesos, ricos en componentes 

interactuantes y parámetros que regulan su función, son un reto para el modelador. Sin embargo, 

existen varios formalismos ampliamente recurridos para el abordaje de los mismos. Entre los 

formalismos más utilizados para el modelado de procesos biológicos se encuentran las ecuaciones 

diferenciales ordinarias y parciales, los formalismos lógicos discretos y de lógica difusa, entre 

otros. Difieren entre ellos por el nivel de fidelidad de la representación del proceso que describen, 

la complejidad de su análisis y el nivel de aproximación a la realidad que tienen sus resultados 

(108–110). La figura 6 compara distintos formalismos de modelado implementados en distinto 

software y el nivel de resolución de sus resultados. 
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Figura 6. Tipos de modelado implementados en distintos softwares. Esta figura muestra una 

comparación de la resolución de los estados y el comportamiento temporal de un sistema 

logrado por distintos softwares. Tomada de (109). 

Formalismo lógico 

El formalismo lógico discreto es una herramienta de modelado bien adaptada para el estudio de 

redes regulatorias biológicas, donde la información que se tiene respecto de estos sistemas es 

principalmente cualitativa (92, 111, 112).  

Este formalismo permite la definición de una gráfica regulatoria (RG) a partir de una red de 

regulación, la cual puede ser una vía de señalización, una red de la regulación de la expresión de 

ciertos genes, una vía metabólica, entre otras. Para generar los modelos, se asignan variables a los 

componentes de la red y reglas lógicas que describen la evolución del sistema (Modelo lógico). A 

partir de la definición de 1 o más estados iniciales, se pueden hacer simulaciones para investigar 

la evolución del sistema. Tal proceso es representado por una gráfica de estados de transición 

(STG) (112, 113). 

Gráfica regulatoria  
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Como primer paso para el planteamiento de un modelo lógico, se puede crear una gráfica 

regulatoria, como la mostrada en la figura 7a, que describa la red regulatoria a modelar. Esta 

gráfica es creada a partir de la información publicada en la literatura o de alguna otra fuente de 

conocimiento. Dependiendo del  sistema de estudio, la construcción de esta gráfica puede tomar 

mucho tiempo (111). Una gráfica regulatoria es un modelo en sí, dado que es una abstracción de 

la realidad, y algunos análisis pueden ser realizados usando teoría de gráficas para abordar el 

proceso bajo estudio (114). 

Una gráfica regulatoria está compuesta por nodos y arcos (ver figura 7a). Los nodos representan 

los componentes de la red (proteínas, genes, metabolitos, complejos proteicos, etc), mientras que 

los arcos, que son las flechas que conectan a los nodos, representan las interacciones que ocurren 

entre los distintos componentes. Los arcos pueden ser desde una simple asociación física, una 

activación (modificación post-traduccional, activación de la transcripción, etc.) o una inhibición 

(degradación, modificación post-traduccional, inhibición de la transcripción, etc). Los arcos 

pueden tener dirección y signo, lo que dependerá del conocimiento que se tenga sobre cada una de 

las interacciones entre los componentes del sistema (111). 

Modelo lógico 

Una vez descrita la gráfica regulatoria se asigna una variable lógica a cada nodo. Las variables 

pueden ser booleanas (si solo aceptan los valores 0 y 1) o multivaluadas (si aceptan otros valores 

además de los anteriormente mencionados). Con base en las interacciones entre los componentes 

de la red, se asignan reglas lógicas que definen el grado de presencia/actividad del componente 

(111). El conjunto de variables, las reglas lógicas que determinan la actividad del componente y 

los umbrales para la activación de cada nodo, constituyen el modelo lógico, el cual puede ser usado 

aún sin una representación gráfica (27). Sin embargo, el estudio de la red regulatoria y el modelo 

lógico son complementarios. 

El planteamiento de las reglas lógicas que definen el estado de un nodo es un paso crítico, puesto 

que tales reglas son las que determinan el comportamiento dinámico del modelo. Es por eso que 

las reglas lógicas deben describir adecuadamente los conocimientos que se tienen acerca de la red 

regulatoria bajo estudio.  

Gráfica de estados de transición 
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A partir de una gráfica RG, su modelo lógico asociado y uno o más estados iniciales, es posible 

evaluar la evolución del sistema y representarlo como una gráfica de estados de transición (STG). 

Esta gráfica consiste en nodos, vectores que contienen los estados de cada componente del sistema, 

y arcos que conectan los nodos, que representan las transiciones entre los diferentes estados (113). 

En una STG es posible identificar los atractores, que corresponden a los nodos que solo tienen 

entradas (arcos entrantes) y no salidas (arcos salientes). Estos pueden ser estados estables (estados 

sin sucesores) o componentes cíclicos (que denotan comportamiento oscilatorio) (111, 113). Sobre 

la gráfica STG se pueden realizar una serie de estudios que permiten conocer más acerca del 

sistema. 

Modelado en Ginsim 

Debido al gran tamaño de las redes que nos propusimos estudiar (de más de 100 nodos) y a la 

carencia de valores para los parámetros enzimáticos, optamos por el formalismo lógico discreto, 

que aún nos permite la definición del modelo de manera mecanística y realizar un análisis dinámico 

del modelo. 

El software “Gene Interaction Network simulation suite” (GINsim), desarrollado en Java, nos 

permite la definición y el análisis de una gráfica regulatoria grande y el modelo lógico que se 

genera a partir de ella. GINsim provee una plataforma amigable al usuario para modelado lógico, 

usando el formalismo propuesto por R. Thomas (111). Además, cuenta con un conjunto de 

herramientas, como la de reducción de modelos y la definición de mutantes, que nos permitirían 

hacer un análisis dinámico de redes grandes bajo distintas condiciones. La reducción del modelo 

consiste en esconder los nodos intermedios, que no participan en la dinámica del sistema, 

asignando sus reguladores a los nodos que son blanco de estos y ajustando el modelo en 

concordancia con esto. Aún más, GINsim permite exportar la gráfica y/o el modelo a varios 

formatos y formalismos, para su posterior análisis con herramientas hechas para diferentes 

propósitos, tales como Cytoscape, MaBoSS, NuSMV, etc. 

GINsim consta de 3 componentes principales: Una interface de usuario, un core de simulación 

(construcción de STG) y herramientas para el análisis de gráficas (111).  

Definición del modelo lógico 

GINsim tiene herramientas básicas de dibujo para la creación de una gráfica regulatoria. Los 

modelos creados en GINsim se guardan con el formato GINML (formato XML). Además, es 
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posible exportar la gráfica en una variedad de formatos (PNG, SVG, Graphviz, Biolayout, xgmml 

(cytoscape)), lo que permite realizar análisis complementarios con otro tipo de software. 

A cada nodo de la gráfica se le atribuye: un rango de actividad (la variable asociada puede tomar 

sólo valores discretos pertenecientes a este rango) y parámetros lógicos (que describen el nivel de 

actividad del nodo dependiendo de sus interacciones). De esta manera, al definir las interacciones 

entre los componentes, los rangos de actividad y los valores objetivo para cada nodo, se está 

definiendo el modelo lógico (111). 

La figura 7a muestra la gráfica regulatoria muy reducida del modelo de la diferenciación Th1/Th2 

propuesto por Mendoza (2006) pero implementado en GINsim. 

 

Figura 7. Análisis dinámico de un modelo lógico de la diferenciación Th1 vs Th2. El panel a) 

muestra la gráfica regulatoria del modelo de la diferenciación Th1 vs Th2 publicado por 

Mendoza et al. (2006) como se implementó en GINsim. El panel b) muestra los 4 atractores 

del modelo cuando no se especifican condiciones iniciales, los atractores son: No 

diferenciación, Th2, Th1 (1) y Th1 (2). El panel c) muestra la HTG del modelo cuando se 

especifica el estado inicial pro-Th1 (IL-12 en el medio), en rojo se muestran los nodos 

correspondientes a los 2 atractores obtenidos bajo estas condiciones. 

Simulaciones  

Una vez definida la gráfica regulatoria y asignado el modelo lógico, GINsim puede evaluar el 

comportamiento del sistema y plasmarlo en una gráfica STG. En esta gráfica los nodos representan 

los estados (un valor es asignado para cada componente) y los arcos representan las transiciones 

entre estados. 
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Para realizar simulaciones es necesario: 

 La definición de uno o un grupo de estados iniciales (opcional). La especificación de 

estados iniciales reduce el cómputo requerido para la simulación. 

 La selección de un tipo de actualización (updating): Síncrono (todas las variables se 

actualizan al mismo tiempo), asíncrono (actualización de variables uno a uno) o mixto 

(definición de clases de prioridad). 

 La definición de perturbaciones (opcional), tales como knock outs, knock ins, etc. Útil para 

estudiar el papel de las inhibiciones, o activaciones constitutivas, específicas de nodos 

particulares en la dinámica del sistema.  

En ocasiones, la visualización de la gráfica STG no es soportada por GINsim, puesto que el tamaño 

crece exponencialmente con el número de componentes. En este sentido, GINsim permite el 

cálculo de los estados estables sin necesidad de calcular la STG (111, 113). 

Cuando el número de nodos de la gráfica regulatoria es muy grande, y por consiguiente se dificulta 

el cálculo y la visualización de la STG, GINsim tiene una serie de herramientas que permiten 

superar estas dificultades, una de ellas es la generación de la gráfica gerárquica de transición 

(HTG). 

La figura 7b muestra todos los estados estables del modelo de Mendoza et al (2006) y la figura 7c 

muestra la gráfica HTG obtenida cuando se especifica como condición inicial condiciones de 

estimulación pro-Th1. El modelo fue descargado de la página www.ginsim.org y este fue 

importado en Ginsim para poder hacer las simulaciones, para lo cual se eligió el modo asíncrono 

de actualización. 

Reducción del modelo 

A partir de un modelo detallado, es posible generar un modelo reducido mediante la eliminación 

de componentes intermedios, este modelo reducido deberá ser dinámicamente consistente con el 

modelo original. Si se elimina el componente G, se deben re-asignar todos los blancos del 

componente G como blancos de los reguladores de G. GINsim implementa un algoritmo que 

permite hacer esta re-asignación automáticamente (115).  

http://www.ginsim.org/
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Se siguen reglas específicas para la eliminación de componentes. Por ejemplo, componentes auto-

regulados no son blancos para reducción, puesto que esto podría afectar el comportamiento 

dinámico del sistema. En este método de reducción, se asegura la preservación de una serie de 

propiedades dinámicas del modelo original. En particular, los estados estables y otros atractores 

complejos se conservan, pero podría ocurrir que surjan nuevos atractores cíclicos (113, 115). 

Prioridad de clases 

Otra estrategia para facilitar el cómputo de la STG consiste en asignar distintas clases de 

componentes con distinta jerarquía de prioridad (mixto). De esta forma, GINsim empezará 

haciendo la actualización de los componentes con mayor prioridad y en seguida el de los de menor 

prioridad (113). De esta forma, se acelera el cómputo considerablemente. 

La creación y el estudio de modelos lógicos de redes regulatorias (tanto de señalización como 

genéticas) ha mostrado ser una herramienta muy útil para la exploración de las propiedades de 

tanto redes biológicas, como para la predicción del efecto de ciertas perturbaciones (27). 

 

ANTECEDENTES  

A la fecha, se ha reportado la expresión de los TLRs en la mayoría de los tipos celulares, entre 

ellos los linfocitos T (84, 116). Aunque su función en estas células no está bien caracterizada. 

En nuestro laboratorio hemos encontrado que de los TLRs expresados en Linfocitos T, el TLR5 

parece expresarse más que el resto, tanto en células de neonato como de adulto (Tesis de 

licenciatura de Otoniel Rodríguez Jorge) y que su activación mediada por la flagelina induce la 

activación de NF-кB en estas células (Tesis de Maestría de Otoniel Rodríguez Jorge). Además, se 

ha reportado que el TLR5 es una molécula co-estimulatoria para la activación de los linfocitos T 

CD4+, promoviendo la proliferación y la producción de citocinas (84). Por lo tanto, el TLR5 es un 

candidato interesante para promover una mejor respuesta de los linfocitos T CD4+ neonatales 

mediante una estimulación directa.  

En los últimos años se ha propuesto el uso de la flagelina (ligando de TLR5) como adyuvante para 

vacunas, ya que sus señales pueden promover una respuesta pro-inflamatoria de las APCs y 

mejorar su capacidad como células presentadoras de antígeno, lo que podría mejorar la respuesta 

contra patógenos (117–119). Incluso, hay vacunas en pruebas preclínicas que usan a la flagelina 
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como adyuvante (117, 120, 121). Sin embargo, las APCs de los neonatos no se activan 

eficientemente por los ligandos de los TLRs, en términos de producción de citocinas y capacidad 

de presentación de antígenos (20, 122).  

En linfocitos T CD4+ de adultos, se ha reportado que la flagelina induce la proliferación y la 

producción de citocinas como IFNγ cuando se usa como co-estimulo. En este mismo estudio, se 

reportó que el efecto es mayor en células de memoria que en células activadas y vírgenes (84). Por 

otra parte, en linfocitos T CD8+ neonatales, se ha reportado que el co-estímulo de flagelina induce 

su proliferación y la producción de IFNγ (6). Mientras que más recientemente, se ha reportado que 

el pretratamiento de linfocitos T CD4 de adulto con flagelina promueve su posterior respuesta al 

estímulo por el TCR, en términos de la producción de citocinas como IFNγ (86).  

Un estudio reciente muestra que los linfocitos T CD4+ neonatales presentan una baja activación 

de AP-1 y un elevado flujo de calcio (relacionado con la activación de NFAT) (123). Sin embargo, 

no se ha evaluado esto cuando se adiciona la señal del TLR5, la cual podría favorecer la activación 

de AP-1 y reestablecer el balance de los factores transcripcionales en las células neonatales. Un 

estudio reportó que el TLR5 es una señal co-estimulatoria importante para la producción de IL-8 

por los linfocitos T CD4 neonatales, pero no fueron más allá en la descripción del mecanismo ni 

la caracterización de la respuesta (124). 

En nuestro laboratorio ya se caracterizó la respuesta de los linfocitos T CD4+ de neonato y de 

adulto ante los estímulos del TCR, la flagelina y las señales conjuntas, en términos de la expresión 

de citocinas y la proliferación. Se encontró que las señales del TLR5 permiten la activación de las 

células de neonato y de adulto, favoreciendo la producción de IFNγ (tesis de doctorado de Rosario 

Labastida Conde). 

La comprensión de la regulación del balance de AP-1, NFAT, NF-κB y CREB durante la 

activación de los linfocitos T CD4+ y su importancia en el establecimiento de la respuesta celular, 

se puede abordar desde un enfoque de la biología de sistemas. Para ello, es necesario emplear 

herramientas computacionales que nos brinden un primer acercamiento al problema, como la 

construcción de un modelo lógico (cualitativo) de la red regulatoria. Un modelo validado sería de 

utilidad para el estudio de la regulación del balance de NFAT, AP-1, NF-κB y CREB en células T 

CD4+ de adultos humanos, que servirá de base para la comparación con las células neonatales. 
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Ya se han estudiado algunos aspectos de la activación y diferenciación de los linfocitos T CD4+ a 

través del empleo de modelos matemáticos, pero la respuesta de estas células de neonato a las 

señales del TLR5 usando modelos computacionales no se ha hecho. A continuación, se muestra 

una tabla que resume los modelos publicados sobre la activación de los linfocitos T CD4+. 

 

Tabla 1. Modelos matemáticos que estudian la función de los linfocitos T CD4. Tomado de 

Abou-Jaoudé, et al. (112). 

Un ejemplo de cómo el modelado computacional de la activación de linfocitos T CD4 aporta 

información relevante acerca del funcionamiento del proceso es el artículo publicado por Sáez-

Rodríguez, et al en el 2007 (27). Ellos generan un modelo lógico de la red de señalización 

inducida por las señales del TCR, CD28 y CD4 y son capaces de recapitular el comportamiento 

global de la red, y posteriormente, predicen algunos eventos de señalización inesperados que 

luego validan experimentalmente. 
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HIPÓTESIS 

Un modelo dinámico, enriquecido con datos de transcriptoma y epigenéticos, de la señalización a 

través del TCR y del TLR5, nos permitirá encontrar los nodos desregulados en los linfocitos T 

CD4+ neonatales y encontrar vías alternas funcionales, que permiten su activación equilibrada. 

 

OBJETIVOS 

General: 

Analizar el transcriptoma y el mapa epigenético de linfocitos T CD4+ de neonatos y adultos 

humanos y la señalización a través del TCR y el TLR5, con el fin de generar un modelo dinámico 

predictivo de los posibles nodos afectados en las células neonatales. 

Específicos: 

1. Caracterizar globalmente las vías que regulan la función de los linfocitos T CD4+ 

neonatales a partir del estudio de los genes diferencialmente expresados en linfocitos T 

CD4+ vírgenes de neonatos y adultos humanos, así como las marcas epigenéticas que 

regulan su expresión. 

2. Crear modelos lógicos de las redes de señalización del TCR y el TLR5 que regulan la 

activación del linfocito T CD4+ y validar la expresión de todos los componentes de los 

modelos usando los datos epigenéticos y de transcriptoma. 

3. Crear un modelo fusionado de las vías del TCR, CD28 y el TLR5 en linfocitos T CD4+ de 

humano. 

4. Evaluar experimentalmente la activación de NF-κB, AP-1 y CREB cuando se estimulan 

mediante el TCR, TLR5, TCR + CD28, o TCR + TLR5, linfocitos T CD4+ de adultos. 

5. Adaptar los modelos con los datos experimentales y usarlos para hacer predicciones acerca 

del funcionamiento de las vías de señalización en linfocitos T CD4+ neonatales.  

METODOLOGÍA 

Modelado de las vías de señalización. 

La generación de los modelos lógicos se realizó usando el software GINsim, por lo que consistió 

en 3 pasos principales: la generación de la red de regulación, la definición del modelo lógico, y la 
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definición de escenarios (condiciones iniciales, reducciones y mutantes). La generación de la 

gráfica de regulación implica la descripción detallada de las vías de señalización en la forma de 

una red (gráfica) de señalización. Ésta es un modelo gráfico estático, que debe ser cuidadosamente 

anotado de acuerdo a las fuentes de interacciones (bases de datos, literatura, etc.), y que sirve como 

andamio para la generación de un modelo dinámico. La estrategia de modelado dinámico que se 

implementa en GINsim es el modelado lógico discreto, en su variante multinivel (111). A cada 

nodo de la red se le asignó una regla lógica que determina su nivel de activación, así mismo, se 

asignó un rango de activación, ambas cosas conforman el modelo lógico. Las simulaciones con el 

modelo lógico se realizaron mediante un esquema de actualización (updating) asíncrono y/o 

usando clases de prioridad, debido al tamaño y la conectividad entre los nodos. 

Independientemente, los modelos fueron reducidos (algoritmo implementado en GINsim) y se 

generó la gráfica jerárquica de transición (HTG). Para simular el efecto de nodos específicos sobre 

la dinámica del sistema se simularon Knock outs de los componentes.  

Análisis bioinformático de datos obtenidos mediante ChIP-seq. 

Los datos de ChIP-seq se obtuvieron del consorcio Blueprint (http://www.blueprint-

epigenome.eu/), que tiene datos de linfocitos T CD4 de adultos y neonatos humanos. Este 

consorcio es un esfuerzo de la comunidad científica para caracterizar el epigenoma y transcriptoma 

de células humanas. Se obtuvieron los archivos BED correspondientes a los picos de 6 marcas de 

chromatina: H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3, H3K9me3 y H3K36me3, de linfocitos 

T CD4+ de adultos y neonatos humanos (3 neonatos y 5 adultos). Estos datos se usaron para generar 

modelos de Markov de los estados de la cromatina usando ChromHMM 

(http://compbio.mit.edu/ChromHMM/) (125). ChromHMM es un programa de línea de comandos, 

desarrollado en Java, que permite entrenar un modelo de Markov a partir de distintas marcas de 

cromatina y genera los segmentos del genoma correspondientes a cada estado (combinación de 

marcas). Usamos R para obtener los segmentos correspondientes a los estados  que identifican a 

promotores y enhancers activos y los usamos para obtener las listas de genes asociados a estas 

regiones regulatorias.  

Tanto los análisis epigenéticos como los datos de transcriptoma sirvieron para validar los modelos 

lógicos. Específicamente, para verificar que los nodos incluidos en los modelos efectivamente 

estén siendo expresados en estas células.  

Análisis de datos obtenidos mediante RNA-seq 

http://www.blueprint-epigenome.eu/
http://www.blueprint-epigenome.eu/
http://compbio.mit.edu/ChromHMM/
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Se usaron los archivos gff reportados por el consorcio Blueprint, se obtuvieron los conteos de reads 

(fragmentos secuenciados) y a partir de ellos se realizó el análisis de expresión diferencial con las 

paqueterías DESeq2 (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html) y EdgeR 

(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html) en R.  

Purificación y cultivo celular 

La purificación se realizó en varios pasos secuenciales. Primero se obtuvieron las células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs y CBMCs) a partir de concentrados leucocitarios y 

de sangre de cordón umbilical, mediante centrifugación con gradiente de Ficoll. Las células 

mononucleares fueron puestas en medio en cajas de cultivo durante toda la noche, para 

deshacernos de las células adherentes. Posteriormente, las células fueron recuperadas y se realizó 

una incubación de 40 min con 1 ml de eritrocitos de la misma muestra, guardados un día anterior, 

y cocktail RosetteSep (StemCell Technologies) para enriquecimiento de células T CD4+, en 

seguida se realizó una centrifugación con gradiente de Ficoll y se recuperaron los linfocitos T 

CD4+. Posteriormente, se eliminaron las células de memoria, o las impurezas en el caso de las 

muestras de neonato, mediante una incubación con anticuerpos acoplados a perlas magnéticas 

(Pierce) y con ayuda de un Rack magnético (StemCell Technologies). Para la eliminación de 

células de memoria se usaron anticuerpos contra CD45RO y CD44, mientras que para mejorar la 

pureza de las células de neonato se usaron anticuerpos para CD11b y B220. 

Tinción intra y extracelular 

La tinción intra y extracelular se realizó incubando las células con anticuerpos específicos durante 

30 min a 4ºC. La tinción intracelular requiere dos pasos previos: Fijación con formaldehido al 

1.5% y permeabilización con MeOH absoluto frío. Tras la incubación se hacen dos lavados con 

solución de facs (PBS + SFB 2%), y se fijan las células con formaldehído 1%. 

Citometría de flujo 

Se empleó citometría de flujo para evaluar la expresión de proteínas extra e intracelulares. Las 

proteínas que se evaluaron: p65 (rabbit polyclonal; Santa Cruz Technologies), CREB (Rabbit 

monoclonal, Cell Signalling Technologies) y cJun (rabbit monoclonal, Genetex), y la fosforilación 

de IKKα/β (rabbit monoclonal, Thermo Fisher), cJun (rabbit monoclonal, GeneTex), CREB 

(Rabbit monoclonal, Cell Signalling Technologies) y p65 (Miltenyi Biotec). Además, se evaluó la 

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html
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presencia de marcadores de células T CD4+ vírgenes (CD3, CD4, CD45RO y CD45RA, CCR7 y 

CD62L). 

 

 

 

RESULTADOS 

Generación y validación de un modelo de la señalización por medio del TCR. 

Al reconocer a su antígeno por medio del TCR, se desencadena una red intrincada de eventos de 

señalización intracelular en los linfocitos T. Para facilitar su estudio, se pueden distinguir en dicha 

vía 5 grupos de eventos importantes: (1) La señalización temprana, (2) la formación del 

señalosoma (signalosome) de LAT o moléculas alternativas, (3) la vía de PKCθ, (4) las vías de las 

MAP cinasas, y (5) la vía dependiente de Calcio. Para una revisión a detalle de las vías de 

señalización que dirigen la activación del linfocito T, ver el capítulo “Recent insights in T cell 

activation and diferentiation” que publicamos en el libro “Recent trends in Immunology” (Anexo 

1). El estudio de la señalización mediada por el TCR es un reto, y para abordarlo decidimos generar 

un modelo lógico que describiera los eventos más importantes y que al mismo tiempo nos 

permitiera un análisis de la dinámica del proceso. Por tal motivo, tomamos un modelo previamente 

publicado (2007) por Julio Sáez-Rodríguez y lo actualizamos ampliamente a la literatura más 

reciente. Para la generación y anotación (y posteriormente, el análisis) de tal red usamos el 

software GINsim (http://www.ginsim.org/). Para actualizar este modelo revisamos la información 

contenida en las bases de datos de REACTOME (http://www.reactome.org/; R-HSA-202403.4) y 

KEGG (http://www.genome.jp/kegg/; map04660) relativa a esta vía hasta Septiembre del 2016. 

Así mismo, revisamos la información publicada en revistas científicas especializadas a la misma 

fecha. En general, las bases de datos no contienen la información más reciente, y fue requerida la 

curación manual de la información. En la medida de lo posible, se utilizó información concerniente 

a linfocitos T CD4+ de humano. Sin embargo, en muchos casos se tomó en cuenta información 

reportada para otros tipos celulares relacionados, como lo son los linfocitos T CD8 de humano, 

algunas líneas celulares como la Jurkat, y linfocitos T CD4+ de ratón. DIfha información está 

plasmada en la anotación correspondiente del modelo. Consideramos que, siempre que las 

proteínas que participan en un evento de señalización en un tipo celular diferente a los linfocitos 

http://www.reactome.org/
http://www.reactome.org/cgi-bin/control_panel_st_id?ST_ID=R-HSA-202403.4
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map04660
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T CD4+, también estén expresadas en estos últimos, podemos proponer que dicho evento de 

señalización puede tener lugar en los linfocitos T CD4+. Esto es más probable si existe una relación 

cercana, respecto a la especie y el linaje celular, entre los tipos celulares en consideración y los 

linfocitos T CD4+ de humano, tal es el caso de las células antes mencionadas. La literatura utilizada 

para la construcción del modelo está citada en el mismo modelo, que además tiene las ligas 

(hyperlinks) correspondientes a las entradas de Pubmed y a HUGO. Posteriormente, la expresión 

de todos los componentes del modelo en linfocitos T CD4+ de humano fue verificada con los datos 

publicados por el consorcio BLUEPRINT (http://www.blueprint-epigenome.eu/). 

Específicamente, para considerar que un gen está expresado en linfocitos T CD4+ de humanos, se 

verificó que este tuviera un valor de al menos 1 RPKM (reads per kilobase per million) en los 

datos de RNA-seq, y que tuviera marcas epigenéticas de promotor activo, enhancer activo, o de 

transcripción activa traslapando la región génica (Sección 3 de los resultados). El modelo 

resultante describe a detalle la vía de señalización del Receptor de Células T (TCR) en linfocitos 

T CD4+ de humano (Figura 8). Dicho modelo consiste en: 110 componentes (nodos) y 229 

interacciones (arcos) que los conectan. De los 110 nodos, 2 son entradas  (TCR  y CD28) y 6 son 

salidas del modelo; los cuales son 6 fenotipos (Anergia, Citocinas pro-inflamatorias, citocinas anti-

inflamatorias, progresión del ciclo celular, supervivencia y remodelación del citoesqueleto). 

Además, incluimos a 6 factores transcripcionales importantes (NF-кB, AP-1, NFAT, SRF, CREB 

y β-catenina). La tabla 2 muestra cómo se asignaron las reglas de los nodos fenotípicos, de acuerdo 

a su capacidad de ser promovidos por los factores transcripcionales antes mencionados. En la 

figura 8 se aprecian las entradas en verde, los factores transcripcionales en amarillo y los fenotipos 

en gris. Los arcos verdes y rojos que conectan a  los distintos componentes representan las 

influencias sobre la activación de estos componentes, donde la activación es representada por un 

arco verde y la inhibición por un arco rojo. 

Para asignar el modelo lógico a la red de regulación, se especificaron los parámetros lógicos y los 

umbrales de activación que regulan la activación de cada nodo en GINsim. Para los detalles del 

formalismo lógico usado en GINsim, vea el capítulo introductorio de modelado lógico y los 

materiales y métodos.  

Validamos y afinamos el modelo lógico de 2 formas: Primero, verificamos que el comportamiento 

correspondiera con los datos publicados en la literatura; es decir, que para determinada entrada se 

produjera la salida esperada. Como se puede ver en la figura 9, al estimular con CD3 + CD28 se 
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activan las proteínas de señalización (Por ejemplo: IKK y PI3K), los factores de transcripción 

(NFAT, CREB, AP-1 y NF-кB) y los nodos fenotípicos. Segundo, verificamos que cuando 

realizamos perturbaciones a la red (mutaciones) se reprodujera lo reportado en la literatura para 

esas perturbaciones. Específicamente, se simularon los Knock outs (KO) para PKCθ y PI3K, y se 

verificó que estos reprodujeran los datos de la literatura; es decir, que cuando se muta PKCθ no se 

activa NF-кB ni la expresión de citocinas pro-inflamatorias y que cuando se muta PI3K no se 

activa NF-кB, AP-1 ni los nodos fenotípicos, excepto Anergia. Fue necesario revisar 

detalladamente el modelo para poder realizar las afinaciones correspondientes y lograr que este 

reprodujera los resultados experimentales reportados. La figura 9 muestra el resumen de las 

validaciones por medio de las simulaciones del modelo. 

Los linfocitos T CD4+ expresan otros receptores además del TCR, como receptores de citocinas y 

receptores de moléculas co-estimulatorias, que suministran señales que son integradas por la célula 

y que regulan su activación y diferenciación. Algunos de los receptores que son importantes para 

la activación del linfocito T CD4+ son los TLRs. El TLR5, el TLR2 y el heterodímero TLR7/8 ya 

han sido reportados como importantes receptores co-estimuladores que regulan la activación y 

función de los linfocitos T. 
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Figura 8. Modelo de la señalización mediada por el Receptor de Células T (TCR). El modelo 

del TCR consta de 110 nodos y 229 arcos que los conectan. 2 entradas (nodos verdes), 6 

factores transcripcionales clave (amarillo), 6 salidas  correspondientes a nodos fenotípicos 

(grises) y 96 componentes intermedios (nodos blancos) conforman la red. 
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Figura 9. Cómputo de los estados estables del modelo del TCR. Esta figura muestra los 

atractores (estados estables) que se obtienen con 3 condiciones de estimulación: Sin  

estímulo (Unstimulated), TCR, y TCR + CD28; además de 3 condiciones iniciales: Wild type 

(WT), Kock-out (KO) de PKCθ (PKC KO) y KO de PI3K (PI3K KO). En esta figura las 

celdas azules representan los valores 1 (estado activo), mientras que las celdas blancas 

representan valores 0 (estado inactivo). 

 

Fenotipos Factores transcripcionales o activadores 

Citocinas proinflamatorias NF-кB(76, 126–129), NFAT(127, 129–133), 

AP-1(129, 133–135) 

Citocinas antiinflamatorias NFAT(136), AP-1(129, 137), CREB(129, 

137–139) 

Progresión del ciclo celular (proliferación) NF-кB(140), NFAT(133, 141, 142), AP-

1(133, 143), CREB(139, 144) 

Supervivencia NF-кB(145), NFAT(142, 146), AP-1(143, 

147), CREB(139) 

Remodelado del citoesqueleto de actina WAS(148–152), WAVE(148, 149, 151), 

ARP2/3(148, 151, 152) 

Tabla 2. Nodos fenotípicos y proteínas que los inducen. 

 

Generación y validación de un modelo de la señalización mediada por el  TLR5. 

Los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) son receptores de reconocimiento de 

patrones (PRR, por sus siglas en inglés) que reconocen patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) y/o daño celular (DAMPs). Hay 10 TLRs descritos en humano (TLR1-10), y 

su papel en la respuesta inmune innata ha sido ampliamente estudiado durante muchos años(153–

155). Sin embargo, su papel como moléculas co-estimulatorias en la respuesta adaptativa está 

menos descrito (6, 83). El TLR5 reconoce al monómero de flagelina, una proteína que forma parte 

del flagelo de muchas bacterias (89, 156). El papel del TLR5 como molécula co-estimulatoria fue 

demostrado por Caron et al. (2005). Ellos mostraron que la flagelina puede promover la 

proliferación y la producción de IFNγ por parte de los linfocitos T CD4+ (84). La flagelina es 

actualmente un prometedor coadyuvante para vacunas (121). Por lo tanto, un modelo dinámico de 

la respuesta de los linfocitos T CD4+ a la flagelina sería una herramienta muy útil, sobre todo si se 

usa en combinación con un modelo del TCR. Por todo lo anterior, decidimos generar un modelo 

de la activación de la vía del TLR5 por la flagelina, validado para los linfocitos T CD4+.  
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Debido a que no había suficiente información acerca del papel del TLR5 en los linfocitos T CD4+ 

tuvimos que tomar información proveniente de otros tipos celulares. Sin embargo, tal como lo 

hicimos con el modelo del TCR, validamos la expresión de todos los componentes del modelo del 

TLR5 en linfocitos T CD4+ con la información del consorcio BLUEPRINT. Para validar la 

expresión de cada componente, consideramos que este estaba expresado si tenía un RPKM de al 

menos 1 así marcas de promotores y/o enhancers activos o transcripción traslapando las regiones 

regulatorias o génicas.  

Nuestro modelo del TLR5 consiste de 2 vías principales, la que depende de la formación del 

macro-complejo que contiene a MyD88 y/o TRIF y la dependiente de PI3K. La vía del mydosoma 

lleva a la activación de TAK1, la cual se encarga de activar a las MAP cinasas y a IKK, 

produciendo la activación de AP-1 y NF-кB. La vía dependiente de PI3K lleva a la activación de 

CREB y AP-1. La figura 10 muestra nuestro modelo de la vía del TLR5, el cual consiste en 1 

entrada, el TLR5 (verde) y 3 salidas (gris), además incluye a 3 factores transcripcionales (amarillo) 

importantes. En total, el modelo del TLR5 consta de 42 nodos y 77 arcos que los conectan. La 

figura 11 muestra la validación del modelo del TLR5 con base en las simulaciones. Esta figura es 

similar a la figura 9, y muestra (parcialmente) el estado estable obtenido cuando se estimula (o no) 

a las células T CD4+. Dos perturbaciones son simuladas para verificar que el modelo reproduce 

los datos esperados bajo condiciones de mutación (knock-out). En la figura se observa que cuando 

se muta TAK1 no es posible la activación de los factores transcripcionales ni de los fenotipos. Asé 

mismo, cuando se muta PI3K no se activan los nodos fenotípicos de citocinas pro-inflamatorias, 

anti-inflamatorias, ni supervivencia. Ya que no contábamos con información en la literatura 

respecto a la activación de la vía de señalización del TLR5 en linfocitos T CD4+, decidimos validar 

experimentalmente el funcionamiento de la vía en condiciones wild type y estimulación, como se 

muestra en una sección más adelante (Validación experimental del modelo del TLR5). 
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Figura 10. Gráfica regulatoria del modelo del TLR5. El modelo del TLR5 consta de 42 

nodos, entre una entrada y 6 salidas, de las cuales 3 son factores transcripcionales y 3 son 

fenotipos. 77 arcos conectan los nodos.  
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Figura 11. Cómputo de los estados estables del modelo del TLR5. El cómputo de los 

atractores estables se hizo con 2 condiciones de estimulación y 3 condiciones iniciales. Las 

3 condiciones iniciales fueron: Wild type, KO de TAK1 y KO de TLR5. Al igual que en la 

figura 8, las celdas azules representan los valores 1, mientras que las celdas blancas 

representan valores 0. 

 

Validación de la expresión de los componentes de los modelos. 

En la medida de lo posible, para la construcción de los modelos se consideró solo información 

proveniente de linfocitos T CD4+ humanos. Sin embargo, algunas interacciones y regulaciones 

postraduccionales han sido reportadas solo para linfocitos T CD4+ y/o CD8+ de ratón, o para líneas 

celulares. Cuando había suficiente información (al menos dos reportes) para considerar relevantes 

a estas interacciones y/o modificaciones, estas fueron incluidas en los modelos. Toda la literatura 

que se usó para la construcción del modelo está referida en el modelo mismo, suministrado como 

material suplementario. 

Como resultado, se obtuvieron modelos extensos y no exclusivamente para linfocitos T CD4 de 

humano, por lo tanto, tuvimos que validar la expresión de todos los componentes de los modelos 

en nuestras células. Para realizar esto, usamos los datos públicos del consorcio BLUEPRINT. El 
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cual, es un esfuerzo multinacional para describir la expresión génica y la regulación epigenómica 

de diversos organismos y tipos celulares de humano.  

Para validar la expresión de todos los componentes de los modelos, tomamos los datos de 

expresión génica de BLUEPRINT y verificamos la expresión de todos los componentes de los 

modelos (RPKM >=1). Para esto, tomamos el archivo de cuantificación de genes (.gff) reportado 

por BLUEPRINT y comparamos estos datos con las listas de genes de los modelos del TCR y el 

TLR5. También extrajimos las regiones promotoras (+/- 1000bp del inicio del gen) de todos los 

genes, además de las regiones génicas, y verificamos que estas regiones tuvieran marcas de 

promotores activos (H3K4me3+H3K27ac+), enhancers activos (H3K4me1+H3K27ac+), y de 

transcripción (H3K36me3). La identificación de promotores activos, enhancers activos y 

transcripción fue realizada usando el programa ChromHMM, que genera un modelo de los estados 

de la cromatina a partir de los datos de picos de las marcas de cromatina. La figura 12 muestra 

como ejemplo a la proteína LCK, sus niveles de expresión y la presencia de los estados de la 

cromatina característicos de promotor activo, enhancer activo y transcripción. 

 

Figura 12. Ejemplo de validación de la expresión de los nodos. Esta figura muestra a LCK, 

los niveles de expresión (RNA-seq) y los estados de la cromatina y su distribución a lo largo 

de la región promotora y génica. De acuerdo a esta figura, LCK se expresa en linfocitos T 

CD4+ de adulto (A) y de neonato (N). 
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Validación experimental del modelo del TLR5. 

Caron et al (2005) reportaron la expresión del TLR5 (a nivel del mensajero) en linfocitos T CD4+ 

y demostraron su importancia como molécula co-estimulatoria al promover la expresión de IFN-γ 

y la proliferación de linfocitos T CD4+ (84). Ellos encontraron que este efecto era más fuerte en 

células de memoria que en células vírgenes. Pero el mecanismo molecular por el cual el TLR5 

ejercía esta función fue solamente sugerido. Nosotros propusimos, de acuerdo a nuestro modelo, 

que el TLR5 promueve la activación de los linfocitos T CD4+ al promover la activación de NF-

кB, AP-1 y CREB, y validamos nuestro modelo a través de la evaluación experimental de las vías 

de señalización que inducen la activación de estos factores transcripcionales. Para esto último, 

evaluamos la fosforilación de IKKα/β y p65, así como de cJun, en linfocitos vírgenes estimulados 

con flagelina, como una medida de la activación de las vías de NF-кB y AP-1, respectivamente. 

Para esto, usamos anticuerpos monoclonales dirigidos a tales epítopes, y los evaluamos mediante 

citometría de flujo. Por tal motivo fue necesario purificar células vírgenes, lo cual se realizó usando 

el cocktail RosetteSepTM (STEMCELL) y la eliminación de CD45RO y CD44 mediante 

anticuerpos acoplados a perlas magnéticas (Pierce). Para los detalles de la purificación, ver la 

metodología. Además, en nuestro laboratorio se evaluó la expresión de citocinas y la proliferación 

de linfocitos T CD4+ de adultos y neonatos en respuesta a las señales del TCR y flagelina, y se 

comparó con la respuesta inducida por las señales del TCR y CD28. Tanto en las células de adulto 

como de neonato se encontró una mejor respuesta a las señales del TCR + flagelina, 

particularmente en cuanto a la expresión de IFNγ (157). 

La figura 13 muestra un ejemplo de la pureza de las células aisladas usando nuestro método, la 

expresión del TLR5 (al nivel de la proteína) y la expresión de los marcadores CCR7 y CD62L, 

que son marcadores de direccionalidad a la zona T de los nodos linfáticos, característica de los 

linfocitos vírgenes, así como la depleción del CD45RO. Como puede observarse, más del 98% de 

las células son CD3+CD4+, y son positivas para CCR7 y CD62L y negativas para CD45ROhi.  
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Figura 13. Pureza de las células y expresión de marcadores. Esta figura muestra un ejemplo 

de la pureza de las poblaciones celulares obtenidas mediante nuestro método, también 

muestra la depleción de CR45RO, y la expresión de CCR7, CD62L y el TLR5.  

Por otra parte, la figura 17 muestra la evaluación de fosfo-cJun y fosfo-p65 después de la 

estimulación de células vírgenes con diferentes combinaciones de estímulos.  

Aunque pudimos observar un aumento en la fosforilación de IKK, p65 y cJun, con el estímulo solo 

de Flagelina, dicho cambio no fue estadísticamente significativo. Sin embargo, considerando que 

pudimos demostrar experimentalmente la expresión del TLR5 en linfocitos T CD4+ vírgenes y ver 

la activación de la vía de señalización del TLR5 tras la estimulación con flagelina, no se puede 

descartar el posible rol del TLR5 como receptor co-estimulador. A continuación, procedimos con 

la fusión de los modelos del TCR y el TLR5 para evaluar este hecho. 

Fusión de los modelos del TCR y el TLR5. 

Los dos modelos (el del TCR y el del TLR5) validados independientemente fueron útiles para 

estudiar el papel de los estímulos clásicos TCR + CD28 y explorar el rol del TLR5, pero el estudio 

del rol como receptor co-estimulador de TLR5 requirió de la fusión de ambos modelos, puesto que 

para esto se requiere el estudio de la regulación cruzada de estas vías.  
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La fusión de modelos no es un proceso trivial. La forma más correcta de fusionar dos modelos, 

aunque la más difícil, es realizar una fusión manual, en la que el modelador pueda curar las 

interacciones entre los componentes comunes a los modelos y las ecuaciones, o las reglas lógicas 

en este caso, para decidir las reglas resultantes después de la fusión. Nosotros realizamos una 

fusión a dos niveles: Al nivel de la gráfica de regulación y al nivel de las reglas lógicas. A nivel 

de la gráfica, tanto GINsim como Cytoscape tienen integradas herramientas que realizan este 

trabajo de manera automática. Sin embargo, la gráfica sola no es tan útil y si quisiéramos un 

modelo de la nueva gráfica tendríamos que re-asignar el modelo totalmente. En el otro extremo 

está la fusión de los modelos (al nivel del archivo GINML), pero tras la edición manual del modelo 

(el archivo ginml es un tipo de archivo XML) se pueden tener muchos errores y el archivo 

resultante puede estar corrupto. Ambas metodologías presentaron muchas dificultades. La forma 

más eficiente que encontramos de fusionar dos modelos generados en GINsim, aunque nada 

automática y aún propicia a errores, fue la fusión de dos gráficas (copy/paste), que cambia los 

nombres de los nodos comunes, y la posterior edición manual de los nodos comunes (tanto la 

gráfica como la reasignación de las reglas lógicas). Sin embargo, los parámetros gráficos y lógicos 

de los nodos no comunes son conservados. Afortunadamente, las vías del TCR y el TLR5 no tienen 

muchos nodos comunes, por lo que la fusión de los modelos fue posible aun considerando el 

tamaño de los modelos.  

La figura 14 muestra el modelo fusionado (TCR + TLR5). Como se aprecia en esta figura, el 

modelo fusionado consta de 129 componentes entre nodos originalmente correspondientes a cada 

modelo independiente (los nodos rojos corresponden al TCR y los verdes al TLR5) y nodos 

comunes (nodos azules), y 272 arcos representando las interacciones entre los distintos nodos. En 

total, el modelo fusionado tiene 3 entradas (TCR, CD28 y TLR5) y 6 salidas, estas últimas 

corresponden a los fenotipos presentes en los modelos independientes: citocinas pro-inflamatorias, 

citocinas anti-inflamatorias, progresión del ciclo celular, supervivencia, remodelación del 

citoesqueleto y Anergia. Es claro que todas las salidas del modelo fusionado eran ya salidas en el 

modelo del TCR, lo que nos muestra que ambas moléculas regulan los mismos procesos celulares. 

Sin embargo, las vías para llegar a la activación de los factores transcripcionales y procesos 

celulares son mayoritariamente independientes. Sólo comparten la vía de PI3K. 
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Figura 14. Modelo fusionado (TCR/CD28 + TLR5). En total  129 nodos conforman el 

modelo fusionado, y 272 arcos los conectan. En rojo se muestran los nodos correspondientes 

al TCR, en verde los correspondientes al TLR5, y en amarillo los nodos comunes.  

 

Un modelo de tal magnitud es muy complicado de simular, pero gracias a la herramienta de 

reducción de modelos implementada en GINsim, pudimos generar varias versiones reducidas de 

los modelos originales y el fusionado. Dicha herramienta consiste en que el usuario selecciona los 

nodos a reducir (esconder), que deben cumplir con la característica de no ser nodos auto-regulados 

positivamente, de forma que no sean nodos relevantes para la dinámica del sistema, que afecten el 

número o la obtención (reachability) de atractores. GINsim elimina automáticamente los nodos 

seleccionados, y asigna las interacciones y reglas lógicas entrantes del nodo reducido al nodo 
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blanco. Lo anterior permite la obtención de redes más pequeñas, con una alta conectividad, pero 

que facilitan las simulaciones. La figura 15 nos muestra una versión muy reducida del modelo 

fusionado. 

 

Figura 15. Modelo fusionado reducido. Versión “core” del modelo fusionado. Esta versión 

consiste en 59 nodos y 159 arcos. Dicha versión fue utilizada para la obtención de la gráfica 

jerárquica de transición. 

Usando nuestro modelo fusionado evaluamos la obtención de los estados estables a partir de varias 

combinaciones de entradas (Sin estímulo, TCR + CD28 y TCR + TLR5) y varias condiciones 

iniciales. La figura 17 muestra los resultados de dichas simulaciones. Puede observarse que en el 

caso del knock-out para PKCθ, aún puede alcanzarse la activación de NF-кB, debido a la 

contribución de la vía del TLR5 mediante TAK1. Mientras que el knock-out de PI3K afecta 
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severamente la señalización. Realizando las mismas simulaciones con nuestro modelo fusionado 

reducido obtuvimos los mismos resultados. 

 

Figura 16. Cómputo de los estados estables del modelo fusionado reducido (“core”). Se 

realizaron simulaciones considerando 4 combinaciones de entradas (Sin estímulo, TCR + 

CD28, TCR + TLR5) y 3 condiciones iniciales (wild type, PKCth KO y PI3K KO). 

Los resultados del cómputo de estados estables nos permitieron validar el funcionamiento de 

nuestro modelo fusionado, e incluso nos permitieron hacer predicciones acerca de la regulación 

cruzada de las vías. De acuerdo al cómputo de estados estables, se obtienen estados estables para 

la combinación de entradas: TCR+CD28, TCR+TLR5 y TCR+CD28+TLR5, pero no para el TLR5 

solo. Aún más, cuando obtuvimos la HTG usando el modelo reducido los únicos atractores 

identificados corresponden a los estados estables ya mencionados. Una de las cosas que pudimos 

ver de la fusión de los modelos es que se enriquecieron los interactores para el modelo del TLR5, 

lo que agregó una regulación más fina, y lo que nos permitiría hacer simulaciones más realistas. 

No es extraño que al fusionar los modelos ya no fuera posible obtener un estado estable para la 

sola entrada de TLR5, como lo sería la sola estimulación con flagelina, debido a la inclusión de 

nuevos interactores a la vía como resultado de la fusión de los modelos. Se puede entender que al 

hacer la fusión de modelos se “homogeneizó” la definición de nodos fenotípicos, además de que 

las interacciones entre nodos comunes, que estaban reportadas solo para un modelo, prevalecieron 

en el modelo fusionado.  
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De acuerdo con los estados estables obtenidos como resultado de las simulaciones, un KO para 

PKCθ, o situaciones que afecten la activación de PKCθ, no afectaría severamente la activación del 

linfocito T si se logra la activación de NF-кB e través de otras vías. Debido a la existencia de vías 

alternativas, como la promovida por TLR5 y mediada por TAK1, se logra la activación de NF-кB. 

Esto implica que la vía de TLR5 podría compensar cuando existen deficiencias al nivel de PKCθ 

Por otra parte, un KO para PI3K, o deficiencias en la activación de PI3K, afectaría severamente la 

activación de la célula, debido a que es una vía común para el TCR, CD28 y el TLR5, y debido a 

que regula la activación de NF-кB, AP-1, CREB y β-catenina y de todos los fenotipos, salvo la 

remodelación del citoesqueleto. 

 

Activación de factores transcripcionales clave para la activación de los linfocitos T CD4+ de 

adulto. 

Nuestro modelo fusionado es una herramienta útil para el estudio de la regulación cruzada de las 

vías de señalización. Sin embargo, quisimos evaluar experimentalmente la fosforilación de 

IKKα/β, p65, cJun y CREB, como medida de la activación de las vías comunes en el modelo 

fusionado y poder afinarlo con los datos experimentales, en caso de ser necesario. La figura 17 nos 

muestra los resultados experimentales de estimular linfocitos T CD4+ vírgenes con distintas 

combinaciones de estímulos. 

Los resultados experimentales validaron lo que ya habíamos obtenido con la fusión del modelo y  

no fue necesario afinar drásticamente el modelo fusionado. Como se aprecia en la figura 17, las 

señales combinadas del TCR + CD28 y TCR + TLR5 son prácticamente equivalentes en términos 

de la activación de las vías de AP-1 y NF-кB, de acuerdo con la fosforilación de IKKαβ, p65 y 

cJun. Estos resultados nos permiten proponer que las señales de la flagelina pudieran activar 

directamente a los linfocitos T CD4+ vírgenes, y que su papel es muy similar al de CD28 aunque 

la vía de señalización es distinta, además del rol que pudiera tener sobre otras células inmunes. Lo 

anterior sugiere que la flagelina podría ser una señal fuerte en formulaciones de vacunas. 
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Figura 17. Evaluación experimental de la fosforilación de p65, cJun y CREB. Evaluamos 

mediante citometría de flujo la fosforilación de cJun, IKKα/β y CREB, como medida de la 

activación de las vías de AP-1, NF-кB y CREB. 

 

Transcriptómica del estado basal de los linfocitos T CD4+ de adultos y neonatos humanos. 

Para el labaoratorio, es de particular interés conocer la inmunobiología de los linfocitos T 

neonatales. Se sabe que los linfocitos T CD4+ de neonatos tienen un alto umbral de activación, y 

que tienen algunos defectos en la señalización, como una alta señalización mediada por calcio y 

deficiencias en la activación de AP-1 (123, 158). También se sabe que la polarización de linfocitos 

T CD4+ neonatales hacia un perfil Th1 es deficiente, y que se favorecen los perfiles Th2 y Treg 

(159, 160). Además, es conocido que las células dendríticas y otras células presentadoras de 

antígenos en neonatos son inmaduras, presentan antígenos deficientemente y aportan bajas señales 

co-estimulatorias. Todo lo anterior, hace particularmente interesante y urgente la búsqueda de 

moléculas co-estimulatorias alternativas que favorezcan la activación de los linfocitos T 

neonatales. 

El consorcio BLUEPRINT ha generado datos de RNA-seq de linfocitos T CD4+ de cordón 

umbilical (neonato) y de adulto. Como un primer acercamiento decidimos hacer un análisis de 

expresión diferencial usando los datos generados por BLUEPRINT, para lo cual usamos DESeq2 

y EdgeR. La figura 19 muestra una gráfica con los genes diferencialmente expresados en neonatos 

versus adultos. Al realizar la anotación funcional de los genes sobreespresados en neonatos 

encontramos que estaban enriquecidas las vías de metabolismo, ciclo celular y respuesta inmune 

innata. Por otra parte, estaban disminuidos algunos componentes de la vía de activación de 
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linfocitos T, tales como Fyn y SLP-76, así como receptores de citocinas y quimiocinas. Sin 

embargo, muy pocos genes sobreexpresados en los neonatos eran anotados a vías descritas. Todo 

lo anterior sugiere que hay deficiencias en las funciones clásicas pero podría haber funciones 

alternativas de los linfocitos T CD4+ de neonato. Recientemente, en el laboratorio publicamos un 

artículo donde mostramos que los linfocitos T CD8+ tienen funciones de inmunidad innata 

(Galindo-Albarrán, et al. 2016). De igual manera, en los linfocitos T CD8+ neonatales encontramos 

una sobre expresión de genes que codifican para péptidos antimicrobianos y vías de inflamación 

características de neutrófilos. 

 

Figura 18. Gráfica de expresión diferencial. En rojo se muestran los genes diferencialmente 

expresados (padj<0.05) en neonato vs adulto. 

Nuestros modelos están actualizados a la literatura más reciente, y representan vías detalladas que 

no están descritas en ninguna base de datos. Por tal motivo, decidimos mapear los resultados de la 

expresión diferencial de genes a nuestro modelo fusionado. La figura 19 muestra el modelo 

fusionado con los nodos sobreexpresados y menos expresados en células de neonato. 

Figura 19. Mapeo de genes diferencialmente expresados en neonatos. Se tomaron los genes 

diferencialmente expresados en neonatos de acuerdo a nuestro análisis y estos fueron 

mapeados al modelo fusionado. En naranja se aprecian genes menos expresados en neonatos 

mientras que en morado se muestran genes sobreexpresados en neonatos. 
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Como se observa en la figura 19, un regulador negativo (cCBL) de la señalización temprana por 

el TCR se encuentra sobreexpresado en las células de neonatos. Esta proteína es una E3 ubiquitin 

ligasa, que estaría mandando a degradación a los complejos de señalización que el TCR formara. 

Además, un regulador negativo (DUSP) de la vía de AP-1 también está sobreexpresado, este es 

una fosfatasa que eliminaría los fosfatos de varias MAP cinasas, bloqueando la activación de AP-

1. Esto sugiere que la vía del TCR está bloqueada a varios niveles en células neonatales. Por otra 

parte, varios reguladores positivos de la señalización por el TCR se encuentran menos expresados 

en las células de neonatos, tal es el caso de Fyn, SLP-76, NFATc2. De manera interesante, PI3K 

y CREB se encuentran sobreexpresados en neonatos, lo que pudiera significar una mayor 
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activación de la vía de PI3K. También Tpl2, otra molécula de la vía de TLR5, se encuentra 

sobreexpresada en neonato. En conjunto, estos resultados apuntan a que los linfocitos T CD4+ 

tienen varias particularidades en la señalización mediada por el TCR que explican su mayor umbral 

de activación. Además, sugieren que la vía del TLR5 pudiera compensar por este alto umbral de 

activación y permitir la activación eficiente de las células neonatales.  

Una vez con el análisis de expresión diferencial, decidimos evaluar las marcas de cromatina 

abierta y cerrada en las regiones promotoras de dichos genes, para lo cual usamos los datos 

reportados por BLUEPRINT. Como se aprecia en la figura 21, los genes sobre expresados en 

células T CD4+ de adulto presentan un enriquecimiento claro en los niveles globales de la marca 

H3K4me3 (de apertura), y solo un ligero enriquecimiento de H3K27ac y una ligera disminución 

de H3K27me3. Por otra parte, los genes sobreexpresados en neonatos presentan sobre todo una 

disminución en H3K27me3, mientras que su H3K4me3 se encuentra similar a los genes 

sobreexpresados en adulto. 

Todo lo anterior sugiere diferencias en la regulación epigenética de los genes que regulan 

funciones específicas en neonatos y en adultos. Parecería que las células de adulto expresan sus 

genes específicos mediante mecanismos que llevan a la adquisición de la marca H3K4me3 de 

los genes característicos de los linfocitos T CD4+ de adultos y la adquisición de la marca de 

cierre de la cromatina H3K27me3 en genes específicos de las células neonatales. Análisis 

posteriores de estos mecanismos serían importantes para clarificar los mecanismos moleculares 

detrás de estas diferencias.  
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Figura 20. Marcas de histonas en regiones promotoras. Se muestran los valores promedios 

de las marcas H3K27ac, H3K4me3 y H3K27me3 en los promotores de los genes 

sobreexpresados en neonatos (N) y Adultos (A), según los datos en BLUEPRINT. Para 

realizar esta gráfica usamos extrajimos información de los archivos de señal (bigwig) 

reportados por BLUEPRINT usando la herramienta bwtool y los graficamos en R. 

 

DISCUSIÓN 

En este trabajo generamos plataformas teóricas (modelos) comprensibles para el estudio de las 

vías de señalización del TCR, CD28 y el TLR5. Estos modelos fueron validados y adaptados para 

linfocitos T CD4+ usando datos de secuenciación masiva y datos experimentales. Estos modelos 

son una herramienta útil para el estudio de las vías de señalización en linfocitos T CD4+, además 

de que pueden ser adaptados para otros tipos celulares usando la metodología que aquí se presenta. 

Generamos un modelo que contiene las 3 vías mediante la fusión de los modelos originales. El 

modelo resultante nos sirvió para estudiar la contribución de algunos componentes de las vías al 

desempeño global de la red, específicamente, TAK1, PKCθ y PI3K. De esta manera, mostramos 

cómo se puede predecir la respuesta de los linfocitos T CD4+, mediante la simulación de mutantes, 

que se puede interpretar como perturbaciones en la activación de los nodos, y la definición de las 

entradas y condiciones iniciales. Este procedimiento se puede aplicar para cualquier componente 

de la red y de esta manera evaluar el efecto de ciertas perturbaciones de nodos de interés en la 

respuesta de los linfocitos T CD4+. 

Comprobamos la coherencia del modelo mediante la evaluación experimental de la activación de 

cJun, p65 y CREB en linfocitos T CD4+ vírgenes. Encontramos que la vía del TLR5 aporta señales 

coestimulatorias equivalentes a la vía de CD28 en cuanto a la activación de IKK, NF-кB, CREB y 

cJun. Por otra parte, en otro trabajo del laboratorio se demuestra que las señales coestimulatorias 

del TLR5 promueven la expresión de IFNγ (Tesis de doctorado de Rosario labastida). Además, 

hay otro reporte que demuestra la importancia del TLR5 para la proliferación y producción de 

IFNγ en linfocitos T CD4+, aunque ellos encuentran que son los linfocitos de memoria los que 

mejor responden (84). En conjunto, podemos decir que la importancia del TLR5 para la activación 

de linfocitos T CD4+ vírgenes radica en su capacidad de inducir la activación de los factores 

transcripcionales NF-кB, AP-1 y CREB. 
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En el laboratorio, es de particular interés conocer la respuesta de los linfocitos neonatales y 

encontrar vías que induzcan eficientemente su activación. Es por eso que extendimos nuestro 

estudio a los linfocitos T CD4+ neonatales. Los linfocitos T CD4+ de neonatos presentan un alto 

umbral de activación y su respuesta es deficiente ante muchos estímulos. Usamos datos de RNA-

seq disponibles públicamente (BLUEPRINT) para comparar globalmente la expresión génica de 

linfocitos de adultos y neonatos. Encontramos que los linfocitos CD4+ neonatales tienen 

deficiencias en la expresión de genes de las vías del TCR, citocinas y quimiocinas pero tienen una 

sobre expresión de genes asociados a vías de glucólisis y ciclo celular. Además, cuando mapeamos 

estos resultados a nuestro modelo fusionado pudimos identificar varios reguladores negativos de 

la vía del TCR que están sobreexpresados en neonatos, así como varios reguladores positivos que 

están menos expresados. Mientras que la vía del TLR5 no está afectada, y de hecho tiene algunos 

componentes sobreexpresados, como Tpl2. Lo anterior nos indica que los linfocitos T CD4+ 

neonatales presentan una baja respuesta a los estímulos clásicos (TCR + CD28) debido a que la 

vía está bloqueada a diferentes niveles y a que hay una deficiencia en la expresión de reguladores 

positivos como FYN y SLP-76. Además de que hay indicios de que las células T CD4+ neonatales 

presentan una proliferación homeostática, tal como la presentan las células T CD8+ como 

recientemente reportamos (161). 

Como es probable que las diferencias en la expresión génica estén enmarcadas por una regulación 

epigenética específica, evaluamos la presencia de las marcas de histonas H3K4me3, H3K27ac y 

H3K27me3 en las regiones promotoras de los genes diferencialmente expresados. Encontramos 

niveles más bajos de H3K27me3 y niveles equivalentes de H3K4me3 en los promotores de los 

genes sobreexpresados en neonato, así como niveles más altos de H3K4me3, H3K27ac en los 

genes sobreexpresados en adulto. Lo anterior nos indica que los neonatos y los adultos utilizan 

mecanismos de regulación epigenética diferentes para controlar los niveles de expresión de genes. 

Los neonatos bajan sus niveles de H3K27me3 para sobreexpresar genes, mientras que los adultos 

aumentan su H3K4me3 y H3K27ac. 

En conjunto, generamos plataformas teóricas para el estudio de las vías del TCR y el TLR5, 

particularmente para el estudio de la regulación cruzada entre tales vías, y demostramos su utilidad. 

Comprobamos que las señales del TLR5 son tan importantes como las señales de CD28 para 

inducir la activación de linfocitos T CD4+ vírgenes de adulto. También mostramos que las células 

T CD4+ de neonatos presentan deficiencias funcionales ante los estímulos clásicos del TCR y 
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CD28 y que es probable que estén haciendo una proliferación homeostática. Asimismo, mostramos 

que las diferencias en la expresión génica entre células de neonato y adulto está enmarcada por 

diferencias en las marcas epigenéticas. Finalmente, propusimos, basados en toda la evidencia, que 

la vía del TLR5 será una importante señal coestimulatoria para las células de neonato también. 

 

CONCLUSIONES 

La estimulación de linfocitos T CD4 vírgenes con flagelina nos mostró que la vía del TLR5 es 

funcional en estas células, como lo demuestra la activación de las vías de NF-кB y AP-1. 

La fusión de los modelos individuales nos permitió ver que la vía del TCR y el TLR5 son 

independientes, sin embargo, comparten la vía de PI3K. Además, pudimos ver que aunque usando 

vías diferentes, ambas llevan a la activación de NF-кB, AP-1 y CREB. Aún más, pudimos 

demostrar la contribución de algunos componentes de la red en la respuesta de los linfocitos T 

CD4, como lo son PKCθ y PI3K. 

Al tratar linfocitos T CD4 vírgenes con los siguientes estímulos: TCR, Flagelina, TCR + Flagelina, 

y TCR + CD28, encontramos que las señales del TCR + TLR5 son similares a las de TCR + CD28, 

más aún, las señales TCR + TLR5 fueron más eficientes para generar la fosforilación de CREB.  

El análisis de expresión diferencial de genes entre linfocitos T CD4 de adultos y neonatos, nos 

permitió identificar nodos que están afectados en linfocitos de neonato, como lo son CCLB y 

DUSP, los cuales están sobreexpresados y podrían ser una de las causas del alto umbral de 

activación de los linfocitos neonatales. Por otra parte, este análisis nos permitió ver que la vía del 

TLR5 no está afectada en los neonatos, y que esta podría compensar y permitir la activación 

eficiente de los factores transcripcionales importantes para la activación de los linfocitos T CD4. 

Finalmente, el análisis de las marcas epigenéticas en los genes diferencialmente expresados nos 

permitió ver que las diferencias en la expresión de los genes está enmarcada por mecanismos 

epigenéticos particulares que involucran a las marcas H3K4me3, H3K27ac y H3K27me3. 
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