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1. INTRODUCCION
1.1. Trasplante renal. Antecedentes.

En las ultimas décadas la principal opcion terapéutica en los pacientes con
insuficiencia renal cronica es el trasplante renal. En Espafia la primera intervencion se
realiz6 en el afio 1965 en el Hospital Clinic i Provincial de Barcelona. En los Gltimos afios
en nuestro pais se han realizado el 7-9% de los trasplantes renales de todo el mundo.
Desde el primer trasplante renal, el nimero de intervenciones en Espafia ha ido
aumentando progresivamente (Figura 1).

Gracias al incremento en la realizacion de trasplantes renales se esta consiguiendo
estabilizar las listas de espera de los pacientes con insuficiencia renal crénica. A pesar de
estos resultados alentadores, los pacientes trasplantados necesitan estar sometidos a un
régimen inmunosupresor inespecifico para evitar el rechazo del injerto. Con este estado
de inmunosupresion inducido, los pacientes trasplantados estan expuestos a infecciones
oportunistas y al desarrollo de neoplasias a largo plazo. Por este motivo, uno de los
objetivos en el campo del trasplante es obtener una inmunosupresion especifica para
evitar desordenes generalizados sobre el sistema inmunitario.

Para intentar minimizar el efecto de la alorespuesta inmunitaria en el rechazo del
organo, se realiza el fenotipaje de donantes y receptores, lo que asegura una mejor
identidad de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) y se detectan los niveles de
anticuerpos preformados anti-donante, para evitar el rechazo hiperagudo. A pesar de la
incorporacion de estas pruebas para el cribado de los pacientes candidatos al trasplante, el
rechazo agudo (RA) ha sido uno de los principales problemas hasta hace muy pocos afos.
En los afios 80 hasta un 60% de los pacientes sufria algun episodio de RA [1]. En la

segunda mitad de la década de los noventa, con la incorporacion de nuevos farmacos
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inmunosupresores, la cifra de pacientes trasplantados que presentaron un episodio de RA

se redujo hasta un 23% [2].

Trasplantes renales realizados en Espafia
(Fuente ONT)

2500+
o 1E
] :ﬁ%
+ 2000 - |3
© mmle ‘.f,%
w Zlald Hwm]s %8
; Rl (HEE N
+= 1500+ ~EENEHBEK 7|3
© SIEEN4] = (=l3 713
Z| 8 R BHE AL
o AHE NP BEB: 713
2 AHEHENERIHEE: 1
Z AE NEN HBE 7|8
ooo-gaBl INE NV EEEL L EEL LR
AHHE =H AE:
AN ENPTHEE) 713
B D e B M L WS e 00Dy B W W 23
-~ - - - I B - - - - - - I — I — I — I — I — O — R — I — D — I — ]
2EE5335525553588SS888¢8

Figura 1. Evolucién del nimero de trasplantes renales realizados en Espafia desde el afio 1988.

El RA se puede definir como un deterioro agudo en la funcion del injerto asociado
a cambios patoldgicos especificos en dicho injerto. Esta patologia es confirmada mediante
biopsia del 6rgano trasplantado y se puede diferenciar, en funcion de la etiologia, en
celular o humoral. En el RA celular se observa una infiltracion intersticial de células
mononucleares, incluso ocasionalmente eosinofilos, y una lesion en la membrana basal
tubular (tubulitis) provocada por dicha infiltracion. Sin embargo, el RA humoral o
mediado por anticuerpos, esta caracterizado patologicamente por edema endotelial

capilar, necrosis fibrinoide arteriolar y trombo fibrinoide en los capilares glomerulares.
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En general, en el rechazo agudo, tanto humoral como celular, se objetiva vasculitis y
glomerulonefritis con neutrofilos en capilares glomerulares y peritubulares. En realidad,
esta diferenciacion es mas didactica que real ya que en algun caso se puede observar
ambos tipos de RA. Durante los Ultimos afios uno de los objetivos en el campo del
trasplante ha sido la creacidn de guias para la estandarizacion de los criterios de rechazo.
Por esto, en la década de los noventa se disefio la clasificacion de Banff [3], que en el afio
2007 ha sido revisada y modificada en alguna de sus categorias [4].

Aunque el tratamiento del RA es satisfactorio en la mayoria de los casos,
recuperando la funcién del injerto renal, se ha demostrado una mayor incidencia de
rechazo crénico en los pacientes que han sufrido previamente un RA [5]. Por esta razon,
varios grupos de investigacion se han interesado en buscar una serie de marcadores de
RA. Los grupos de Strom y Suthanthiran en los afios 90 observaron como la
sobrexpresion de los genes granzima y perforina en las células mononucleares de sangre
[6] y en células urinarias [7] de los pacientes trasplantados renales detectaba
fidedignamente el RA. Asimismo, otros grupos han observado un incremento en el acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de estos y otros genes implicados en la respuesta
citotoxica en biopsias de pacientes trasplantados renales con RA [8].

Actualmente, en la mayoria de las series estudiadas se consiguen tasas de RA por
debajo del 15% (incluso por debajo del 10%) en el primer afio post trasplante, debido en
parte, a la utilizacion de diferentes regimenes inmunosupresores [9].

Con estos resultados positivos a corto plazo, todos los esfuerzos se dirigen ahora

hacia la busqueda de marcadores que puedan predecir el dafio del injerto a largo plazo.



Introduccion

1.2. Problematica actual del trasplante renal

Una vez superados los problemas a corto plazo, el principal problema al que se
enfrentan los pacientes trasplantados renales es la supervivencia del injerto a largo plazo.
Aunque la supervivencia de los dérganos trasplantados es, en un principio, muy alta
(alcanzando el 85%-95% al primer afio), a los 10 afios se produce un nimero considerable
de fracasos de érganos funcionantes que puede llegar a representar una pérdida anual del
5% de todos los injertos [10]. Al contrario que en el RA, en donde la implicacion de
células pertenecientes al sistema inmunitario es indudable, en el rechazo del injerto renal
a largo plazo, se han descrito diversos factores implicados, tanto inmunoldgicos como no
inmunoldgicos. Entre estos Ultimos destacan los factores peritrasplante [estrategia
quirdrgica, tiempo de isquemia fria, dafio durante la preservacion del o6rgano, dafio
isquémico y necrosis tubular aguda (NTA) que provoca un retraso en la funcion del
injerto], factores del propio receptor (edad, diabetes, hipertension, hiperlipidemia,
sensibilizacion previa), factores del donante (utilizacion de donantes suboptimos, dafio en
muerte cerebral), factores farmacolédgicos (nefrotoxicidad de anticalcineurinicos) asi
como la aparicion previa de algin episodio de RA [11]. Se ha demostrado que todos estos
factores participan en mayor o menor medida en el desarrollo de la nefropatia crénica del
trasplante (NCT) [5], siendo en la mayoria de los registros la causa mas frecuente de la
pérdida del injerto a largo plazo, junto con la muerte del paciente con injerto funcionante
[12].

La NCT es una patologia caracterizada por una disfuncion renal progresiva
acompafiada de fibrosis intersticial cronica, atrofia tubular, cambios oclusivos vasculares
y glomeruloesclerosis [13]. La tendencia actual es hacia desechar el término de NCT por
uno mas morfologico. De hecho, la ultima conferencia de Banff establecio el término

histologico de fibrosis intersticial y atrofia tubular para sustituir al de NCT [4].
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1.3. Inmunosupresion

El éxito actual del trasplante de érganos se debe atribuir en gran parte al avance
experimentado en la terapia inmunosupresora, gracias a la cual, se ha conseguido reducir
el nimero de episodios de rechazo agudo. La variedad de fArmacos inmunosupresores ha
ido en aumento en los ultimos afios, con el consiguiente aumento en las opciones
terapéuticas cuyo fin ultimo es atenuar la respuesta inmunitaria hasta el nivel necesario
para conseguir una acomodacion mas o menos duradera del injerto. Todos estos farmacos
inmunosupresores actdan a distintos niveles de la respuesta inmunolégica frente al injerto,
pero lo hacen también frente a cualquier agresién que previamente era detectada y
eliminada. Todos provocan una inmunodepresion no especifica en menor o mayor grado,
y cada uno de ellos posee diferentes efectos secundarios (Tabla 1).

A pesar de ser necesarios para alcanzar un estado de tolerancia relativa y no
permanente al injerto, algunos inmunosupresores tienen efectos nocivos para el propio
injerto a largo plazo, como el caso de la ciclosporina (CsA), cuya nefrotoxicidad se debe
en parte a la severa vasoconstriccion de la arteriola aferente, con la consiguiente
reduccion del flujo sanguineo renal y filtracion glomerular [14]. No obstante, estos
cambios son reversibles si la administracion del farmaco es discontinua. Sin embargo, a
largo plazo, CsA vy tacrolimus (Tac), otro inhibidor de calcineurina (CNI), producen
cambios cronicos no reversibles caracterizados por fibrosis intersticial y cambios
arteriolares obliterantes debido al engrosamiento de la intima fibrosa [15]. Esta disfuncion
cronica del injerto obliga al paciente a volver a un programa de didlisis a la espera de un
nuevo trasplante. Por lo tanto, actualmente todos los esfuerzos estan dirigidos hacia el

diagnostico y deteccion precoz de la nefropatia cronica.
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Tabla 1. Potencia y efectos secundarios de los farmacos inmunosupresores.

CsA Tac Sirolimus Aza MMF Corticosteroides

Potencia Inmunosupresora  +++  +++/++++  ++/+++ + ++ +
Nefrotoxicidad ++ ++ -+ - - -
Neurotoxicidad + ++ - - - -

Hirsutismo/Hipertricosis ++ - - - - T+
Rash cutdneo - - + - - -
Diabetogénico + ++ - - - +

Diarrea - - + - ++ -
Hepatotoxicidad -[+ -+ + + - _
Mielotoxicidad - - + + + -

CsA (ciclosporina), Tac (tacrolimus), Aza (azatioprina), MMF (acido mofetil micofenolato)
Se ha utilizado la escala gradual desde + (baja) hasta ++++ (muy elevada) [16]

1.4. Mecanismos de tolerancia a aloantigenos

Uno de los principales objetivos en el campo de trasplante es la disminucion o
incluso retirada de los farmacos inmunosupresores sin ningun riesgo o evidencia de
pérdida del injerto. En el campo de trasplante de dérganos solidos, es en el trasplante
hepéatico donde se ha descrito un mayor nimero de casos de tolerancia con retirada total
de inmunosupresion [17]. Es lo que se denomina tolerancia operacional, puesto que no se
trata de una verdadera tolerancia inmunitaria. Actualmente estan en marcha diversas redes
de investigacion, una americana (ITN: Immune Tolerance Network) y otra europea
(RISET: Reprogramming the Immune System for Establishment of Tolerance) en la que
estan involucrados diferentes grupos, con el objetivo de investigar posibles
biomarcadores asociados o0 que sirvan para predecir el estado de tolerancia. En este
contexto se estan realizando estudios de expresion génica asi como de inmunofenotipado
de células mononucleares de sangre (PBMCs) en pacientes tolerantes al trasplante tras

abandono de la inmunosupresion, con el fin de definir un perfil de tolerancia.

La evolucion de la tolerancia a aloantigenos del donante in vivo es un proceso
dinamico en el que estan implicados diversos mecanismos que contribuyen en diferentes

estadios [18]. La persistencia de aloantigenos se cree que es esencial para la mayoria de



Introduccion

los mecanismos que se han publicado. En ausencia de aloantigenos, la tolerancia se pierde
inmediatamente o de forma gradual, dependiendo del mecanismo que domine en el estado
de tolerancia [19]. En el campo del trasplante se puede hablar de cinco mecanismos de
tolerancia: la eliminacion de células T reactivas frente a aloantigenos del donante, la
anergia, el agotamiento clonal, la ignorancia y la inmunorregulacion. La eliminacion de
celulas T reactivas frente a aloantigenos del donante se puede alcanzar a nivel central, en
timo y médula 6sea, o en la periferia. En modelos animales se ha demostrado que la
infusion de médula Gsea del donante en un receptor previamente condicionado con
tratamiento de irradiacion no mieloablativo y/o inmunoterapia, activa las células
presentadoras de antigenos (CPA) del donante que acceden al timo y estimulan la
eliminacion de los timocitos que estan madurando [20]. En la periferia, la eliminacion
puede ser estimulada por el reconocimiento del aloantigeno bajo condiciones suboptimas,
por ejemplo, bloqueo de la coestimulacion [21]. EI mecanismo de anergia consiste en una
inactivacion funcional de la respuesta de las células T frente a la reestimulacion del
aloantigeno. Este mecanismo se ha descrito tanto in vivo como in vitro. Algunas formas
de anergia de células T conllevan un desarrollo de actividad reguladora debida a la
competencia con las células T aloreactivas por la superficie de CPA asi como por la IL-2
producida localmente [22], y probablemente existan otras condiciones que hagan surgir
una actividad reguladora, dependiendo de la naturaleza precisa del encuentro inicial con
el aloantigeno. EI mecanismo de agotamiento clonal ocurre como resultado de una
estimulacion cronica del aloantigeno o por el reconocimiento del aloantigeno en
condiciones suboptimas. La consecuencia es la eliminacién o la inactivacion funcional de
las celulas que estan respondiendo frente al aloantigeno del donante. ElI agotamiento
clonal puede suceder después de un trasplante hepatico, donde un gran namero de células

presentadoras de antigenos derivadas del donante, migran desde el higado a los tejidos
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linfoides después del trasplante, pudiendo activar este tipo de respuesta [23]. La
ignorancia es un mecanismo tan poco frecuente en la induccion de no respuesta o
insensibilidad frente a aloantigenos, como la dificultad de introducir células o tejidos del
donante sin alertar al sistema inmunitario del huésped de su presencia. Sin embargo, las
celulas encapsuladas, como los islotes de Langerhans antes de su implante, deberia
permitir que el sistema inmunitario ignore la presencia del injerto. De la misma manera,
privar al sistema inmunitario de la ayuda en el momento del alorreconocimiento facilitaria
también la supervivencia del injerto a largo plazo [19, 24, 25]. La inmunorregulacién es
un proceso activo, donde una poblacion de células controla o regula la actividad de otra
subpoblacion. Se han descrito varias subpoblaciones de leucocitos que tienen la capacidad
de controlar las respuestas inmunitarias frente a estimulacién aloantigénica en respuestas
inmunitarias tanto innatas como adquiridas, agrupadas en la actualidad con el nombre de
células T reguladoras (Tregs).

Dentro de los cinco mecanismos para alcanzar tolerancia a aloantigenos, el
presente trabajo se centraré en el papel ejercido por las células Tregs en el control de la
respuesta aloinmunitaria para lograr tolerancia a aloantigenos, y su papel en el control de

rechazo cronico a largo plazo.

1.5. Células T reguladoras

1.5.1. Perspectiva histérica

Los experimentos dirigidos al estudio del control de la respuesta inmunitaria
comenzaron en el laboratorio de Gerson a finales de los afios 60 y principios de los 70,
donde se demostro que la transferencia de celulas T de ratones tolerantes frente a un
determinado antigeno suprimia especificamente la produccion de anticuerpos frente a ese

antigeno en un ratdn receptor [26, 27]. Estos resultados provocaron una proliferacion de
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estudios en este campo y rapidamente se obtuvieron resultados similares en el control de
las respuestas frente a antigenos foraneos asi como en la regulacion de las células
autoreactivas en el contexto de enfermedades autoinmunitarias [28, 29].

El estudio de las distintas subpoblaciones con funcion reguladora pas6é de un
creciente interés a caer en el olvido debido al hallazgo de la ausencia del determinante I-J
en el locus del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) del ratén, que se habia
establecido como caracteristico de esta subpoblacion [30].

La caracterizacion de las distintas subpoblaciones de células con funcién
reguladora se ha realizado principalmente en modelos animales murinos, Yy

posteriormente se han ido identificando las subpoblaciones homologas en humanos.

1.5.2. Células T CD4" reguladoras

Aunque las ceélulas supresoras fueron inicialmente identificadas dentro de la
poblacion de células T CD8" [31], posteriormente se descubrié que la funcién supresora
podia estar mediada por células T CD4" de manera independiente de las células T CD8"
[32-34]. Los experimentos in vivo en modelos de raton a mediados de la década de los 80
llevados a cabo por el grupo de Sakaguchi, despertaron de nuevo el interés sobre las
células T CD4" supresoras. En concreto estos estudios estaban centrados en una
enfermedad autoinmunitaria 6rgano-especifica inducida en ratones después de una
timectomia neonatal. Este grupo demostré que los ratones timectomizados tenian pocas
células T CD4" y CD8". Ademas, la reconstitucion de los ratones timectomizados con
subpoblaciones ricas en células T CD4", y no en CD8", de ratones singénicos inhibia
completamente el desarrollo de la enfermedad [32], sefialando que la funcién reguladora
residia en el grupo de células T CD4". Una década mas tarde, en 1995, el mismo grupo

demostrd por primera vez que la supresion mediada por las células T CD4" era funcion de
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una pequefia subpoblacion de células T CD4" que expresaban CD25 [33]. La
transferencia de células T, a las que se les ha eliminado previamente la subpoblacion
CD4'CD25", en ratones atimicos (nude), llevo al desarrollo de una variedad de
enfermedades autoinmunitarias, las cuales podian ser prevenidas mediante la inyeccion de
células T CD4'CD25" purificadas. Sin embargo, esto no sucedia cuando se inyectaban
células T CD4CD25". Esto sugeria que la poblacion de células CD25" tenia un papel en
el control de enfermedades autoinmunitarias. A partir de estos resultados, el campo de las
células Tregs CD4"CD25" habia nacido y, junto a él, el interés de numerosos grupos en el
estudio de esta subpoblacion celular que no ha decaido con el paso de los afios [35, 36].
Los protocolos experimentales generales empleados para caracterizar a estas células
supresoras in vivo ganaron ventaja a raiz de la observacion de que los ratones deficientes
en células T (ratones timectomizados neonatalmente, ratones nu/nu o Rag™) no
desarrollaron enfermedad autoinmunitaria despues de la transferencia de esplenocitos de
ratones normales a no ser que a las células del bazo se les eliminara la subpoblacion de
células T CD4"CD25". Cuando se eliminaban las células CD4"CD25" del bazo de ratones
normales, y las células T CD4" restantes eran transferidas a un raton singénico deficiente
en células T, los receptores desarrollaban espontaneamente varias enfermedades
autoinmunitarias érgano-especificas (incluyendo, diabetes tipo 1, tiroiditis y gastritis). La
reconstitucion de estos animales con la poblacion CD4"CD25" inhibia el desarrollo de la
enfermedad autoinmunitaria [35, 36]. Sin embargo, se ha observado que en muchas
situaciones, las células T CD4"CD25 son tan efectivas como las células T CD4"CD25"
en el control de las enfermedades mediadas por células T [37, 38] aunque esta capacidad

reguladora es diez veces menor que la de la subpoblacion CD25".
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Dentro del compartimento de células T CD4" se han descrito numerosas
subpoblaciones con funcion reguladora, que se pueden diferenciar en funcion de su origen

y/o mecanismo de accion. A continuacion se detallan dichas subpoblaciones.

1.5.2.1 Células T CD4" reguladoras naturales

Las células T CD4" reguladoras naturales (nTregs) se originan en el timo, y se ha
demostrado que ejercen un papel fundamental en el control de enfermedades
autoinmunitarias. Se ha confirmado que presentan una elevada afinidad por el complejo
formado por autoantigenos-MHC expresado en células del estroma timico (especialmente
en células epiteliales de la corteza timica) aunque la avidez no es tan fuerte como para
inducir la muerte por activacion caracteristica en timocitos en desarrollo [39-41]. Las
nTregs expresan constitutivamente una variedad de moléculas de superficie asociadas
cominmente a células T activadas o de memoria, como son el CD25, CD45RB"",
CD62L, CD103, antigeno leucocitario T citotoxico (CTLA)-4 6 CD152, y el gen
relacionado con la familia del receptor del factor de necrosis tumoral inducido por
glucocorticoides (GITR). En humanos, la mejor manera de seleccionar a las células
nTregs con marcadores superficiales seria mediante la deteccion de una expresion elevada
de CD25 [42]. Por este motivo, se ha utilizado dicha estrategia de seleccion en el presente
estudio.

Los progresos en el estudio de las células Tregs surgieron a raiz de estudios con el
ratbon Scurfy y de pacientes con sindrome IPEX (inmunodisregulacion,
poliendocrinopatia, enteropatia ligada al cromosoma X). Se observd que los sintomas de
ambos eran consecuencia de una mutacién en un mismo gen que, posteriormente, se
demostro clave en el desarrollo de las células Tregs. El sindrome IPEX es un sindrome de

inmunodeficiencia ligado al cromosoma X que se asocia a multiples enfermedades
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autoinmunitarias (diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis, enfermedad inflamatoria intestinal),
dermatitis atdpica y a infecciones [43]. La esperanza de vida media del paciente con este
sindrome es de 2 afios. Los ratones Scurfy presentan una linfoproliferacion fatal asociada
al cromosoma X caracterizada por una inmunopatologia multiorganica muy similar al
sindrome IPEX en humanos [44-46]. El gen causante de ambos sindromes es Foxp3
(FOXP3 en humanos), que codifica un represor transcripcional de la familia
forkhead/winged-helix denominado Scurfy [43, 47, 48]. Las similitudes entre las
mutaciones de Foxp3 (murino) y FOXP3 (humano), asi como la reduccion de las células
T CD4'CD25" reguladoras, llevé a la investigacion de la relacion entre este gen y el
desarrollo y funcién de las células nTregs. Estos trabajos determinaron que el ARNm y la
proteina Scurfy se expresaba de forma especifica en las células T CD4'CD25"
reguladoras. En un primer momento no se habia observado su expresion en otras
subpoblaciones celulares pero posteriormente se demostrd su expresion en una pequefia
poblacién de células T CD4'CD25 que poseia funciones reguladoras [49]. La
demostracién de que este gen represor era un marcador especifico de poblaciones
reguladoras, produjo un aumento en el interés del estudio de estas células Tregs.
Actualmente se ha establecido que FOXP3 estd directamente implicado en la
diferenciacion de las células Tregs en el timo y que juega un papel importante en su
funcion efectora [50]. ElI hecho de que FOXP3 sea un factor de transcripcion lo
imposibilita para ser utilizado como marcador para seleccionar células vivas y realizar
estudios funcionales. Recientemente, se ha demostrado una correlacion entre la expresion
de FOXP3 y la baja expresion de la cadena a del receptor de la interleucina (IL)-7
(CD127) [51, 52]. Actualmente, se esta utilizando este marcador para las estrategias de

seleccion y cultivo de células Tregs.
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Se ha investigado en profundidad las caracteristicas funcionales de las nTregs asi
como su mecanismo de accion (Figura 2). Se ha demostrado la capacidad de estas células
para suprimir respuestas inmunitarias tanto innatas [53, 54] como adquiridas [55-57]. La
capacidad supresora de las células Tregs se puede estudiar in vitro, utilizando varios
titulos de células T CD4'CD25" altamente purificadas y células T efectoras, generalmente
células T CD4"CD25 a las que se afiade un estimulo para que proliferen. Bajo estas
condiciones, las células T CD4'CD25" suprimen la proliferacion de las células T
CD4'CD25 asi como la produccion de IL-2 de manera dosis-dependiente [55-56, 58].

Las células T CD4'CD25" requieren una estimulacion especifica via receptor de
células T (TCR) e IL-2 para activar sus efectos supresores pero, una vez activadas, su
posterior accién supresora puede ser inespecifica, accion que se ha denominado supresién
“by-stander” [55, 56, 58]. In vitro las células T CD4"CD25" son anérgicas, no proliferan
ni producen IL-2 en respuesta a estimulos convencionales de células T en placa o con
esferas revestidas con anticuerpos frente a CD3, concanavalina A o CPA esplénicas.
Aunqgue este estado puede revertir cuando se enfrentan a estimulos muy fuertes de
activacion, como la adicion exdgena de elevadas dosis de IL-2, anti-CD28 o la utilizacion
de células dendriticas (DCs) maduras como CPAs [55, 56, 58-61].

Muchos estudios in vitro han demostrado que la supresién es dependiente de
contacto con las células diana (Figura 3) [62-65]. Se ha publicado la implicacion del
factor de crecimiento transformante (TGF)-p expresado en la membrana de las células
nTregs en la funcion supresora de dichas células. EI CTLA-4 expresado en las células
nTregs es capaz de inducir la expresion de indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) en DCs
induciendo un estado tolerogenico (Figura 4) [66]. En humanos, se ha observado que las
células CD4"CD25" pueden usar una ruta citolitica dependiente de perforina para inducir

una muerte celular dirigida (Figura 2) [67]. Desde el punto de vista de la regulacion de las
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Figura 2. Mecanismos supresores de las células Tregs. La funcidn de las células Tregs se puede llevar a
cabo por la secrecion de moléculas solubles inhibidoras (IL-10, IL-35 y TGF-B) asi como por contacto
directo mediante la forma asociada a membrana del TGF-B. Posteriormente se ha demostrado que las
células Tregs pueden ejercer su funcidn supresora mediante la produccién de granzima A 6 B y perforina.

células Tregs, la activacion de los receptores tipo Toll (TLRs) en DCs, pueden modular

también la funcion supresora de las células Tregs CD4"CD25" [68-70].

1.5.2.2. Células T CD4" reguladoras inducidas
1.5.2.2.1. Células Trl

Las dos subpoblaciones de células T CD4" reguladoras mas relevantes, son las
Tregs CD4'CD25" [71-72] y las células Tregs de tipo 1 (Trl) [73, 74]. Estas
subpoblaciones difieren en su perfil especifico de citocinas secretadas, marcadores
celulares, capacidad de diferenciarse en respuesta a estimulos antigeno-especificos asi
como sus mecanismos de accion para mediar su actividad reguladora [72, 75].

La IL-10 es esencial en el mecanismo de supresion mediado por las células Tregs.
Esta citocina tiene efectos antiinflamatorios y supresores sobre la mayoria de las células

hematopoyéticas e, indirectamente, suprime la produccion de citocinas y la proliferacion
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de células T CD4" efectoras mediante la inhibicion de la capacidad de presentacion
antigénica de los diferentes tipos de CPA. Se ha demostrado que puede ejercer un efecto
estimulador sobre las células T CD8" efectoras, exacerbando su capacidad citotdxica y su
proliferacion [76-78]. También se ha demostrado su papel como factor antiapoptético
sobre las células B asi como su implicacion en el cambio de isotipo.

Al primer tipo de Treg productora de IL-10 descrito a nivel clonal se le denominé
Trl [79]. Dichas células son inducidas por IL-10 tanto in vivo como in vitro. Se definen
por su capacidad de producir niveles elevados de IL-10 y TGF-B. Ambas citocinas se han
visto implicadas en la supresion de respuestas efectoras de células T antigeno-especificas.

Las células Trl se pueden distinguir de otras subpoblaciones de células T CD4"

colaboradoras de tipo 1 (Tyl) y de tipo 2 (Tw2) porque producen muy poca cantidad de
IL-2 y no producen IL-4. Bajo ciertas condiciones experimentales se ha demostrado que
pueden producir interferén (IFN)-y e IL-5, pero a un nivel inferior que las células Tl.
El patrén de secrecién de citocinas de las células Trl es IL-10" IL-5" IL-4 IL-27* IFN-y"
[79-81]. A las 4 horas de la activacion antigeno-especifica de las células Trl in vitro en
presencia de IL-10, se detecta produccién de IL-10, siendo el pico entre 12 y 24 horas
[81].

Las células Trl tienen muy baja capacidad proliferativa pero se pueden expandir
en presencia de I1L-2 e IL-15, independientemente de su activaciéon via TCR [82], y su
cultivo a largo plazo no altera su fenotipo ni su funcion. Después de la activacion via
TCR, las células Trl expresan niveles normales de marcadores de activacion, como
CD40L, CD69, CD28, CTLA-4, HLA-DR. En un estado de reposo estas células expresan
receptores de quimiocinas (CCR) asociadas tanto a Tyl (CXCR3 y CCR5) como a T2
(CCR3, CCR4 y CCRS) [83]. Al contrario que las Tregs CD4'CD25", en las células Trl

se ha demostrado que no se expresa constitutivamente Foxp3 [84].
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Figura 3. Efectos de la interaccién entre las células Tregs y células dendriticas (DCs). La union del gen
de activacion de linfocitos (LAG)-3 a la molécula de histocompatibilidad de clase 1l en DCs puede inducir
una reduccion en su maduracion y capacidad estimuladora [85]. La union de neuropilina promueve
interacciones entre Tregs y DCs inmaduras méas prolongadas, impidiendo la unién con células naive [86].
La asociacion del antigeno leucocitario T citotdxico (CTLA)-4, expresado constitutivamente en las céelulas
Tregs, con moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en DCs, bloquea la via coestimuladora para la
activacion de células naive. Las interacciones entre DCs y Tregs provocan un retraso en la maduracion de
DCs e impiden la activacion efectiva de las células T naive.

La regulacion de las respuestas inmunitarias se ejerce mediante secrecion de
citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF- que suprimen las respuestas de células T
naive y memoria, tanto in vitro e in vivo [79, 81, 87-89]. Una vez activadas, pueden
ejercer su actividad supresora contra otros antigenos, probablemente mediante la
liberacion local de IL-10 y TGF-B que acttan sobre las células T y las CPAs [90].

La IL-10 produce la disminucién de la expresion de moléculas coestimuladoras en
las CPAs y reduce la produccion de citocinas proinflamatorias. Directamente inhibe la
produccion de IL-2 y del factor de necrosis tumoral (TNF)-a en las células T CD4" [91].
El TGF-B disminuye la funcion de las CPAs [92] e inhibe la proliferacion y secrecion de
citocinas en las células T [93].

Las células Trl se pueden diferenciar a partir de las celulas T naive tanto in vivo
como in vitro y, por lo tanto, pueden considerarse como una parte de la respuesta

inmunitaria adquirida. Sin embargo, las nTregs se originan en el timo, asi que poseen una
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Figura 4. Mecanismos de accion de células Tregs por deprivacion de factores de crecimiento e
interaccion de adenosina. EI ATP extracelular puede ser hidrolizado por ectoenzimas (CD39 y CD73)
formando adenosina que se unen a su receptor (A2A) tanto en células dendriticas (DCs) como células
efectoras, produciendo una inhibicion de la maduracién en las primeras y una reduccion de la activacion en
las segundas [94-96]. La unidn del antigeno linfocitario T citotdxico (CTLA)-4 de las células Tregs con el
receptor CD80 6 CD86 en las DCs, provoca la expresion del enzima indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) en
las células dendriticas, este enzima cataboliza el triptéfano (Trp). La reduccion del Trp en el medio, puede
provocar la apoptosis de células efectoras por ausencia de metabolitos. Ademas, las células Tregs expresan
grandes cantidades del receptor de la IL-2 con lo que podria retener la IL-2 disponible en el medio e inducir
apoptosis por deprivacion de citocinas esenciales para la proliferacion celular.

especificidad antigénica definida [97, 98]. Una serie de estudios han demostrado que las
nTregs se pueden originar a partir de precursores naive en la periferia [49, 99]. La
induccion de células Trl in vitro sucede de manera independiente de las nTregs, y no
expresan niveles de CD25 o de Foxp3. Ademas, el analisis clonal de las células
CD4'CD25" humanas no reveld la presencia de células Trl en el grupo de células
CD25"%"  proporcionando més evidencias de que representan dos subpoblaciones
diferentes [100].

Ambas poblaciones parecen tener distinto patron de migracion y pueden actuar en
distintas fases de la respuesta inmunitaria [101, 102]. Las nTregs pueden ser reclutadas y
activadas en fases tempranas de la respuesta inmunitaria, para controlar su magnitud,

mientras que las células Trl adquiridas, se activan tras la estimulacién repetida con el
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antigeno, pudiendo actuar en fases tardias para detener la respuesta inmunitaria y
mantener la tolerancia. Una caracteristica importante que las diferencia de las células
nTregs, es la ausencia de marcador especifico que las identifique, por lo que no se han

podido identificar mediante citometria en sangre periférica.

1.5.2.2.2. Células Tn3

En estudios de tolerancia oral se ha demostrado la existencia de otra subpoblacion
con capacidad reguladora. La tolerancia oral se ha identificado clasicamente por la
supresion especifica de la respuesta inmunitaria celular y/o humoral frente a un antigeno
tras la administracién previa del antigeno por via oral. De esta manera, el antigeno
administrado a bajas dosis por via oral, induce una regulacién celular activa [103]
mientras que a dosis elevadas, induce anergia o delecién [104, 105].

Durante la investigacion de los mecanismos asociados con la tolerancia oral, el
grupo de Weiner identificé un tipo de célula reguladora diferente a otras subpoblaciones
de células T. Dicha subpoblacion era dependiente del TGF-B y fue denominada
posteriormente célula T CD4" colaboradora tipo 3 (Tw3) [106].

Estas células se caracterizaron previamente en un modelo de encefalitis
autoinmune experimental (EAE) en ratas Lewis tolerizadas por via oral con bajas dosis de
la proteina de unién a mielina (MBP). Las células Tregs identificadas en este modelo
fueron CD8" [107] y actuaban mediante la secrecion de TGF-B tras activacion antigeno-
especifica [106]. Estas células podian transferir la supresion in vivo e in vitro. Ademas,
estas células Tregs se podian encontrar en las placas de Peyer a las 24-48 horas tras la
ingestion de bajas dosis de MBP [108], sugiriendo que este lugar es importante para la

induccidn de células con capacidad supresora frente a antigenos tolerizados oralmente.
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En el raton no solo las células T CD8" tenian capacidad supresora activa, sino
también las células T CD4", tanto in vivo como in vitro [103, 109]. In vitro se encontrd
que tanto las células T CD4" como las CD8" secretaban TGF-B, mientras que solo las
CD4" producian IL-4 e IL-10 [103]. Se clonaron células T CD4" aisladas de ganglios
linfaticos mesentéricos de ratones tolerizados oralmente con MBP, donde la mayoria de
los clones producian TGF-f activo, ademas de una u otra citocina T2 (IL-4 6 IL-10).
Después de la activacion antigénica, los clones de células Tregs producian citocinas
supresoras (TGF-B, IL-10 6 IL-4) e inhibian la proliferacion y produccion de citocinas de
células Tyl especificas de MBP. De este modo, suprimian el desarrollo de la EAE
inducida por MBP asi como la inducida por proteina proteolipidica y esta supresion era
revertida con anticuerpos frente a TGF-B in vivo. Por lo tanto, se demostré que estos
clones eran capaces de producir una supresion in vivo no antigeno-especifica “by-
stander”, mediante la produccion de TGF-f [103].

El TGF-B promueve la desviacion inmunitaria hacia una respuesta tipo T2 y T3
mediante la alteracion de sefiales accesorias en las CPAs, impidiendo a los macréfagos
producir IL-12 y expresar CD40 [110]. EI TGF-pB puede incentivar la diferenciacion de las
células Ty3, proceso que puede ser estimulado por IL-10 6 IL-12 [111].

En humanos se ha demostrado insensibilidad celular en infeccién cronica por
helmintos, mediada por Ty3 o Trl, que secretan TGF-p e IL-10 y no por citocinas de
clase Tyl ni Tu2 [112]. Ademas, las células T reactivas a moléculas MHC propias
activadas, tienen un perfil de secrecion de citocinas que corresponde al fenotipo Ty3 y
Trl [113]. Se han detectado células secretoras de TGF-f en pacientes con esclerosis
multiple tras administracion oral con mielina [114]. Al igual que las células Tr1, no se ha
descrito ningun marcador especifico que las identifique, por lo que no se han podido

identificar en nuestro estudio mediante citometria de sangre.
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1.5.3. Células T CD8" reguladoras

La primera subpoblacion que se identificd con propiedades reguladoras fue la de
células T CD8", las cuales podian ser inducidas in vitro y diferenciadas en células
supresoras capaces de suprimir a las células T CD4" activadas tras la interaccion con el
antigeno [115, 116]. En los afios 90 se retomaron los estudios en células Tregs CDS8",
principalmente con la publicacion de dos articulos en los que relacionaban a estas células
con la EAE [117, 118]. Estos experimentos reflejaban el papel clave de las células T
CD8" tanto en la induccién de la resistencia a la enfermedad como el control de los
episodios recurrentes en este modelo autoinmunitario.

Los intentos posteriores en definir una subpoblacion de células T CD8" reguladora
se basaron en la capacidad que tenfa la molécula Qa-1 (MHC-I°) en presentar péptidos
enddgenos y exogenos a células T CD8". Qa-1 se expresa en linfocitos T CD4" murinos
activados, y la supresion mediada por las células T CD8" se bloque6 con anticuerpos
dirigidos frente a Qa-1 [119]. Posteriormente el mismo grupo demostré que esta
supresion se bloqueaba con anticuerpos anti-TCR, anti-CD8 y con anticuerpos frente a
MHC-I° pero no por anticuerpos frente a MHC-I%. Se ha postulado que el complejo
formado por la molécula Qa-1-autopéptido expresado por las células T CD4" dispara la
expresion del TCR en células T CD8". Estas células CD8" se diferencian en supresoras y
acttan sobre las células T CD4" que expresan el mismo complejo péptido-Qa-1 [120].

Mas recientemente se ha observado que los ratones deficientes en Qa-1
desarrollan EAE severa [121]. El mecanismo de supresion de estas células T CD8" aun es
desconocido, aunque debe implicar a la fase de diferenciacion de las células T CD8" a
células citotoxicas o0 a la secrecion de citocinas supresoras. Algunos estudios sugieren que
las células T CD8" humanas pueden ser inducidas para diferenciarse en células

reguladoras cuya funcién esta restringida por HLA-E, el homologo humano de Qa-1
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[122]. Estos resultados sugieren un papel de las células T CD8" restringidas a Qa-1 en
ratones y HLA-E en humanos, en el control de enfermedades autoinmunitarias.
Posteriormente, dentro de la subpoblacion de células T CD8" se identifico a una
poblacion CD28 que interaccionaba directamente con las DCs y las convertia en
tolerogénicas. Estas CPAs expresaban en superficie transcriptos tipo inmunoglobulina
(ILT)-3 e ILT-4, al tiempo que presentaban una expresion reducida de moléculas
coestimuladoras y no inducian una respuesta antigeno-especifica de las células T CD4"
[123, 124]. Estas células T CD8'CD28 se desarrollaban después de la estimulacion
repetida de células T humanas in vitro con CPAs xenogénicas o con CPAs pulsadas con
el antigeno. Estas células CD8" son CD28" y expresan el ARNm de Foxp3. La exposicion
de monocitos y CPA a esta subpoblacion de células Tregs resulta en una expresion
elevada de genes que codifican ILT3 e ILT4, miembros de la familia del receptor
inhibidor de células natural killer (NK) [124]. Tanto ILT3 como ILT4 presentan largas
colas citoplasméticas con motivos inhibidores basados en tirosinas. La expresion de estos
motivos esta asociada con la inhibicién de la activacion del factor nuclear-kB (NF-«xB) y
con una capacidad reducida de las CPAs a transcribir moléculas coestimuladoras
dependientes de NF-xB. Se ha postulado que las Tregs CD8'CD28 restringidas a
moléculas MHC de clase | que presentan un antigeno especifico, primero inducen a las
DCs tolerogénicas a expresar ILT, las cuales a su vez, generan células Tregs CD4" [125].
Por analogia a las células Trl, se ha demostrado una subpoblacién de células T
CD8" cuyos efectos supresores son mediados por la IL-10. Dichas células fueron
descritas tras activacion in vitro con DCs plasmocitoides, e inhibian la respuesta
inflamatoria de las células T CD8" naive cuando eran estimuladas con monocitos
alogenicos, DCs inmaduras o maduras [126]. También se demostro que la generacion de

estas células Tregs CD8" era dependiente de IL-10. Estudios en humanos han demostrado
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que las DCs plasmocitoides podian inducir a las células Tregs CD8" que expresan el
CCR7 a producir I1L-10 que suprime las respuestas de las células T CD4" especificas de
antigeno [127].

Unicamente en modelos de raton se ha descrito otra subpoblacion de células T
CD8" que produce IL-10 con capacidad reguladora. Dicha poblacion se caracteriza por la
expresion en superficie de la cadena beta de los receptores de la IL-2 e IL-15 (CD122)
[128]. Los ratones deficientes en esta subunidad desarrollan un sindrome autoinmunitario,
que se puede prevenir mediante la inyeccion, en el ratobn neonato, de células T
CD8'CD122". Las células Tregs CD8'CD122" inhiben la activacion tanto de las células T
CD4" como de las CD8" in vitro en placas con anti-CD3 en ausencia de CPAs. La IL-10
producida por las células T CD8'CD122" parece que es el factor responsable de la
supresion de la proliferacion y de la produccion de IFN-y. Por lo tanto, las células
CD8'CD122" de ratones deficientes en 1L-10 fueron incapaces de suprimir la activacion
de las células T in vitro, pero mostraron la misma actividad in vivo suprimiendo la
actividad de las células CD8'CD122 de ratones de fenotipo salvaje, sugiriendo que las
células CD8'CD122" podian usar mecanismos supresores adicionales [129].
Recientemente se ha demostrado en un modelo murino de enfermedad de Graves,
enfermedad autoinmunitaria caracterizada por la presencia de anticuerpos frente al
receptor de la hormona estimulante del tiroides, que la eliminacién de esta subpoblacién
aumentaba la incidencia de hipertiroidismo, sugiriendo un papel en la tolerancia de

autoantigenos [130].

1.5.4. Células NKT
Las células T natural killer (NKT) se diferencian a partir de precursores timicos a

través de las sefiales recibidas durante la maduracién timica mediante el acoplamiento de
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su TCR con timocitos corticales que expresan CD1d (molécula del complejo MHC-I no
clasica), principalmente expresada en CPA, como DCs, macrofagos y células B. Dicha
molécula se caracteriza por la presentacion de lipidos a linfocitos T. Este TCR compuesto
tipicamente por una cadena a y otra 3 reconoce glicolipidos, tanto propios como los que
componen la pared bacteriana Gram negativa, es semi-invariante y en humanos esta
compuesto por el reordenamiento de los segmentos Vo24-Jal8 en la cadena a y la
presencia del segmento VP11 en la cadena  de linfocitos doble negativos (DN) de sangre
CD4°CD8 [131, 132]. Existe una conservacion evolutiva ya que las células NKT de raton
reconocen un complejo CD1d-glicolipido humano y viceversa [133].

Las células NKT reconocen a células propias que expresan CD1d [134-137]. Por
lo tanto, estas células tienen un comportamiento dual: por un lado, reconocen glicolipidos
propios (con capacidad de provocar una respuesta autoinmunitaria) y, por otro, reconocen
glicolipidos bacterianos siendo responsables de una respuesta anti-microbiana mediada
por la induccion de CD40L y provocando una produccion masiva de citocinas y
quimiocinas de tipo Tyly TH2.

La proporcion de células NKT murinas en el timo es de un 0,5% pero representan
hasta un 5% de las células que salen del timo [138, 139]. Una vez que emigran del timo,
la localizacidn tisular ha sido profundamente estudiada en la subpoblacion NKT murina,
caracterizada por la expresion del TCR Val4, representando aproximadamente un 0,5%
de la poblacion T en sangre y ganglios linfaticos periféricos, un 2,5% de la poblacién T
en el bazo, ganglios linfaticos mesentéricos y pancreaticos y hasta un 30% en el higado
[140].

Las células NKT han sido asociadas a la regulacion de respuestas inmunitarias en
un amplio rango de enfermedades autoinmunitarias, infecciosas y cancer. Pueden modular

positiva 0 negativamente las respuestas inmunitarias mediante la estimulacion de
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secrecion de citocinas Tyl, T2 o inmunoreguladoras. Se ha demostrado un papel en la
regulacion de enfermedades autoinmunitarias [141, 142]. Este papel in vivo se cree que
puede ser debido al aumento de su actividad pro-tumoral cuando se activa via TCR,
secretando grandes cantidades de IL-4, INF-y, asi como TGF-p e IL-10, citocinas de las
que se conoce su propiedad reguladora [137, 143-145].

Tanto en las células NKT murinas como en las humanas, la molécula més
eficiente para activar la mayoria de las células NKT es la a-Galactosil-Ceramida (o-
GalCer) [146]. Cuando se activan, las células NKT responden con una potente produccion
de citocinas entre 1-2 horas después de la union con el TCR. Las células NKT son
capaces de fabricar citocinas de tipo Tyl (IFN-y, TNF-a) y Tp2 (IL-4, I1L-13)
simultaneamente después de su estimulacion in vivo [147-149].

Se han propuesto dos modelos de activacion de las células NKT [150]. El primero
sugiere que dentro de las células pueden coexistir dos subtipos, unas células NKT tipo
Tul y otras tipo Ty2, las cuales dirigen inmunidad Tyl y respuestas tolerogénicas o
inmunidad Ty2, respectivamente. ElI segundo modelo sugiere que las células NKT
constituyen una subpoblacién homogénea que alcanza fenotipos funcionales de acuerdo al
diferente ambiente de citocinas en el que se activen y la afinidad con la que se asocie el

antigeno al TCR.

1.5.5. Células T reguladoras doble negativas

El 1-2% de los linfocitos maduros de ratones y humanos son TCRap"CD4 CD8
doble negativos (DN) y no expresan marcadores de las células NK como NK1.1 y DX5
en ratones ni CD16 y CD56 en humanos. Las células T DN contribuyen al mantenimiento
de la tolerancia a tejidos propios [151] y a la prevencion de rechazo del trasplante [152],

enfermedad injerto contra huésped (GVHD) [153] y crecimiento tumoral [154]. Aln se

24



Introduccion

desconoce si todas las células T DN poseen funciones reguladoras asi como su origen y
los requerimientos para su desarrollo. Los timocitos doble positivos se pueden diferenciar
en celulas T DN cuando son estimuladas en cultivo con antigenos de alta afinidad [155].
Sin embargo, esta caracteristica no ha sido probada en las células DN periféricas [152].
Las células DN periféricas se desarrollan en ratones timectomizados tras reconstitucion
con médula o6sea sin células T de ratones singénicos, sugiriendo que las células T DN
reguladoras, pueden ser una poblacion heterogénea de células que se pueden desarrollar
tanto intratimica como extratimicamente. Una vez que se estimulan a través del TCR con
el antigeno especifico, tanto in vitro como in vivo, las células T DN reguladoras expresan
marcadores de activacion como CD25 y CD69, pero no CD44 ni CD28. Las células T DN
reguladoras activadas poseen un Unico perfil de secrecion de citocinas que difiere de otras
subpoblaciones de células T. Las células T DN reguladoras murinas producen
predominantemente IFN-y, factor de necrosis tumoral (TNF)-a y pequefias cantidades de
TGF-B pero no IL-4, 1L-10 ni IL-13 [152]. Las células T DN reguladoras periféricas
humanas, también expresan altas cantidades de IFN-y y cantidades indetectables de IL-2,
IL-4 e IL-10 [156].

Debido a la falta de homogeneidad en su capacidad supresora, esta subpoblacién

no ha sido estudiada en este trabajo.

1.6. Células T reguladoras en trasplante

1.6.1. Células T reguladoras naturales en trasplante

Aunque las Tregs se han estudiado ampliamente en el contexto del control de
enfermedades autoinmunitarias, se ha demostrado en numerosos modelos de trasplante

que previenen el rechazo e inducen tolerancia al injerto.
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La primera evidencia del control de la alorespuesta por parte de las Tregs se
encontr6 en un modelo de trasplante cardiaco en ratas con tolerancia a largo plazo y
observaron la capacidad de transferir tolerancia de forma adaptativa por medio de células
CD4'CD25" [157]. A partir de este estudio se ha demostrado que las células CD4"CD25"
mantienen la tolerancia al trasplante de forma dominante y que las células CD4"CD25" de
los animales que toleran los injertos, gracias a distintos regimenes inmunosupresores,
pueden transferir tolerancia al trasplante de manera donante-especifica [158]. In vivo, las
celulas Tregs especificas de aloantigeno son capaces de ejercer varias acciones sobre las
células efectoras, entre las que destacan la inhibicion de la proliferacion, inhibicion de la
produccion de citocinas y anticuerpos [97]. Otra observacion importante es que, en
ausencia de Tregs, varios tratamientos por si solos no son capaces de inducir tolerancia al
aloinjerto [159]. Varios estudios han demostrado que los protocolos de induccion de
tolerancia basados en la utilizacion de anticuerpos monoclonales frente a CD4, CD8,
CDA40L lleva a la generacion de Tregs in vivo [160-162], lo que puede sugerir que la
utilizacion de distintos tratamientos inmunosupresores puede influir de manera
beneficiosa o deletérea en la supervivencia de las Tregs, uno de los objetivos que
planteamos en el presente trabajo de tesis doctoral.

Las células T pueden reconocer los aloantigenos mediante dos vias. La primera en
la que las moléculas MHC de las CPAs del donante son reconocidas directamente por los
linfocitos T del receptor (alorreconocimiento directo). La segunda via en la que tras ser
procesados por las CPA del receptor, pequefios fragmentos (alopéptidos) son presentados
a los linfocitos T del receptor en el contexto de una MHC de clase 11; dicha via se conoce
como ruta indirecta de alorreconocimiento (Figura 6). El reconocimiento directo es el
responsable de rechazo agudo mientras que el indirecto puede ser responsable tanto de

rechazo agudo como de rechazo crénico o pérdida a largo plazo del injerto [163, 164].
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La via de reconocimiento indirecto es la ruta dominante de inmunorregulacion
utilizada por Tregs [165]. Posteriormente se ha demostrado la presencia de células T
CD4'CD25" dentro del injerto tolerizado [166], y éstas pueden tener una especificidad
indirecta frente a los antigenos del donante [158]. Esta observacion plantea la posibilidad
de que las células Tregs CD4"CD25" con aloespecificidad anti-donante indirecta, podrian
ser agentes potenciales para promover la tolerancia en trasplante clinico [72, 167]. Por lo
tanto, uno de los objetivos del presente estudio ha sido la valoracion de las células Tregs

como marcador de rechazo a largo plazo.
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Figura 5. Desarrollo de subpoblaciones de células Tregs y efectoras. Los timocitos, tras madurar en el
timo, se diferencian en células T naive que migran a la periferia y, en funcién de las citocinas presentes en
el momento de la activacion, se podran diferenciar en diferentes subpoblaciones de células T. La activacién
en presencia de I1L-12 inducird una respuesta tipo Th1l caracterizada por la produccion de IL-2 e interferon
(IFN)-y. Si la activacién antigénica se produce en presencia de IL-4, se producira una respuesta tipo Th2,
caracterizada por una produccion de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Cuando la presentacion antigénica se
produce en un medio con IL-2 y factor de crecimiento transformante (TFG)-B, la célula T naive se
convertira en célula T reguladora inducida (iTreg) que en funcion del mediador soluble producido IL-10 6
TGF-B, se denominara célula Treg tipo 1 (Trl) o célula Th3, respectivamente. Cuando la presentacion
antigénica se produce en presencia de TGF-B e IL-6 las células T naive se diferenciaran en células
productoras de IL-17 (Th17). A diferencia de las células iTreg, en el timo se diferencian las células Tregs
naturales (nTregs) de timocitos que expresan Foxp3.
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Figura 6. Vias de alorreconocimiento. Se representa la via de alorreconocimiento directo (A) en la que
después del trasplante, las células del donante (color azul) son reconocidas directamente tanto por linfocitos
CD4" como CD8" del receptor (color naranja). Posteriormente, los antigenos del donante son procesados en
los drganos linfoides y las células presentadoras de antigenos del receptor muestran los alopéptidos a los
linfocitos CD4" en el contexto de moléculas de histocompatibilidad de clase 11 (B).

En el campo de tolerancia a trasplante, las células nTregs CD4'CD25" pueden
controlar la enfermedad injerto contra huésped (GVHD) tras trasplante de médula 6sea
alogénico [168-170]. En experimentos de transferencia, varios estudios han mostrado que
la administracion de Tregs CD4'CD25", especialmente la poblacion CD62L", inhibe
GVHD vy preserva la actividad injerto frente leucemia tras trasplante de médula 6sea
[169].

En estudios in vivo, se ha demostrado que las Tregs aloantigeno-especificas son
capaces de prevenir el rechazo iniciado por las células T CD4" tanto en trasplante de
6rganos [158, 161, 171] como de médula 6sea [33, 172, 173].

Una vez activadas las Tregs ejercen su funcién supresora inhibiendo la produccion
y secrecién de citocinas, disminuyendo la expresién de moléculas coestimuladoras y de

adhesién, inhibiendo la proliferacién, induciendo anergia o eliminando las células
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efectoras mediante induccién de muerte celular o incluso provocando la conversion de
celulas T efectoras hacia un fenotipo regulador, circunstancia que se ha denominado
“tolerancia infecciosa” [174-176]. Aunque los mecanismos moleculares implicados en
esta conversion necesitan mas estudios en profundidad, recientemente se ha observado
que este mecanismo de “tolerancia infecciosa” puede deberse a la induccion de enzimas
que consumen aminoacidos esenciales por parte de las células Tregs antigeno-especificas
que reducen la sefializacion de la diana de Rapamicina (mTOR) lo cual provoca la
expresion de Foxp3 en las células T naive aunque también se ha demostrado in vitro la
dependencia de TGF-B [177, 178] . In vivo parece que las citocinas Tw2 tienen un papel
importante [179], mientras que en las células Tregs humanas in vitro se ha demostrado un
papel para TGF-f e IL-10 [175, 176].

Otra accion descrita en el campo del trasplante de las células Tregs es la supresion
asociada, ya que se ha demostrado que cuando se activan, las Tregs pueden suprimir la
activacion y/o proliferacion de otras células T respondedoras o efectoras frente a
antigenos presentados por las mismas CPAs de una manera no especifica, tanto in vivo
como in vitro [55, 180].

Como se ha mencionado anteriormente, el mecanismo de accién de las Tregs es
contacto-dependiente [181, 182] y necesitan una activacion via TCR. Una vez activadas,
su funcidn supresora es completamente inespecifica [55, 56, 58]. EI modelo de supresion
de las nTregs es independiente de TGF-B e IL-10, aunque las células T CD4°CD25"
inducidas a partir de células CD4"CD25 en presencia de Tregs in vivo o in vitro, podria

ser dependiente de I1L-10 o de TGF-p [172, 175, 183].
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1.6.2. Células T reguladoras inducidas en trasplante

1.6.2.1. Células Trl en trasplante

La primera evidencia en humanos de que las Trl estaban implicadas en el
mantenimiento de la tolerancia periférica in vivo fue a raiz de estudios en pacientes con
inmunodeficiencia combinada severa, trasplantados con células pluripotentes alogénicas
HLA-incompatibles. A pesar de esta histoincompatibilidad, estos pacientes no
desarrollaron GVHD en ausencia de terapia inmunosupresora. En el plasma de estos
pacientes se detectaron niveles elevados de IL-10, y se pudo aislar in vitro una porcién
significativa de las células T derivadas del donante que fueron especificas de los
antigenos HLA del huésped y produjeron niveles elevados de 1L-10 [81].

El desarrollo espontdneo de tolerancia a aloinjertos renales y hepéticos en
pacientes trasplantados se ha asociado con la presencia de células T CD4" que suprimen
las respuestas de células T naive mediante la produccion de 1L-10 o TFG-f [184].

En un modelo de trasplante de islotes pancreaticos se ha observado que la
inyeccion de IL-10 y Rapamicina (Rapa) en ratones diabéticos indujo tolerancia tras el
trasplante y, ademas, esta tolerancia podia transferirse de manera antigeno-especifica a
ratones naive mediante la transferencia adaptativa de células Trl de los ratones tolerantes
[185].

En un modelo de trasplante renal en primates no humanos, se ha demostrado un
mayor nimero de células CD4" que expresan 1L-10 en el grupo de primates que toleran el
injerto después del tratamiento con anti-CD3 y deoxispergualina para inducir tolerancia,

que en aquellos primates no trasplantados [186].
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1.6.2.2. Células Ty3 en trasplante

Se ha publicado que las células reguladoras que secretan TGF-B juegan un papel
critico en la tolerancia del aloinjerto inducida mediante transfusion previa de sangre del
donante [187] y el TGF-B secretado, tanto por células T CD4" como por células no-T,
puede tener un papel importante en la tolerancia inducida por la proteina soluble
“rechazante” inyectada en la camara anterior del ojo de ratones [188].

En otros modelos experimentales, incluyendo los de trasplante, la induccién de
una respuesta T2 mediante el trasporte via oral del antigeno podria ser importante en las
respuestas inmunitarias supresoras [189]. Un estudio demostr6 que la introduccién
intratraqueal de esplenocitos alogénicos o de alopéptidos 7 dias antes del trasplante
cardiaco era capaz de inducir supervivencia a largo plazo de los injertos cardiacos
alogénicos, y se demostré que la produccion de citocinas Ty2, incluida la IL-10, era
fundamental en la induccion de tolerancia, ya que anticuerpos frente a 1L-10 suspendian
la tolerancia mientras que los anticuerpos frente a TGF-B no lo conseguian [190]. Ademas
estas células T CD4" reguladoras tipo Tw2 pueden tener una aloespecificidad indirecta
[191, 192]. Estan apareciendo nuevas evidencias de que las células T3 pueden solaparse
con las células nTregs CD4'CD25" ya que el TGF-B esta implicado en la supresion

mediada por ambas subpoblaciones de células Tregs.

1.6.3. Células T reguladoras CD8" en trasplante
Dentro de la subpoblacion CD8", recientemente se ha demostrado el papel
protector de las células T reguladoras CD8'CD28", en un modelo de trasplante hepatico

en rata [193].
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En humanos se han descrito lineas de células T CD8'CD28 alo- y xeno-
especificas que pueden inducir tolerancia a trasplante [194]. Estas células podrian ser
aisladas in vitro después de multiples rondas de estimulacién y se observd que inhibian a
las células T CD4" aloreactivas inhibiendo la capacidad de las CPAs a inducir activacion
de las células T. La interaccion entre las células T CD8"CD28" supresoras y las CPAs, no
provoca la muerte de las CPAs, sino que lleva a la induccién de ILT3 e ILT4 en su
superficie [195]. Como resultado, estas CPAs adquieren un potencial tolerizante y son
incapaces de expresar moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 [124]. Para
ejercer este efecto, se requiere un contacto célula a célula entre las células Tregs
CD8'CD28 y las CPAs, que es antigeno-especifico [196]. Las células Tregs CD8'CD28"
se caracterizan por una baja capacidad proliferativa in vitro y por unas caracteristicas
morfoldgicas y funcionales similares a las de células T activadas o memoria [196]. Las
células Tregs CD8'CD28 aisladas de pacientes trasplantados no tenian actividad
citotoxica frente a células del donante y mostraron una expresion elevada de receptor
inhibidor de muerte CD94 [196].

Recientemente se ha publicado un trabajo en trasplante hepéatico de donante vivo
donde se observa una asociacion directa entre niveles elevados de células CD8*CD28" y
mejor funcidn del injerto. Ademas, observan una relacion inversa con los niveles de

inmunosupresion y episodios de rechazo [197].

1.6.4. Células NKT en trasplante

A pesar de la existencia de evidencias que sugieren un papel para las células NKT
en la respuesta inmune al trasplante, no se sabe aun si son capaces de reconocer el
aloantigeno directamente, ya que la molécula CD1d en la que le son presentados los

aloantigenos, no es polimdrfica [198]. Las células NKT se pueden activar por las
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citocinas secretadas debido a la inflamacion inespecifica motivada por el mismo
trasplante.

En un modelo de diabetes inducida por estreptozotocina, se observd que las
celulas NKT promovian la pérdida del injerto de islotes de Langerhans ya que los ratones
NKT” mostraban 2 veces mas supervivencia comparado con los ratones de fenotipo
salvaje [199]. Se observo, ademés, que el dafio del injerto era mediado por IFN-y
secretado por las células NKT que provoco un reclutamiento de neutréfilos y el posterior
rechazo [200].

A pesar de estos ejemplos, se han realizado otros estudios de células NKT en el
contexto de trasplante concluyendo que las células NKT pueden disminuir en vez de
exacerbar el rechazo del injerto. En un modelo de trasplante de piel, se observo que los
ratones deficientes en CD1d, rechazaban los injertos rapidamente. Ademas, la activacion
de las células NKT con a-GalCer aumentd significativamente la supervivencia del injerto
[201].

En estudios de induccion de tolerancia, se ha demostrado en un modelo de
trasplante cardiaco que ratones tratados con anticuerpos monoclonales a-LFA/ICAM-1 6
CD28/B7 aceptaban el injerto mientras que los ratones deficientes en NKT, con el mismo
tratamiento, los rechazaban [202]. El papel esencial de las NKT en la induccién de
tolerancia se han demostrado en modelos de trasplante cardiaco [203], de xenotrasplante
de islotes [204] y de trasplante de cdérnea [205]. Aunque la implicacion de las células
NKT puede ser especifica de trasplante ya que se ha demostrado que se alcanza una
induccidén de tolerancia en un nimero de modelos de trasplante en ausencia de células

NKT [206].
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Se ha atribuido el efecto beneficioso en los modelos de trasplante cardiaco y
cutaneo a la produccién de IL-10, que se observé disminuida en ratones CD1d” [201,
203, 207].

Para explicar estos resultados contradictorios, se ha postulado que una respuesta
débil al aloinjerto puede permitir a las células NKT controlar la respuesta frente al injerto.
Sin embargo, cuando se produce una fuerte alorespuesta tipo Tyl, la contribucion de las

celulas NKT puede verse ensombrecida.

1.6.5. Células T reguladoras doble negativas en trasplante

La trasferencia antes del trasplante de células especificas del donante puede
inducir tolerancia permanente a un injerto de piel en modelos con una disparidad en las
MHC-1 [152]. Las células Tregs DN o los clones de células Tregs DN obtenidas a partir
del bazo de los ratones tolerantes pueden suprimir la proliferacion in vitro de las células T
anti-donante. La infusion Gnicamente de las células Tregs DN lleva a una prolongacion
significativa de la supervivencia del injerto especifica del donante en modelos de
trasplante cutaneo [152] y cardiaco [208]. Las células Tregs DN aisladas de aloinjertos
tolerados, fueron capaces de suprimir a las células T anti-donante de una manera
antigeno-especifica, sugiriendo que las células Tregs DN pueden inhibir la funcion de las
células T anti-donante a nivel sistémico y local [209]. En un modelo de xenotrasplante
cardiaco de rata a raton, la combinacion de la transferencia de células donante especificas
y una reduccion transitoria de las células T CD4" resulté en una aceptacion permanente
del xenoinjerto. Las células Tregs DN del receptor estuvieron significativamente elevadas
y podian suprimir la proliferacion de las células T especificas anti-donante pero no la de
células T estimuladas con antigenos sin identidad HLA [210]. La transferencia adaptativa

de las células Tregs DN de los ratones que aceptaron el xenoinjerto podian suprimir la
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proliferacion in vivo de las células T CD4" xenoreactivas y prevenian el rechazo mediado
por las células T CD4" de una manera donante especifica [210].

La supresion mediada por las células Tregs DN es antigeno especifica [152, 208-
210]. Las células Tregs DN que expresan los péptidos HLA adquiridos, pueden matar
especificamente a las células T CD8" que porten la misma especificidad en su TCR que
las células T DN reguladoras [156]. Este resultado sugiere que la adquisicion del
complejo péptido-MHC es utilizado por las células Tregs DN para mediar la supresién
especifica de antigeno. Este proceso requiere el contacto célula a célula y la interaccién
entre Fas y FasL [211]. Las células Tregs DN de humanos pueden adquirir también los
complejos péptido-MHC de las CPAs mediante un mecanismo contacto-dependiente.

Recientemente se ha publicado un estudio en humanos trasplantados con células
madre hematopoyéticas donde se ha observado una correlacion entre el descenso de

células Tregs DN y el desarrollo de GVHD [212].
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En el trasplante de 6rganos solidos, y especialmente en el trasplante renal en que
se centra el presente trabajo de tesis doctoral, el desarrollo de farmacos
inmunosupresores supuso un avance espectacular en su desarrollo clinico. Actualmente,
se reconoce que la inmunosupresion funciona bien en la prevencién del rechazo agudo
de un trasplante renal y ha conseguido prolongar la supervivencia del injerto y del
paciente trasplantado. El problema que se plantea ahora es como conseguir evitar la
pérdida de los injertos renales a largo plazo, lo que motiva que muchos de los receptores
de un aloinjerto renal deban ser retrasplantados. Las hipotesis aceptadas en la actualidad
apuntan a la necesidad de conseguir un verdadero estado de tolerancia frente a los
aloantigenos para poder evitar esa pérdida tardia, debida principalmente al proceso que

se describe histologicamente como fibrosis intersticial y atrofia tubular.

En la ultima década el conocimiento de los procesos basicos que controlan la
tolerancia inmunitaria ha experimentado un avance extraordinario. Entre estos
elementos, la identificacién de unas células con capacidad inmunorreguladora ha sido
uno de los principales y ha abierto un campo de trabajo con un potencial enorme. Las
primeras evidencias del papel relevante que esta poblacion celular obtenidas en
experimentos in vitro han sido confirmadas en diversos modelos de enfermedad. Ha
sido recientemente cuando se ha producido el traslado de los hallazgos in vitro y de

modelos experimentales a patologia humana.

La bdsqueda de induccion de tolerancia inmunitaria en el trasplante renal
probablemente deba centrarse en mecanismos que acttan a nivel periférico, mas que en
mecanismos de tolerancia central. En este sentido, las células con capacidad

inmunorreguladora descritos en la Gltima década y, en especial, las células Tregs CD4"
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parecen ser las candidatas mas factibles para inducir tolerancia verdadera en receptores
de injertos renales. Existen evidencias acerca del posible papel de estas células en
trasplante renal humano. Sin embargo, muchas de ellas proceden de estudios
unicéntricos con series pequefias de pacientes trasplantados seleccionados y en estudios
de corte transversal. Dado el papel tolerogénico adscrito a estas células, es l6gico pensar
que puedan emplearse como biomarcadores en la monitorizacion del paciente
trasplantado renal que permitan predecir el establecimiento de un estado de tolerancia
inmunitaria real y reducir el nivel de inmunosupresién farmacoldgico empleado. Para
ello, el primer paso debe ser establecer como se regula el nimero y funcién de estas
células in vivo en el paciente trasplantado renal durante su seguimiento rutinario en el
periodo post-trasplante, donde pueden intervenir todo tipo de eventos inflamatorios
relacionados con inmunorregulacion (necrosis tubular, rechazo, infecciones, etc).
Ademas, aunque el objetivo de un marcador de tolerancia inmunitaria no es actuar como
marcador de funcién del injerto, es posible que ese marcador guarde relacién con la
funcién del injerto renal y pueda funcionar como biomarcador de funcion renal que se

adelante a un fallo del injerto.

Por otro lado, existe un factor adicional que, en el caso del trasplante renal, esta
siempre presente, salvo casos esporadicos de abandono del tratamiento. Se trata de la
inmunosupresién farmacologica, la cual no debe entenderse como un extremo
totalmente opuesto al estado de tolerancia inmunoldgica, sino que es posible obtener
distintos grados de tolerancia en presencia de inmunosupresion farmacoldgica. Hay
evidencias, sobre todo in vitro, acerca del papel tolerogénico de ciertos
inmunosupresores como Rapamicina. Sin embargo, este efecto tolerogénico no esta
establecido claramente in vivo en pacientes. Menos aun esta explorado el efecto

tolerogénico de los tratamientos de induccion que se emplean en el periodo
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peritrasplante en pacientes trasplantados de “riesgo” inmunoldgico. Es posible que el
empleo de un tipo de inmunosupresor u otro induzca cambios en el nimero y funcion de
las poblaciones celulares en sangre a las que se ha adscrito un papel inmunorregulador.
Finalmente, no solo el tipo de inmunosupresor sino también la concentracion sanguinea
del inmunosupresor empleado puede influir de forma diferente en los niveles de células

inmunorreguladoras circulantes.
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3. OBJETIVOS

1. Monitorizar en sangre los numeros de linfocitos y sus tipos principales durante

los dos primeros afios de trasplante renal.

2. Cuantificar los cambios que se producen en los numeros y funcion supresora de

células con fenotipo inmunorregulador en sangre.

3. Determinar el efecto que distintas situaciones clinicas inflamatorias (necrosis
tubular aguda, retrasplante, rechazo agudo) ejercen sobre los nimeros de células

reguladoras.

4. Comparar el efecto sobre el numero y funcién de las células reguladoras en

sangre de los farmacos inmunosupresores empleados habitualmente en el

tratamiento del trasplante renal.

5. Estudiar la asociacion entre los cambios del nimero de células reguladoras

circulantes y la funcion renal durante los dos primeros afios post-trasplante.
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4. MATERIAL Y METODOS

Todos los aspectos ético-legales planteados por el presente proyecto fueron
sometidos a la aprobacion del Comité de Etica e Investigacion Clinica del Hospital

Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV), que aprobd su realizacion.
4.1. Pacientes

Para dirigir las cuestiones planteadas en este estudio, se disefiaron dos estudios
paralelos, uno prospectivo en el que se incluyé a pacientes con enfermedad renal
terminal (ERT) en el momento previo a trasplante, a los que se realiz6 un seguimiento
durante 2 afios. Se desarroll6 otro estudio retrospectivo en el que se incluyd a pacientes

trasplantados renales de larga evolucidn, con funcion renal estable.
4.1.1. Estudio prospectivo

En el estudio prospectivo, se recogié una serie de 39 pacientes trasplantados
renales en el HUMV durante los afios 2005 y 2006, de acuerdo a los criterios del
Comité de Etica del Hospital, cada paciente firmé el consentimiento informado antes de
ser incluido en el estudio prospectivo. Se analizaron 5 muestras de los pacientes, la
primera se recogio justo en el momento previo al trasplante, y las cuatro siguientes se
obtuvieron cada 6 meses hasta los dos afios de seguimiento en el Servicio de Nefrologia
del HUMV. Las caracteristicas demograficas, clinicas e inmunoldgicas de los pacientes

incluidos en el estudio prospectivo se reflejan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas demograéficas, clinicas e inmunolégicas de los pacientes incluidos en el
estudio prospectivo.

n Media
Sexo (VIM) (33/6)
Rechazo agudo (S/N) (12/27)
N° de rechazos (0-1-2-3) (27/9/2/1)
Criterios de rechazo segun Banff 07 Celular (la-1b-11a) (9/1/5)
Humoral 1

IS induccién (No-TG-antiCD25) (26/2/11)
IS inicial (Rapa-CNI) (4/35)
IS mantenimiento (CsA/Tac/Rapa) T=0 meses (2/33/4)

T=6 meses (2/36/1)

T=12 meses (0/36/3)

T=18 meses (0/33/4)

T=24 meses (0/31/5)
Retrasplante (S/N) (12/27)
Necrosis tubular aguda (S/N) (7/32)
Incompatibilidades A (0-1-2) Media (4/21/14) 1,26
Incompatibilidades B (0-1-2) Media (5/12/22) 1,44
Incompatibilidades DR (0-1-2) Media (6/22/11) 1,13
Sensibilidad (Presencia/Ausencia) anticuerpos (12/27)
Edad donante: rango (Media) 17-75 (50,9)
Edad receptor: rango (Media) 22-74 (51,4)

TG: timoglobulina; Rapa: rapamicina; CNI: inhibidores de calcineurina; CsA: ciclosporina; Tac:
tacrolimus.

4.1.2. Estudio retrospectivo

En el estudio retrospectivo se solicitd el consentimiento informado a los
pacientes para la obtencion de muestras sanguineas. Se obtuvieron muestras por
venopuncién de sujetos sanos para su posterior comparacion con los pacientes
estudiados. Se seleccion6 a una cohorte de 64 receptores de trasplante renal llevado a
cabo en el HUMV entre los afios 1999 y 2003. Los pacientes fueron divididos en 2
grupos en funcion del régimen inmunosupresor en el momento del estudio. Un grupo
estaba formado por pacientes trasplantados renales tratados con Rapamicina (Rapa) y no
con inhibidores de la calcineurina (CNI), y el otro grupo formado por pacientes tratados
con CNI y no con Rapa. En ambos grupos, la mayoria de los regimenes
inmunosupresores incluia prednisona y/o MMF (Tabla 3). Los pacientes que recibian
CNI fueron seleccionados del registro de trasplantes para coincidir en el tiempo de
seguimiento del trasplante con los pacientes tratados con Rapa. Se recogié muestra de

sangre periférica para el estudio al menos un afio después del trasplante. Los pacientes
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tratados con Rapa habian recibido Rapa sin CNI durante al menos un afio antes del
andlisis. Este grupo de pacientes, tratados con Rapa, fue heterogéneo y se subdividio en
otros 3 subgrupos: uno agrupaba a los pacientes tratados con Rapa sin CNI (n=5,
pacientes libres de CNI), otro grupo de pacientes tratados con Rapa y CNI en donde los
CNI fueron retirados posteriormente (n=11, retirada de CNI) y otro grupo en el que los
pacientes fueron tratados inicialmente con CNI y se cambi6 a un tratamiento con Rapa
(n=16, conversion de CNI). Se establecieron dos grupos control, uno de 20 donantes
sanos y otro de pacientes con ERT previa a trasplante. Las muestras de los grupos
control fueron recogidas durante los afios 2004 y 2005. La incorporacién del grupo con
ERT se establecié como control debido a que este grupo de pacientes no han recibido

inmunosupresion previa.

4.1.3. Datos clinicos

Los datos inmunologicos clinicos y demograficos de los receptores de trasplante
renal y donantes fueron obtenidos de nuestro registro de trasplantes (Tablas 2 y 3). La
funcion renal se estimé mediante el grado de filtracion glomerular (FG) calculado a
partir de la ecuacion de la modificacion en la dieta en enfermedad renal (MDRD) [213].
Las actuales evidencias sugieren que esta formula MDRD-4 (en la que intervienen 4
variables: concentracion sérica de creatinina, edad, sexo y etnia) es una opcion valida y
comparable a otras formulas de medida de la FG en el trasplantado renal [214]. El grado
de mejora o detrimento en la funcion renal fue estimado mediante el incremento de la
filtracion glomerular (AFG). El AFG fue calculado usando la siguiente formula: (FG
actual - FG inicio)/meses de seguimiento. Por definicion, un AFG positivo indicé una

mejora en la funcidn renal.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes incluidos en el estudio

retrospectivo.

Tratamiento Control

Rapamicina CNI ERT Donantes
N 32 32 25 20
Edad receptor (afios) 50,4+10,5 55,8£13,6  49,2+13,9  45,7+15,6
Edad donante (afios) 44,5%16,5 45,7+£17,2
% mujeres 28,6 33,3 20,8 30,7
Etiologia de fallo renal crénico (% glomerular) 52,4 26,2 30,8
Panel reactivo actual de anticuerpos (%) 6,2+19,2 2,675 6,4+15

Panel reactivo maximo de anticuerpos (%6) 11,5247 9,2£16,8 2,849,2
Trasfusiones previas (mediatDE) 2,2+4.3 2,029 0,8+1,4
Histocompatibilidades (media): A/B/DR 1,3/1,3/1,0 1,2/1,3/1,2

Tiempo de isquemia fria, horas (mediatDE) 21,4+7,0 19,6+4,9

Retraso de la funcion renal (%0) 40,5 35,7

Episodios de rechazo agudo (%0) 28,6 19

Infecciones agudas y/o crénicas (%) 65,9 76,2
Inmunosupresién adicional

-Monoterapia 2 0

-Prednisolona 13 11

-MMF 9 11
-MMF+Prednisolona 8 10

DE: desviacion estandar; CNI: inhibidores de la calcineurina; ERT: enfermedad renal terminal; MMF:
acido mofetil micofenolato

4.2. Muestras sanguineas

4.2.1. Muestras del receptor

Se recogieron 30 mL de sangre periférica en tubos Z serum sep Clot Activator
(Ref. 456073, Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania), tubos tratados con etilen
diamino-tetraacético (EDTA) (Ref. 454021, Greiner bio-one) y tubos con heparina
sodica (Ref. 455051, Greiner bio-one) repartidos en 5, 5 y 20 mL respectivamente. A
partir de la sangre almacenada en tubo Z serum sep Clot Activator se extrajo el suero
mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente el suero se congel6 a -20°C hasta su posterior utilizacién. Con la sangre
extraida en tubo con heparina sodica se realiz6 una purificacion de leucocitos mediante
la técnica de gradiente de densidad con Ficoll Histopaque 1077 (Ref. H8889, Sigma-
Aldrich, Ayrshire, Reino Unido), centrifugando durante 20 minutos a 2000 rpm a
temperatura ambiente. Se recogid la poblacion de leucocitos separada por gradiente de

densidad y se procedié a un lavado con tampén salino fosfato (PBS), centrifugando
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durante 10 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente. Una vez terminada la
centrifugacion se decantd el PBS y el sedimento restante se resuspendié en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 para la realizacion del Sorting (véase

clasificacion celular).

Con la sangre extraida en tubo con EDTA se realiz6 una citometria a partir de
100uL de sangre tefiidos con Sul de los anticuerpos correspondientes al panel mostrado
en la tabla 4 que permitio el estudio de las principales subpoblaciones linfocitarias. Con
la muestra de sangre restante se purificaron leucocitos por medio de Ficoll Histopaque,
siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente. Una vez obtenidos los
leucocitos, 10° se utilizaron para marcaje intracelular con un anticuerpo monoclonal
dirigido frente al factor de trascripcion Foxp3 (necesario para la identificacion de la
subpoblacion de células Tregs CD4") y el resto de leucocitos se congelaron para su

posterior extraccion de ARN.

4.2.2 Muestras de donante

Se extrajeron esplenocitos del donante segin el método descrito [215]. Se
criopreservaron a -190°C en un tanque de N liquido hasta su posterior utilizacion en
cultivos mixtos linfocitarios. Como solucion de criopreservacion se utilizé medio RPMI
y suero fetal bovino (FBS) (decomplementado durante 45 minutos a 56°C) dilucién 1:1

y posteriormente se afiadio 10% de dimetil sulfoxido (DMSO).
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4.3. Citometria
4.3.1. Marcaje superficial

Se marcaron tanto los leucocitos extraidos por Ficoll Histopaque, como la sangre
extraida en tubo con EDTA (sangre total) con los anticuerpos monoclonales (AcMo)
segun el panel detallado en la Tabla 4. Se incubd durante un minimo de 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion se afiadié 1 mL de solucion de
lisis (Solucion de Lisis, Cat. 349202, Becton Dickinson, San José, Estados Unidos) a
los tubos marcados con AcMo y se incubaron durante un minimo de 10 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el periodo de incubacion se afiadieron 2 mL de PBS
a cada tubo para lavar el exceso de AcMo sin fijar y se centrifugaron durante 5 minutos
a 1500 rpm a una temperatura de 4°C. Finalizada la centrifugacion se decantaron y
resuspendieron las células con 2mL de PBS y se volvio a centrifugar en las mismas
condiciones. Se decantaron los tubos y se resuspendieron en un volumen de 250puL de

PBS para ser adquiridos en el citometro FACS-Scalibur.
4.3.2. Marcaje intracelular

Se extrajeron 10° leucocitos con Ficoll Histopaque y se marcaron con AcMo
frente antigenos de superficie (Tabla 4). Una vez transcurrida la incubacion con los
anticuerpos de superficie durante 30 minutos, se realizé un lavado con 1 mL de PBS a
4°C, centrifugando los tubos durante 5 minutos a 1500 rpm a una temperatura de 4°C.
Posteriormente se continud con el protocolo de marcaje intracelular aconsejado por el
fabricante (eBioscience, San Diego, Estados Unidos), afiadiéndose 1 mL de una
solucion de fijacion y permeabilizaciéon, e incubando durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente se afiadio 1 mL de una solucion de lavado y se centrifugé durante 5

minutos a 1500 rpm a 4°C. Se decantd y se anadieron 2uL de suero de rata incubandose
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durante 15 minutos en oscuridad a 4°C, transcurrido este tiempo se afiadieron Sul. del
AcMo anti-human-Foxp3-PE (clon-PCH101, eBioscience) durante 30 minutos en
oscuridad a 4°C. Finalizado el tiempo de incubacion, se afiade 1mL de solucién de
lavado y se centrifuga durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C. Se decanta y se resuspende

con 250uL de PBS previa adquisicion en el citdbmetro.

Tabla 4. Panel de anticuerpos monoclonales utilizado para el estudio de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias

Fluorocromos Subpoblaciones estudiadas

FITC PE PerCP APC

Linfocitos T colaboradores (CD3"CD4")

1 CD4 b8 b3 Linfocitos T citotoxicos (CD3"CD8")
2 CD4 CD25 CD3 Linfocitos Tregs CD3*CD4*CD25"%"
3 CD25 GITR CD4 Linfocitos Tregs CD4*CD25™" GITR*
4 CD4 CD25 HLA-DR Linfocitos Tregs CD4*CD25"%" HLA-DR*
5 CD3 CD19 CD45 Linfocitos B (CD3'CD19%)
Linfocitos Natural Killer (CD3'CD16°CD56")
6 b3 CD16/CD56 Linfocitos NKT (CD3"CD16*CD56")
7 TCRap TCRyd CD3 Linfocitos T (TCR-af3 y TCR-y3)
8 CD45RA CD25 CD4 Linfocitos Tregs CD4*'CD25""CD45RA"
9 CDs8 CD28 CD3 Linfocitos T supresores CD3"CD28"
10 CD25 CD38 CD4 Linfocitos Tregs CD4*CD25""CD38"
11 CD27 CD28 CD8 CD3 Linfocitos Tregs CD3"CD28 CD27"
12 CcD27 CD25 CD4 CD3 Linfocitos Tregs CD3*CD4'CD25""CD27*
13 CD25 Foxp3 CD4 CD3 Linfocitos Tregs CD3*CD4"'CD25™" FOXP3*

FITC: Isocianato de fluoresceina

PE: Ficoeritrina

PerCP: Proteina clorofila-a peridina

APC: aloficocianina

TCR: receptor de células T

Todos los anticuerpos tifieron en superficie celular a excepcion de Foxp3 que se realizé intracelularmente
(material y métodos).
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4.4. Clasificacion celular (Sorting)

Las células resuspendidas en RPMI se centrifugaron durante 10 minutos a 1500
rpm a temperatura ambiente, se decantd y se afadieron SuL. de AcMo anti-CD4
conjugado a aloficocianina (APC) (Becton Dickinson) y anti-CD25 conjugado a
ficoeritrina (PE). Se incub6 durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
Transcurrido el periodo de incubacion, se afiadio6 RPMI y se centrifugd durante 10
minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente, se decant6 y resuspendio en 1mL de RPMI
para ser separados mediante FACS-Aria en funcion de la expresion de CD4 y CD25.
Las células CD4"CD25 fueron utilizadas como “efectoras” y las células CD4*CD25"9"
(alta expresion de CD25) como “reguladoras”. En el afio 2007 se demostroé que una baja
expresion de CD127 (cadena alfa del receptor de IL-7) junto a la expresion de CD4 y
CD25 definia una poblacion con unas propiedades reguladoras mas eficientes [51],
desafortunadamente casi todos los estudios funcionales se realizaron con la antigua
clasificacion, debido a que la publicacion coincidio con el final del seguimiento de los

pacientes.
4.5. Cultivos mixtos linfocitarios

Una vez obtenidas las células “efectoras” y “reguladoras” mediante clasificacion
por sorting, los cultivos linfocitarios fueron realizados en cabinas de flujo laminar bajo
condiciones de esterilidad. Las placas de cultivo estériles (96 pocillos con fondo en “U”,
Nunc, Kamstrupvej, Dinamarca) se mantuvieron en estufa a 37°C en una atmosfera de

5% de CO..
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Figura 7. Expresion de la molécula Foxp3 en la subpoblacion CD4". Células mononucleares de sangre
periférica aisladas con Ficoll y marcadas extracelularmente con anti-CD25-FITC y anti-CD4-PerCP para
clasificar las diferentes subpoblaciones de células T CD4": CD25 (efectoras), CD25" (activadas) y
CD25"" (Tregs) en el FACS-Aria y realizar el cultivo mixto de linfocitos. Se observa mas de un 90% de
marcaje intracelular Foxp3™ en la subpoblacion considerada Treg, mientras que las células recientemente
activadas (CD4"CD25") pueden expresar Foxp3 transitoriamente (hasta un 5% del total) y las células T
CD4" efectoras que poseen menos de 1% de Foxp3™.

Como células estimuladoras se utilizaron esplenocitos especificos de donante
(DSC), extraidos en el momento del trasplante y criopreservadas a -190°C. Se
descongelaron en cada punto de control, afadiendo medio RPMI y posterior
centrifugacion a 1500 rpm a 4°C. Para valorar la capacidad de control de la respuesta
donante-especifica de las células Tregs, los esplenocitos de donante se irradiaron (50
Gy) y afadieron, cocultivadas con células efectoras y a continuacién se afadieron las
células Tregs (ajustando a un ratio células efectoras/reguladoras 1:0,625). Cada

condicion se repitié por triplicado (Tabla 5).

Para el cultivo se utilizd el medio RPMI-1640 (Cat. E15-840, PAA Laboratories

GmbH, Haidmannweg, Austria), suplementado con 10% de FBS decomplementado
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(Cat. A15-101, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), 5% de Glutamina (Cat.
BE17-605E, BioWhittaker, Verviers, Belgium), 2,5% de Na-piruvato (Cat. BE13-115E,
BioWhittaker), 2,5% de Bicarbonato (Cat. L1713, Biochrom AG, Berlin, Alemania),
2,5% de aminoacidos no esenciales (Cat. K0293, Biochrom AG), 1,25% de
Penicilina/Streptomicina (Cat.A2212, Biochrom AG). Una vez preparado, el medio de
cultivo se pas6 por filtro Millex estéril de 0,22um (Millipore, Cork, Irlanda) y se

almaceno para su posterior utilizacion dentro del primer mes.

A las 72 horas se recogieron 100uL de los sobrenadantes de cada uno de los
cultivos para su posterior analisis. Posteriormente se afiadié 1uCi de timidina *H/pocillo

y se incubo en estufa a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO; entre 20-24 horas.

Transcurrido este tiempo, se recogieron los cultivos (PHD™ cell harvester,
Cambridge Tec, Cambridge, Estados Unidos) y se trasfirié el contenido a un papel de
filtro (filtro de fibra de vidrio tipo A/E, Cat. 61638, PALL Corporation), se dejé en la
estufa durante un minimo de 2 horas y a continuacion se afiadieron 2mL de liquido de

centelleo. Finalmente se midi6 la incorporacion de timidina en un contador de centelleo.

Tabla 5. Disefio del cultivo mixto linfocitario para valoracion de funcién supresora de las células
Tregs.

Control - Control - Control + Experimento
Esplenocitos Efectoras (Receptor) Esplenocitos + Esplenocitos +
(Donante) Efectoras Efectoras + Tregs
Donante 100uL | 100uL | 200uL 100uL | 100uL | 100uL | 100puL | 100uL | 100uL
Efecto!‘as 100puL | 1200pL | 100pL | 100pL | 100uL | 100uL | 50uL 50ul | 50uL
(CD25)
Tregs
i 50uL 50uL 50pL
(CD25hlgh) I K W
Medio 100uL | 100pL | 100uL | 200uL | 100uL | 100uL

Donante: esplenocitos del donante recuperados en el momento previo al trasplante.
Se afladieron los volumenes reflejados en placa de 96 pocillos con fondo en U
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4.6. Enzimo-inmunoensayos (ELISAS):

4.6.1. ELISA para la determinacion de IL-17 en suero: (eBioscience)

Segun recomienda el fabricante, se resuspendio el tampon de lavado en 1L de
H,O deionizada, y posteriormente se hizo pasar por un filtro de 0,22um. Posteriormente
se prepararon la solucién de bloqueo, el anticuerpo de deteccion y la solucion de
avidina-peroxidasa de rabano picante (HRP) en las condiciones aconsejadas por la casa
comercial. Se diluyé el estdndar (IL-17) con el diluyente con el objeto de realizar una
curva con una concentracion maxima de 500 pg/mL y mediante diluciones seriadas
Ilegar hasta una concentracion minima de 3 pg/mL. A continuacion se afiadieron 100uL
por pocillo de los estdndares en los pocillos apropiados en una placa de 96 pocillos pre-
sensibilizada con anticuerpo de captura frente a IL-17 proporcionada por el kit
comercial. Se afiadieron 100uL del suero de cada paciente, se cubrid la placa con un

adhesivo y se incubd durante toda la noche a 4°C.

Se aspird el contenido de cada pocillo y se lavé la placa 5 veces con el tampon
apropiado (proporcionado por el kit) dejando empapada la placa durante un minuto para
aumentar la eficacia del lavado. A continuacion se afiadieron 100uL de anticuerpo de
deteccion y se incubd durante una hora a temperatura ambiente con la placa tapada.
Transcurrido el periodo de incubacidn, se procedio6 a lavar en las mismas condiciones a

las explicadas anteriormente.

A continuacion se afiadieron 100uL de Avidina-HRP y se incub6 durante 30
minutos a temperatura ambiente. Al finalizar este periodo, se realizaron 7 lavados en las
condiciones expuestas y se afiadieron 100uL de sustrato, incubando durante 15 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad. Finalizado este tiempo, se afiadieron 50uL de una

solucion 1IN de H,SO, con el fin de detener la reaccion enzimatica y poder medir la
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absorbancia en un espectrofotometro con un filtro de 450nm y calcular la concentracion
sérica de IL-17 interpolando los resultados con los obtenidos de la recta patron de los

valores estandar.

4.6.2. ELISA para la determinacion de IL-23 en suero: (eBioscience)

Se resuspendié el tampon de lavado en 1L de H,O deionizada, y posteriormente
se hizo pasar por un filtro de 0,22um. Posteriormente se prepar0 el tampdon de
sensibilizacion con el que se diluyd el anticuerpo de captura frente a IL-23 a la
concentracion recomendada por el fabricante. A continuacion se sensibilizd una placa
de ELISA (NUNC Maxisorp) de 96 pocillos afiadiendo 100 pL por pocillo y se incub6

durante toda la noche a 4°C.

El dia siguiente se prepararon la solucion de bloqueo, el anticuerpo de deteccidn
y la solucidon de avidina-HRP en las condiciones aconsejadas por la casa comercial. Se
diluyo el estandar (IL-23) con el diluyente con el objeto de realizar una curva con una
concentracion maxima de 2000 pg/mL y mediante diluciones seriadas llegar hasta una

concentracion minima de 3 pg/mL.

Se aspir6 el contenido de cada pocillo y se lavé la placa 5 veces con el tampdn
apropiado dejando empapada la placa durante un minuto para aumentar la eficacia del
lavado. A continuacion se afiadieron 100uL por pocillo de la solucion de bloqueo y se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con la placa tapada. Posteriormente se
lavé la placa en las mismas condiciones y se afiadieron los valores estandar de IL-23 en
los pocillos apropiados asi como 100uL del suero de cada paciente, se cubri6 la placa

con un adhesivo y se incubd durante toda la noche a 4°C.
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Se aspird el contenido de cada pocillo y se lavé la placa. A continuacion se
afiadieron 100uL de anticuerpo de deteccion y se incubd durante una hora a temperatura
ambiente con la placa tapada. Transcurrido el periodo de incubacion, se procedio a lavar

en las mismas condiciones a las explicadas anteriormente.

A continuacion se afiadieron 100uL de avidina-HRP y se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente. Al finalizar este periodo, se realizaron 5 lavados en las
condiciones expuestas y se afiadieron 100uL de sustrato, incubando durante 15 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad. Finalizado este tiempo, se afiadieron 50uL de una
solucion 1IN de H,SO,4 con el fin de detener la reaccion enzimatica y poder medir la
absorbancia en un espectrofotometro con un filtro de 450nm y calcular la concentracion
sérica de IL-17 interpolando los resultados con los obtenidos de la recta patrén de los

valores estandar.

4.6.3. ELISA para la determinacion sérica de CD30 soluble (sCD30):

(Bender MedSystems, Vienna, Austria)

Se prepararon el tampén de lavado, el tampén de dilucion y el conjugado-HRP

segun indica el fabricante.

Antes de iniciar la técnica, se lavaron las placas de 96 pocillos pre-sensibilizadas
2 veces, con 300uL/pocillo con tampdn de lavado sin dafar el fondo del pocillo y sin
dejar que se seque la placa, se afiadieron 100uL de tampon de dilucion en todos los
pocillos de la primera columna. Se prepard la curva realizando diluciones seriadas con
el estandar de sCD30 hasta 7 veces (con un rango de 100ng/mL hasta 1,6 ng/mL). Se
afiadieron 75uL de tampoén de dilucion al resto de pocillos de la placa y a continuacion

se echaron 25uLl de suero de los pacientes. A continuacion se prepar6 el conjugado-
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HRP y se afiadieron 50puL por pocillo. Se cubri6 la placa y se incubd durante 3 horas en

un rotor a 100 rpm.

Posteriormente se lavaron las placas 3 veces en las mismas condiciones y se
afiadieron 100puL por pocillo de la solucion de sustrato-TMB y se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente evitando la exposicion directa a la luz. Cuando la
densidad Optica del estandar de 100ng/mL alcanza valores de 0,6 medida en un
espectrofotdmetro con un filtro de 620nm, se afiaden 100uL por pocillo de la solucion

de parada.

Se leyd la absorbancia en un espectrofotometro usando un filtro de 450nm y se
calcul6 la concentracion sérica de sCD30 interpolando los resultados con los obtenidos

de la recta patron de los estandares.

4.7. Analisis Estadistico

Para determinar la distribucion normal de las variables numéricas se empled el
test de Kolmogoroz-Smirnov. Se compararon las variables numéricas entre dos grupos
usando el test U de Mann-Whitney y el test 2 en el caso de variables categéricas. El
test de Wilcoxon fue empleado para analizar las diferencias observadas entre muestras
pareadas. Las correlaciones entre diferentes pardmetros se realizaron mediante el

calculo del coeficiente de Spearman y con el Modelo Lineal General.

Todos los analisis estadisticos se efectuaron con el programa informéatico SPSS

version 15.0 para Windows (SPSS Inc, Chicago, Illinois, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS

5.1. BLOQUE I: Estudio Prospectivo

5.1.1. Andlisis de los numeros absolutos de subpoblaciones leucocitarias en

pacientes trasplantados renales

Se analizaron los nimeros absolutos de células leucocitarias en 39 pacientes
trasplantados renales desde el momento previo al trasplante hasta los 2 afios de
seguimiento post-trasplante, realizando controles cada 6 meses. La tabla 2 resume las
caracteristicas demograficas, clinicas e inmunologicas de los pacientes incluidos en el

estudio prospectivo.

Tras el trasplante renal, se objetiva un descenso significativo del nimero absoluto
de leucocitos, que se mantiene durante todo el seguimiento hasta los dos afios, con
respecto a los niveles previos al trasplante (Figura 8). Sin embargo, al analizar el nimero
absoluto de linfocitos, no se observan diferencias significativas en ninguno de los puntos
de control analizados, debido al aumento del porcentaje de linfocitos en los pacientes a
partir del sexto mes tras el trasplante (Tabla 6-Anexo 1). Esta observacion es importante
ya que todas las subpoblaciones estudiadas pertenecen a la poblacion linfocitaria, por lo
que cualquier diferencia que se observe se debera a un cambio real de dicha
subpoblacion. En las distintas poblaciones de linfocitos T, los niveles de células T CD4"
se mantienen estables durante el primer afio post-trasplante observandose un descenso
significativo a partir del afio y medio. Al contrario, la subpoblacion T CD8", aumenta
significativamente desde el primer afio post-trasplante. En la subpoblacion de linfocitos B
(CD19%), se observa un descenso a los 6 meses y una reconstitucion significativa al afio

post-trasplante. EI mismo patron se observa en la subpoblacion de células NK (CD3"
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CD16"CD56%), alcanzando los niveles basales al afio y medio y dos afios post-trasplante

(Tabla 7-Anexo I).
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Figura 8. Evolucién del nimero absoluto de células sanguineas en pacientes con ERT después de
trasplante renal. Se midié el nimero de leucocitos (A) y de linfocitos (B) antes del trasplante (0) y cada 6
meses después del trasplante. La linea roja horizontal representa la mediana y el rango intercuartilico. Se
muestra el rango de la poblacion sana, limite superior (linea rayada roja) y limite inferior (linea rayada
azul). Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medianas en los diferentes puntos de
control, obtenido en el test de Wilcoxon para muestras pareadas: ** (p<0,01) y *** (p<0,001). En el resto
de puntos de control no se observan diferencias significativas.

Se estudiaron varias subpoblaciones con funcion reguladora, aunque el trabajo se
centrd en la subpoblacién Treg CD4" (CD4"CD25""FOXP3") por ser el tipo celular mas
implicado en la inmunoregulacion del trasplante. En pacientes trasplantados se detecta un
descenso significativo a los 6 meses post-trasplante. Al cabo de un afio, el nimero de
células Tregs CD4" se recupera parcialmente, sin llegar a los niveles pre-trasplante y
transcurridos 18 meses después del trasplante, los niveles superan a los del momento
previo a trasplante siendo este aumento mas evidente a los 2 afios post-trasplante (Figura

9A).
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Figura 9. Evolucion del namero absoluto de células T reguladoras sanguineas en pacientes con
enfermedad renal terminal (ERT) después del trasplante. Se calculd el nimero de células Tregs CD4"
(A), CD8" (B) y células NKT (C) en sangre de pacientes con ERT antes del trasplante (0) y cada 6 meses
después del trasplante. La linea roja horizontal representa la mediana y el rango intercuartilico. Se muestra
el rango de la poblacién sana, limite superior (linea rayada roja) y limite inferior (linea rayada azul). Se
indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medianas en los diferentes puntos de control,
obtenido en el test de Wilcoxon para muestras pareadas: * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001). En el
resto de puntos de control no se observan diferencias significativas.
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Con respecto a otra subpoblacion con funcion supresora demostrada, los niveles
de células T CD8'CD28 aumentan significativamente a los seis meses, alcanzando su
nivel més elevado al afio de seguimiento, manteniéndose elevados durante todo el

seguimiento (Figura 9B).

Los valores absolutos de células NKT (CD3'CD16'CD56") se mantienen bajos a
los seis meses post-trasplante, aumentando de manera significativa al afio de seguimiento,

momento desde el cual descienden paulatinamente hasta los 2 afios (Figura 9C).

Se evalué la capacidad inhibidora de las células CD4*CD25"9" en cultivo mixto
de linfocitos. Las células CD4"CD25 (células T efectoras) fueron aisladas y clasificadas
mediante citometria de flujo-FACS-sorter (detallado en la seccién de material y métodos
y en la Tabla 5) y cultivadas con esplenocitos del donante, solas o junto a células
CD4*CD25" (células Tregs). Los resultados demostraron que las células CD4*CD25"%"
representadas en la Figura 9A fueron en todo momento, excepto a los 6 meses del
trasplante, supresoras de la capacidad proliferativa de las células CD4"CD25 del receptor
in vitro (Figura 10). Por lo tanto, las células CD4*CD25™%" caracterizadas en el presente
estudio como Tregs CD4", funcionan como células reguladoras in vitro.

Uno de los mecanismos responsables del desarrollo de rechazo del injerto que se
han propuesto, ha sido el desequilibrio entre el nimero de células T CD4" efectoras
(principalmente CD25) y células Tregs (CD4"CD25"%"). Se analizé el ratio de células T
efectoras/reguladoras durante el seguimiento y se observd un aumento significativo de

casi 10 veces a los 6 meses después del trasplante (Figura 11).
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Figura 10. Funcién supresora de las células Tregs CD4'CD25"" en cultivo mixto linfocitario
primario. Las células CD4"CD25" del huésped, como efectoras (E), fueron cultivadas por triplicado solas o
junto a células T CD4*CD25™" en un cultivo mixto con esplenocitos del donante (D) irradiados como
células estimuladoras, en ratios células T CD4'CD25/CD4'CD25"" de 1/0,625. Se representan los
resultados de las medianas y el percentil 75 del porcentaje de inhibicién de la proliferacion [calculado
como % supresion = 1 — (cpm cultivo Tregs+E+D/cpm cultivo E+D)] de la respuesta tras estimulacion con
células del donante ejercida por las células Tregs (células T CD4*CD25"®") a los 6, 12, 18 y 24 meses del
trasplante.

5.1.2. Comparacion de las subpoblaciones linfocitarias en pacientes

trasplantados en funcion de diversas situaciones clinicas.

Una vez analizada la dindmica de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en la
poblacion trasplantada completa de la serie prospectiva, la siguiente fase del estudio se
centrd6 en la posible influencia de diversos eventos clinicos sobre las diferentes

subpoblaciones linfocitarias y células Tregs.

En el registro del Servicio de Nefrologia se recogen todos los datos clinicos de los
pacientes a estudio. Se han considerado relevantes para el presente estudio: la presencia o
ausencia de NTA, de un trasplante previo y de un episodio de RA. Estos eventos se han

valorado debido a su potencial interés, ya que todos ellos tienen un componente
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inflamatorio, con la consecuente implicacion de las diferentes subpoblaciones celulares
del sistema inmunitario. Quiza alguna subpoblacién pueda servir como marcador de
prediccion de alguno de estos eventos clinicos, aunque debido al reducido nimero de

pacientes no se realizaron estudios de odd ni hazard ratio.
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Figura 11. Evolucion del ratio de células Tefectoras/Treguladoras en sangre de receptores de
trasplante renal en el estudio prospectivo de dos afios. Se consideraron como efectoras las células
CD4*CD25 y como reguladoras CD4*CD25"". Se representa la mediana y el rango intercuartilico (lineas
rojas). Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medianas en los diferentes puntos
de control, obtenido en el test de Wilcoxon para muestras pareadas: * (p<0,05) y *** (p<0,001).

5.1.2.1. Retrasplante.

Los pacientes trasplantados renales pueden sufrir un deterioro progresivo en la
funcidn del injerto causada por cambios cronicos de fibrosis intersticial y atrofia tubular

con la posterior pérdida del injerto y la necesidad de ser retrasplantados. El objetivo de
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este analisis ha sido evaluar el impacto de un trasplante previo y su pérdida, sobre las
celulas linfocitarias comparado con la poblacion de trasplantados renales que reciben un

primer trasplante renal.

En la Tabla 8-Anexo | se resumen los valores de las frecuencias relativas de las
subpoblaciones estudiadas. Desde el momento previo al trasplante hasta el afio de
seguimiento, se observa un mayor nimero de leucocitos en los pacientes que reciben un
primer trasplante en todos los puntos de control, los valores se igualan entre ambos
grupos a partir de los 18 meses post-trasplante. Como consecuencia de la leucopenia en
los pacientes retrasplantados, se observa menor numero de linfocitos, aunque sin
diferencias significativas. En las subpoblaciones de células T, CD4" y CD8", no se
observan diferencias durante el seguimiento (Tabla 9-Anexo I). Las poblaciones en las
que si se objetivan diferencias significativas son las células B (CD19") hasta el primer
afio de seguimiento y las células NK (CD3'CD16°CD56%), cuyo nimero absoluto es

superior en los pacientes con primer trasplante en ambas subpoblaciones (Tabla 9-Anexo

).

Aunque no existen diferencias significativas en la subpoblacién CD4" entre ambos
grupos antes del trasplante, se observa un mayor numero de células Tregs CD4" en los
pacientes que reciben un primer trasplante que se mantiene hasta el final del seguimiento
(Figura 12 y Tabla 9-Anexo I). No se observan diferencias significativas en las células

NKT (CD3"CD16°CD56") ni en las Tregs CD8" entre los 2 grupos.

5.1.2.2.- Necrosis tubular aguda.

El desarrollo de NTA post-trasplante conlleva un retraso en la funcién del injerto

en los dias posteriores al trasplante, que puede precisar dialisis un periodo variable de
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dias post-trasplante. La etiopatogenia de la NTA se atribuye a diversos factores
inespecificos, desde factores hemodinamicos, tubulares e inflamatorios, aunque no se

descarta la implicacion de células linfocitarias.

Linfocitos Tregs CD4*
{C D25hlghFDXP3+l I Primer trasplante
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Figura 12. Efecto de retrasplante en el nimero de células Tregs CD4" en sangre. Se compara el
nimero absoluto de linfocitos Tregs CD4* (CD25"®"FOXP3") entre pacientes con un primer trasplante
(barras de color blanco, n=27) frente a los que reciben un retrasplante (barras de color azul, n=12). Las
barras representan la media en ambos grupos y desviacién estandar. Se indica el grado de significacién
estadistica de la diferencia de medias en el momento previo al trasplante, en funcion de recibir un
retrasplante o no, obtenido por el test t no pareado con la correccion de Welch al observar diferencia de
varianzas: ns (p=0,054). En el resto de puntos de control no existe diferencia de varianzas por lo que
aplicando el test t de Student para diferencia de medias no se observa diferencias en ningn punto de control
posterior.

En la Tabla 10-Anexo | se resumen los valores de las frecuencias de las
subpoblaciones circulantes en sangre estudiadas. Al comparar las subpoblaciones antes
del trasplante se detecta que los pacientes que sufren NTA tienen menor numero de
leucocitos que los pacientes libres de patologia en sangre. Esta observacion se hace
extensible a las subpoblaciones de linfocitos T (CD3"), CD3"'CD4" y CD3'CD8" (Tabla
11-Anexo I). Un afio después del trasplante, ain se mantienen las diferencias en el

nimero de leucocitos, linfocitos, linfocitos T (CD3") y CD3"CD4" (Tabla 11-Anexo ).
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Al igual que la tendencia general en el nimero de leucocitos, en los pacientes que

desarrollan NTA se observa un descenso en el nimero de células T reguladoras (Figura

13).
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Figura 13. Efecto de la necrosis tubular aguda en el numero de células reguladoras en sangre. Se
compara el niimero absoluto de linfocitos Tregs CD4* (CD25""FOXP3") (A); linfocitos CD8" (CD28") (B)
y linfocitos NKT (CD3"CD16°CD56") entre pacientes que no desarrollan necrosis tubular aguda (NTA)
(barras de color blanco, n=32) frente a los que sufren un episodio de NTA (barras de color azul, n=7). Las
barras representan en ambos grupos la media y desviacién estandar. Se indica el grado de significacion
estadistica de la diferencia de medias en el momento previo al trasplante, en funcién de sufrir un episodio
de necrosis tubular aguda o no, obtenido por el test t Student con la correccion de Welch cuando se observa
diferencia de varianzas: ** P<0,01 y * p< 0,05. En el resto de puntos de control no existen diferencias

significativas.

65



Resultados

5.1.2.3. Rechazo agudo.

El rechazo agudo (RA), es un proceso que se presenta en pacientes trasplantados,
de caracter fundamentalmente inmunologico. Todos los casos de RA en este estudio se

dieron durante los primeros 6 meses post-trasplante.

En la Tabla 12-Anexo | se resumen los valores de las frecuencias relativas
sanguineas de las subpoblaciones estudiadas. No se observan diferencias significativas en
el nimero de leucocitos en ningln punto de control. Sin embargo, tras el diagnéstico de
RA a los 6 meses, se detecta un menor nimero de linfocitos, CD3*, CD4" y CD8". Los
valores medios de estas subpoblaciones se mantienen por debajo de los obtenidos en los
pacientes libres de RA durante el periodo de seguimiento. Las células B (CD19") y NK
(CD3'CD16'CD56") parecen no verse influenciadas por el hecho de sufrir un episodio de

RA ya que no se observan diferencias en ningan punto de control (Tabla 13-Anexo I).

En el momento previo al trasplante no se observa ninguna diferencia significativa
en ninguna subpoblacion con fenotipo supresor. A los 6 meses post-trasplante, se
observan diferencias en el nimero de Tregs CD4", aunque esta observacion puede ser
consecuencia de las diferencias observadas en los mismos puntos de control en la
subpoblacion general de CD4" (Tabla 13-Anexo ). El nimero absoluto de las
subpoblaciones de células reguladoras (CD4" y CD8") y NKT (CD3'CD16'CD56") es
superior en los pacientes libres de RA en todos los puntos de control posteriores al

trasplante (Figura 14-Resultados).
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Figura 14. Comparacidon de las distintas subpoblaciones de células Tregs en funcién de la presencia
de un episodio de rechazo agudo. Se midi6 el nimero de células Tregs CD4* (CD25"""FOXP3")(A),
CD8" (CD28)(B) y NKT (CD3"CD16"CD56") (C) en pacientes que sufren un episodio de rechazo agudo
(barras azules) y pacientes trasplantados libres de rechazo (barras blancas). Cada barra representa la media
y desviacion estandar en cada grupo. Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de
medias, aplicando la correccion de Welch cuando se observa diferencia de varianzas, en cada punto de
control entre los pacientes libres de rechazo (n=26) y los que presentaron un episodio de rechazo agudo
(n=12), obtenido en el test t de Student: * (p<0,05)

67



Resultados

5.1.3. Comparacion de las ubpoblaciones linfocitarias en pacientes

trasplantados renales segun la funcion del injerto.

Para evaluar la funcidon renal del paciente trasplantado, se ha utilizado la ecuacion

MDRD-4 (descrita en material y métodos) [213].

Ante la dificultad de establecer un punto de corte fiable para la FG con el objeto
de diferenciar mejor o peor funcion renal, hemos realizado correlaciones entre los niveles
de subpoblaciones linfocitarias y marcadores de funcion renal. Dentro de las
subpoblaciones linfocitarias generales, se observa una correlacion positiva entre el

nimero de células B (CD19") y la funcion renal (Figura 15A).

Asi como si se ha adscrito una funcion tolerogénica a las células Tregs, no esta
claro y existe un amplio debate acerca de su posible papel como biomarcador predictor de
la funcion renal en trasplante. En el estudio prospectivo a 2 afios no se observd ninguna
asociacion entre creatinina (Cr) sérica o filtrado glomerular y el nimero de células Tregs
CD4" aplicando el test de rangos de Spearman, realizado en cada punto de control. Sin
embargo, cuando analizamos la evoluciéon temporal a los dos afios aplicando un test
ANOVA de medidas repetidas, donde el nimero de células Tregs CD4" en cada
momento del estudio fue evaluado de acuerdo con el filtrado glomerular como variable
independiente, se encontrdé que la mejoria del filtrado glomerular se acompafié de un
aumento del numero de células Tregs en cada punto de analisis (Figura 16). Ademas
el nimero de células Tregs a los 2 afios de seguimiento fue significativamente mayor
(p=0,035) en el grupo de pacientes con mejor funcién renal (FG > 60mL/min/1,73m?).
La Unica subpoblacion con funcion reguladora asociada a funcion renal es la NKT
(CD3"CD16'CD56") en la que se ha observado una correlacion positiva a lo largo del

seguimiento (Figura 15B).
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Figura 15. Correlacion entre funcion del injerto renal y subpoblaciones celulares. Se estudié la asociacidn entre la creatinina (Cr) en suero como parametro de funcién
renal y el nimero de células B (CD19": A) asi como la frecuencia relativa de células NKT (CD3"CD16°CD56": B) en cada uno de los puntos de seguimiento, pre-trasplante
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Figura 16. Asociacion entre el ndmero de células Tregs CD4*CD25""FOXP3* vy la filtracion
glomerular estimada (eGFR) durante el seguimiento de los pacientes. Se observo una significacion
estadistica (p=0,035) entre el aumento en el nimero de células Tregs desde el trasplante y la eGFR a los 2
afios de seguimiento, calculado en un modelo lineal general.

5.1.4. Comparacién de las subpoblaciones linfocitarias en pacientes

trasplantados renales segun el régimen inmunosupresor.

El abordaje terapéutico del paciente trasplantado es variado y complejo. El
clinico debe tener en cuenta diversos aspectos previos al trasplante, como tipo de
donante y condiciones previas del receptor (primer trasplante, nivel de sensibilizacién
del paciente, histocompatibilidad, entre otras). En funcion de estas variables se establece
un tratamiento inmunosupresor peri-trasplante (denominada terapia de induccion) vy,
posteriormente, valorando factores importantes como funcidon del injerto, nefrotoxicidad
se decide y/o modifica el tratamiento posterior (tratamiento de mantenimiento). Debido
a la influencia que los diferentes regimenes inmunosupresores pueden tener sobre las
diferentes subpoblaciones con funcion reguladora, se decidio estudiar por separado el

papel de la terapia de induccion y de mantenimiento.
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5.1.4.1. Tratamiento de induccion:

Dependiendo del riesgo inmunolégico, los pacientes recibieron o no terapia de
induccion, en el presente estudio, se aplicaron dos terapias distintas de induccion, una
con timoglobulina (TG) y la otra con anti-CD25. Un 5,13% de los pacientes recibio TG,
un 28,2 % anti-CD25 vy el 66,67% restante no fue tratado con terapia de inducciéon. La
Tabla 14-Anexo | resume las caracteristicas demograficas, clinicas e inmunolégicas de

cada grupo de pacientes.

La edad del donante y del receptor fue mayor en los pacientes que recibieron
tratamiento de induccion al considerarse de mayor riesgo. No se han podido realizar
contrastes estadisticos a largo plazo de los pacientes tratados con TG debido a su escaso
namero, por lo que se decidié comparar los pacientes que recibieron anti-CD25 y los
trasplantados sin terapia de induccion (Tablas 15 y 16-Anexo ). Al evaluar el impacto
del tratamiento de induccién con anti-CD25 sobre las poblaciones linfocitarias
caracterizadas con este marcador, entre ellas, las células Tregs CD4". A los seis meses
post-trasplante, de forma contraria a lo observado en los pacientes sin tratamiento de
induccion, se observd un aumento en los niveles de células Tregs CD4"
(CD4'CD25'FOXP3") (Figura 17). Sin embargo, al afio del trasplante los pacientes sin
induccion recuperan los niveles de Tregs, mientras que los pacientes tratados con anti-

CD25 no recuperan los niveles de Tregs pre-trasplante hasta los 18 meses.
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Figura 17. Impacto del tratamiento de induccion en la poblacion de células Tregs CD4". Se midieron
los niveles de células Tregs CD4" (CD25""FOXP3") entre pacientes trasplantados renales tratados con
terapia de induccién con anti-CD25 (barras rojas, n=11) y sin terapia de induccidn (barras negras, n=26).
Las barras representan la mediana de los valores de células Tregs CD4" en cada punto de control y el
rango intercuartilico. Se indica el grado de significacién estadistica de la diferencia de las medianas entre
ambos grupos, obtenido en el test de Wilcoxon. * (P<0,05); en el resto de puntos de control la p no es
significativa.

5.1.4.2. Efecto del tratamiento de mantenimiento sobre las

subpoblaciones linfocitarias

Para evaluar el efecto de los farmacos utilizados en la terapia de mantenimiento
en pacientes con trasplante renal, los pacientes se dividen habitualmente en funcion de
las dianas moleculares de su tratamiento: los inhibidores de la calcineurina (CNI),
ciclosporina y tacrolimus, frente a los inhibidores de mTOR (imTOR), Rapa y
everolimus. Dichas dianas, al encontrarse en diferentes puntos en la cascada de
activacion linfocitaria, podrian tener diferentes efectos sobre las subpoblaciones

circulantes (Figura 18).

72



Resultados

Célula —
Presentadora de P
Antigenos o N,

Ay j CO40L 7o \
-~ L
|COrs5g Ly \ -

r | - cozs
o Lz -CDS20L2RY
Rapa t
/ (/' ‘ D122 {IL- 2R
M AR clrgsas

| Everolimus
Calci me urina

< ?TDH

CsA

MMF

r FEITE

CélulaT

Figura 18. Esquema de los diferentes farmacos inmunosupresores y sus dianas en las diferentes vias
de sefalizacién tras activacion de la alorespuesta inmunitaria. Cuando se realiza una presentacién
efectiva del aloantigeno se activan varias cascadas intracelulares, entre ellas la de la calcineurina, diana de
la ciclosporina (CsA) y tacrolimus (Tac). Estas cascadas desembocan en la sintesis de moléculas
coestimuladoras, interleucinas y subunidades proteicas de receptores de interleucinas. La interleucina 2
producida puede tener un efecto autocrino y tras unirse a su receptor de alta afinidad, activa la via de
mTOR, diana de la rapamicina, que estimula la entrada en ciclo celular y la consiguiente proliferacion
celular.

Una limitacién de este andlisis fue el bajo niUmero de pacientes con imTOR en
todos los puntos de control (tres pacientes al afio, afio y medio y dos afos post-
trasplante), por lo que al analizar los numeros absolutos de las subpoblaciones
linfocitarias, no se encuentran diferencias significativas entre los pacientes tratados con

CNI y Rapa en cada punto de control (Tabla 17-Anexo ).
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Analizamos separadamente los 3 pacientes que fueron tratados con RAPA desde
el primer afio de seguimiento y no observamos diferencias en el nimero de células
Tregs CD4" (Figura 19). Sin embargo, observamos que la mediana de las células NKT

en los tratados con Rapa era mas elevada que los tratados con CNI (Figura 20).
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Figura 19. Efecto de la terapia de mantenimiento sobre las células Tregs CD4"
(CD4*CD25""FOXP3") en pacientes trasplantados renales. Se compararon los niveles absolutos de
células Tregs CD4" a partir del afio post-trasplante en pacientes tratados con triple terapia, esteroides,
mofetil micofenolato y tacrolimus (n=30, linea negra) y pacientes tratados con Rapa (n=3, linea roja)
durante el Gltimo afio de seguimiento. Los cuadrados negros (triple terapia) y tridngulos rojos (Rapa)
indican la mediana en cada grupo y punto de control, ademas se refleja el rango intercuartilico en el grupo
de pacientes bajo triple terapia. No se observaron diferencias significativas entre las medianas de ambos
grupos, aplicando el test U de Mann-Whitney.

5.1.4.2.1.-Efecto del tratamiento de mantenimiento sobre las
subpoblaciones linfocitarias con fenotipo regulador. Influencia de la carga

inmunosupresora.

Al observar que ciertas poblaciones reguladoras se vieron afectadas por los
diferentes tratamientos, se decidié profundizar en el estudio de la inmunosupresién
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mayoritaria utilizada en la cohorte prospectiva (tacrolimus) y se valord el efecto que
podria causar la carga de inmunosupresion sobre la funcidn supresora de las células

Tregs.
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Figura 20. Efecto de la terapia de mantenimiento sobre las células NKT (CD3*CD16°CD56"%) en
pacientes trasplantados renales. Se compararon los niveles absolutos de células NKT a partir del afio
post-trasplante en pacientes tratados con triple terapia, esteroides, mofetil micofenolato y tacrolimus
(n=30, linea negra) y pacientes tratados con Rapa (n=3, linea roja) durante el Gltimo afio de seguimiento.
Los cuadrados negros (CNI) y triangulos rojos (Rapa) indican la mediana en cada grupo y punto de
control, ademas se refleja el rango intercuartilico en el grupo de pacientes bajo triple terapia. Se muestra
el grado de significacion estadistica de la diferencia de las medianas entre ambos grupos, obtenido en el
test U de Mann-Whitney: * (p<0,05).

Para ello, se establecieron tres grupos en funcién de la carga de Tac en cada uno
de los puntos de control. Para efectuar los distintos grupos, se tomo como referencia las
frecuencias de distribucion en cada punto de control dado que a medida que avanza el
seguimiento, se reduce la carga de Tac. Los puntos de corte en cada punto de control se

reflejan en la Figura 21.

75



Resultados

A T=6 meses T=12 meses

2+ 2+

o

T=24 meses

— 54 —

Frecuencia
=]
]
[y
[+ o]
=
L4
&

T f 0 T T T T T T
10 1 14 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

Niveles de Tac (ng/mL) >

o=
-
@

Figura 21. Distribucion de los niveles de Tacrolimus (Tac) en los diferentes puntos de control
estudiados. Se establecieron diferentes valores de referencia de los niveles de Tac en los diferentes
puntos de control, basandose en la frecuencia de distribucion en cada punto. Se defini6 en cada punto de
control tres estados, uno de baja carga de Tac (sombreado en color azul), carga intermedia (sin color) y de
elevada carga de Tac (sombreado de color rojo). Los limites inferiores fueron 6 ng/mL a los 6 y 12 meses
y 5 ng/mL a los 18 y 24 meses. Los limites superiores fueron 12 ng/mL a los 6 y 12 meses, 10 ng/mL a
los 18 meses y 9 ng/mL a los 24 meses.

Los pacientes con niveles elevados de Tac presentan menor numero de células
Tregs CD4" a los seis meses de seguimiento (p=0,0428) con respecto al grupo de
pacientes con niveles bajos de Tac. De la misma manera, la diferencia entre ambos

grupos, a los 18 meses incluso se hace mas patente (p=0,0065). A los dos afios de
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seguimiento parece que los niveles de células reguladoras se mantienen sin cambios

entre ambos grupos (Figura 22).
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Meses post-trasplante

Figura 22. Impacto de los niveles de Tac en los niveles de células T CD4" reguladoras de pacientes
trasplantados renales. Se establecieron tres grupos de pacientes en funcién de la carga de Tacrolimus
(Tac) (véase la figura 20), con niveles bajos de Tac (linea azul, n en cada punto de control: 8, 6, 8 y 4),
niveles intermedios (linea negra, n en cada punto de control: 19, 24, 20 y 22) y niveles elevados de Tac
(linea roja, n en cada punto de control: 7, 5, 4 y 4) y se comparé el seguimiento de las células T CD4"
reguladoras entre los grupos hasta los 2 afios. Se indica el grado de significacion estadistica de la
diferencia de medias entre los grupos en funcion de los niveles de Tac en cada punto de control, obtenido
en el test t de Student: * (p<0,05) y ** (p<0,01).

Confirmado el efecto deletéreo de los niveles sanguineos elevados de Tac sobre
las células Tregs, a continuacién se estudio el impacto que podrian tener los CNI sobre
la funcion supresora de las células Tregs CD4", mediante cultivo mixto linfocitario
(descrito en material y métodos). Al estimular células efectoras del receptor con
esplenocitos especificos del donante, se observé una proliferacion controlada por las

células Tregs CD4" del receptor. Interesantemente se comprobd una correlacion
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negativa entre los niveles de Tac y la funcion reguladora de las células Tregs CD4" en

todos los puntos de control (Figura 23).

En resumen, los niveles elevados de Tac no sélo tienen un efecto deletéreo en el
numero de células Tregs sino que, mas importante aun, afectan a su funcion reguladora

in vitro (Figura 23).
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Figura 23. Impacto de los niveles de Tacrolimus sobre la funcion de las células Tregs CD4". La funcion de las células Tregs CD4" se test6 en cultivos mixtos
linfocitarios, y se expreso en porcentaje de inhibicion de la proliferacion de células T CD4" efectoras (Material y métodos). Se indica el grado de significacion estadistica de la
correlacion entre los niveles de Tac y el porcentaje de inhibicién en cada punto de control, obtenido en el test de correlacion de Spearman: * (p<0,05).
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5.2. BLOQUE II: Estudio Retrospectivo

Dado que el estudio prospectivo recluté a un nudmero reducido de pacientes
tratados con imTOR (Rapa o Evelolimus), se optd por hacer una comparacion de
manera retrospectiva en trasplantados renales historicos (con mas de un afio de

seguimiento) con diferente tratamiento de mantenimiento.

Se utilizaron dos grupos control para el analisis fenotipico: un grupo consistié en
20 donantes sanos (D) y el otro grupo consistio en 25 pacientes con enfermedad renal
terminal (ERT) en el momento del trasplante. Las muestras de sangre de estos dos
grupos fueron recogidas durante los afios 2004 y 2005. El grupo de ERT fue escogido
como grupo control de enfermedad renal dado que ellos no recibieron inmunosupresion

previa.

La Tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas, demograficas e inmunolégicas de
los pacientes tratados con Rapa y CNI asi como las de los pacientes con ERT y D. Los
pacientes con trasplante renal funcionante tratados con CNI fueron emparejados con
pacientes tratados con Rapa con el mismo periodo de evolucion del trasplante. No se
encontré ninguna diferencia significativa en ningun factor de alosensibilizacion entre
ambos grupos. Por lo tanto, se considera que ambos eran similares en términos de
factores de riesgo inmunoldgico. En el grupo de pacientes tratados con Rapa, hubo una
mayor frecuencia de etiologia glomerular como causa del fallo renal comparado con el
grupo tratado con CNI, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
Ninguno de los pacientes trasplantados renales tratados con Rapa sufrié una recaida de

la glomerulonefritis primaria.
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5.2.1. Frecuencia y caracterizacién de las células reguladoras en receptores

de aloinjerto renal: diferencia entre los pacientes tratados con RAPA y CNI.

La mediana del porcentaje de células T CD4'CD25" fue significativamente
inferior en el grupo de pacientes que recibieron CNI cuando se compar6 con el grupo de
pacientes que recibieron Rapa en el momento del estudio (Figura 24). Ademaés, cuando
se consideré la frecuencia de las células CD4*CD25"" entre el total de PBMCs, el
descenso de estas células en el grupo CNI comparado con el grupo Rapa fue también
significativo (Figura 24). Cuando se observaron los resultados de los grupos control, los
sujetos de los grupos D y ERT, mostraron porcentajes de células T CD4"CD25" y

CD4*CD25"%" equivalentes al grupo Rapa (Figura 24).

Ademas, analizamos la expresion de las moléculas HLA-DR y CD38 sobre las
células T CD4'CD25" para descartar la posibilidad de que estas células fuesen células T
CD4" efectoras recientemente activadas. Se observd una ausencia de expresion tanto de
HLA-DR como de CD38 sobre las células T CD4'CD25" en los dos grupos de
receptores de trasplante renal estudiado. Los porcentajes de células T CD4"CD25" que
expresan GITR en el grupo CNI fue mayor que en el grupo Rapa, aungue no se
observaron diferencias significativas. Los grupos D y ERT también mostraron

frecuencias mas bajas, aunque no significativas, que el grupo CNI (Tabla 18).

La naturaleza reguladora de las células T CD4*CD25"" esta apoyada por la
expresion de FOXP3. Todas las células CD4*CD25"" de ambos grupos de pacientes
trasplantados renales expresaron FOXP3, a diferencia de las células CD4'CD25 o
CD4"CD25™" que expresaron menos de un 20% de FOXP3. Ademas no se observé
ninguna diferencia cuantitativa en la expresion de FOXP3 en ambos grupos, medida
como la media de intensidad de fluorescencia (Figura 25). Algunos estudios han
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encontrado que la expresion de FOXP3 en las células T CD8" poseian caracteristicas

supresoras. Sin embargo, ambos grupos de pacientes trasplantados renales no mostraron

expresion de FOXP3 en células T CD8".
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Figura 24. (A) Cuantificacion de células Tregs CD4" en sangre de pacientes trasplantados renales. Se
compararon las frecuencias relativas en sangre de las células T CD4*CD25" y de las CD4*CD25"9" en pacientes con
trasplante renal que recibieron como terapia de mantenimiento RAPA durante al menos un afio previo al andlisis
frente a los que recibieron CNI. Los donantes sanos (D) y los pacientes con enfermedad renal terminal (ERT) se
utilizaron como controles. Se muestra la mediana y los percentiles 3, 25, 75 y 97. Las diferencias estadisticamente
significativas en células T CD4*CD25" fueron: pacientes tratados con CNI y RAPA (P=0,002), D (P=0,001) y ERT
(P=0,018). Las diferencias estadisticamente significativas en células T CD4*CD25"9" fueron: pacientes tratados con
CNIy RAPA (P<0,001), DS (P<0,001) y ERT (P=0,001). (B) Comparacion de las frecuencias relativas sanguineas de
células T CD4*CD25" y de células T CD4*CD25"" en los pacientes tratados con CNI y los distintos grupos de
pacientes tratados con RAPA. El primer grupo de pacientes tratado con RAPA desde el trasplante a los cuales no se
les administré nunca CNI (Libre CNI, n=5), un segundo grupo tratado con CNI y RAPA desde el trasplante y a los
que se les retird el CNI (Retirada CNI, n=11) y un tercer subgrupo tratado con CNI desde el trasplante pero
posteriormente fue sustituido por RAPA (Conversion CNI, n=16). Las diferencias estadisticamente significativas en
la frecuencia relativa de células T CD4"CD25" fueron: entre los grupos tratados con CNI y libres de CNI (P=0,011),
retirada de CNI (P=0,059) y conversion de CNI (P=0,003). Las diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia relativa de células T CD4"CD25"" fueron: entre los grupos tratados con CNI y libres CNI (P<0,001),
retirada de CNI (P=0,007) y conversién de CNI (P<0,001).
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Tabla 18. Comparacion de la frecuencia de células T CD4"CD25'GITR" en sangre entre pacientes
con trasplante renal que reciben inhibidores de la calcineurina (CNI) y tratados con Rapa.

%CD4'CD25"GITR"  Valor de P

Inhibidores de la calcineurina 3,72 (0,47-15,05)

Rapamicina 1,52 (0,23-58,47) ns
- Libres de CNI 1,66 (0,67-12,69) ns
- Retirada de CNI 1,37 (0,18-15,56) 0,03
- Conversion de CNI 1,88 (0,25-99,41) ns
Enfermedad renal terminal 2,45 (0,38-9,25) ns
Donantes sanos 1,07 (0,30-1,92) 0,01

Se representa la mediana y 5% y 95% percentiles (en paréntesis)

El grupo de Rapa se dividid en tres subgrupos adicionales: un primer subgrupo tratado con Rapa desde el
tiempo del trasplante y que nunca ha recibido CNI (Libres de CNI), un segundo subgrupo tratado con
Rapa y CNI desde el trasplante en el que se retira los CNI (Retirada de CNI) y un tercer subgrupo tratado
con CNI desde el tiempo del trasplante y que posteriormente se sustituy6 por Rapa (Conversion de CNI).
Se indican las diferencias significativas entre los grupos tratados con CNI y los diferentes subgrupos
tratados con Rapa calculadas mediante el test U de Mann-Whitney.

Ademas, no se encuentran diferencias significativas en las frecuencias de células
T CD8'CD28’, los cuales son consideradas como otra subpoblacion de células

reguladoras [216-217], entre los dos grupos de pacientes tratados tanto con Rapa y con

CNI (mediana [percentiles 5%-95%]): 50,29 [11,24-74,50] y 60,82 [18,97-79,43].
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Figura 25. La expresion de FOXP3 en las células T CD4°CD25" reguladoras, medida en intensidad
media de fluorescencia mediante citometria de flujo, fue similar en ambos grupos de receptores de
trasplante renal tratados con Rapa y con CNI. La expresion de FOXP3 en las células CD4"CD25" (barras
de color gris) fue ocho veces mas elevada (P<0,001) que en las células T reguladoras CD4"CD25 (barras
de color blanco).
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Para establecer si el efecto observado en los receptores de trasplante renal
tratados con Rapa estaba sesgado por una terapia inicial post-trasplante con CNI y un
cambio posterior a Rapa, dividimos el grupo descrito como Rapa en tres subgrupos
adicionales, libre de CNI, retirada de CNI y conversion de CNI. Las frecuencias de
células T CD3*CD4*CD25" y CD3"CD4"'CD25"%" fueron significativamente superiores
en los tres subgrupos de Rapa comparado con el grupo CNI (Figura 24B). Cuando
comparamos las frecuencias de CD3*CD4*CD25" y CD3*CD4*CD25"" entre los tres
subgrupos Rapa, no se observé ninguna diferencia. Se observaron resultados
equivalentes para la expresion de GITR (Tabla 18). Por lo tanto, la terapia inicial con

CNI no parece alterar el efecto encontrado en el grupo total Rapa.

5.2.2. Funcidon reguladora de las células T CD4" en reaccion mixta

linfocitaria.

Debido a que todos los marcadores de superficie que definen la subpoblacion de
células reguladoras en humanos, incluyendo FOXP3, también pueden ser observados en
células T activadas, se quiso evaluar la capacidad natural de las células Tregs
CD4*CD25"%" mediante estudios funcionales in vitro. Para este propésito, analizamos el
efecto de células T CD4*CD25"" seleccionadas mediante FACS sorting en cultivos
primarios linfocitarios entre células T CD4"CD25 seleccionadas mediante FACS como
células respondedoras y esplenocitos del donante como células estimuladoras. Como se
muestra en la Figura 26, la adicion de células T CD4*CD25"%" del receptor al cultivo
mixto resulté en una inhibicion de la proliferacion de un 25-44% de las células T

CD4CD25 a un ratio 1/0.625 (CD4*CD25/CD4*CD25"").
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Figura 26. Funcién reguladora de las células CD4*CD25™%" en cultivo mixto linfocitario. Se cultivaron
células del huésped efectoras CD4"'CD25 solas o junto a células T reguladoras CD4'CD25™%" en
presencia de esplenocitos del donante (DSC) como fuente de aloantigenos.

5.2.3. Relacion entre las frecuencias de células T reguladoras en pacientes

tratados con CNI 'y RAPA y funcion renal.

Con el objeto de establecer un beneficio potencial en la conservacion de los
nameros de células reguladoras en sangre en pacientes tratados con Rapa en términos de
funcién renal, analizamos el AFG (véase material y métodos) en la poblacién a estudio
de acuerdo con su tipo de inmunosupresion (Tabla 19). La AFG aumenta
significativamente en el grupo de pacientes libres de CNI y en el grupo retirada de CNI

comparado con el grupo CNI desde el momento del trasplante (Tabla 19).

El AFG mostré una correlacion muy pobre con las frecuencias de células T
reguladoras en los grupos RAPA o CNI y nunca se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas (coeficientes de correlacion de Spearman entre el
porcentaje de células CD3"'CD4*CD25"%" y AFG: 0,103 en el grupo RAPA vs 0,053 en

el grupo CNI). Entonces, parece que el mantenimiento del nimero de células Tregs no
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estd acompafiado por una mejor funcién renal a largo plazo, aunque el tamafio muestral

fue demasiado pequefio para proporcionar resultados significativos.

Tabla 20. Funcion renal en los pacientes estudiados de acuerdo a su régimen inmunosupresor

Régimen inmunosupresor  FG en el primer mes FG actual AFG Valor de p
(meses de seguimiento) post-trasplante (mL/min/1,73m%  (mL/min/1,73m?
(mL/min/1,73m?) por mes)
CNI (47£21) 51 (10,2-85,3) 45,6 (14,5-62) -0,13 (-0,74 a2 0,33)
Grupo Rapamicina
- Libre de CNI (23,745,9) 29,5 (16,7-42,3) 56,8 (15,8-94,6) 0,91 (-0,05 a 2,14) 0,004
- Retirada de CNI (63+22)* 46,5 (11,8-65) 56,1 (12,6-87,1) 0,22 (-0,12 a 0,60) 0,003
- Conversion de CNI (65+25)° 47,13 (15,3-65,2) 47,8 (13,1-73) 0,05 (-0,3 2 0,57) NS

Se utilizo la ecuacién simplificada MDRD para estimar la Filtracion glomerular. Los datos se expresan
como mediaxdesviacion estandar o mediana (percentiles 5% y 95%).

AFG=(FG actual-FG en el primer mes post-trasplante)/meses de seguimiento

®Meses desde la retirada de CNI: 44+25. Estos pacientes empezaron con CNI y Rapa, posteriormente se
retird el tratamiento de CNI continuando Gnicamente con Rapa.

®meses desde la conversién: 26+15. Estos pacientes comenzaron con tratamiento basado en CNI sin Rapa
y posteriormente se convirtieron a una terapia exclusiva con Rapa.

CNI, inhibidores de la calcineurina; Rapa, rapamicina.
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6. DISCUSION

En los Gltimos afios se han publicado muchas evidencias a favor del efecto de las
células Tregs en la induccion de alotolerancia [218-221]. Sin embargo, la gran mayoria
proceden de modelos animales murinos o de estudios clinicos retrospectivos con
cohortes bien definidas [222]. El estudio prospectivo de este trabajo es uno de los
primeros en el que se evalla, de forma seriada, los cambios de las diferentes
subpoblaciones de células Tregs en sangre de pacientes trasplantados renales desde el

momento previo al trasplante hasta los dos primeros afios de seguimiento.

Las células Tregs han sido materia de especial atencion en los mecanismos de
tolerancia al injerto [72]. Desde sus primeras descripciones, los marcadores de
superficie celular que ayudan a definir estas células se han revisado continuamente
[223]. En el presente estudio, hemos utilizado la mayoria de los marcadores mejor
establecidos desde el comienzo del trabajo, tales como CD4, CD25, GITR, CD62L,
CD45RA", para los experimentos de caracterizacion inmunofenotipica asi como de
clasificacion y aislamiento para cultivo [223]. Ademas, estudiamos la expresion del
factor de transcripcion FOXP3 que se ha considerado el gen mas importante en la
caracterizacion de las células Tregs naturales. Independientemente del marcador
utilizado para clasificar a las células Tregs, la prueba definitiva de su capacidad
reguladora debe ser ratificada en cultivos in vitro. En este trabajo hemos definido
fenotipicamente a las células Tregs como CD4*CD25""FOXP3*, y se ha confirmando

la capacidad supresora de las células Tregs CD4" in vitro.

En el momento del trasplante, los receptores del injerto renal presentaron
nameros similares de células Tregs circulantes que los donantes sanos, excepto aquellos

receptores de un retrasplante que presentaban niveles inferiores (Figura 12).
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Posteriormente las diferencias entre pacientes retrasplantados y con primer trasplante
desaparecieron. Esta observacion se puede explicar por la alorespuesta inducida por un
trasplante previo que probablemente favorezca la induccién de células Tyl7 y un
descenso en células Tregs [224]. Esta hipdtesis se mantiene por nuestras observaciones
de menor nimero de células Tregs en aquellos pacientes que sufren un rechazo agudo.
Como se ha descrito anteriormente por Veronese y colaboradores [225], las células
FOXP3", la mayoria CD4", infiltran el injerto durante un episodio de rechazo agudo
celular, siendo preferencialmente localizadas en los tubulos. Tal infiltracion apunta a su
papel potencial inmunoregulador contra una alorespuesta en curso frente al injerto. El
descenso de Tregs observado en los receptores que rechazan comparado con los
trasplantados libres de rechazo a partir del sexto mes post-trasplante puede ser explicada
por una extravasacion de las células Tregs desde los vasos sanguineos hasta el injerto.
Dicha infiltracion puede durar hasta el segundo afio de seguimiento ya que se observan
diferencias entre ambos grupos de trasplantados renales hasta en este punto de control.
Desafortunadamente no hemos podido tener acceso a las biopsias para analizar si existe
dicha infiltracion. Por otro lado, el descenso observado en el nimero de Treg a los 6
meses del trasplante puede ser secundario al desarrollo de rechazo subclinico de los
aloinjertos renales donde los infiltrados FOXP3" también aparecen. No obstante, esto
solo puede ser detectado en el caso de realizar biopsias de protocolo en los pacientes
trasplantados [226]. El marcador indirecto de esta infiltracién podria ser el descenso de
las células Tregs en sangre encontrado en nuestro estudio. Este descenso en células
Tregs se produce al tiempo que se detecta un aumento de células T efectoras
CD4'CD25 6 meses después del trasplante. No observamos diferencias en la capacidad
supresora de las células Tregs CD4*CD25"9" entre los pacientes que sufren un rechazo

y los pacientes libre de rechazo agudo, sugiriendo que la funcidn supresora de las
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células Tregs no estaba mermada en pacientes con episodios de rechazo en ningun
punto de control comparado con los pacientes sin rechazo. Recientemente se ha
publicado la presencia de la alorespuesta tanto por la via directa como indirecta en
receptores de trasplante renal de larga evolucion, aunque Unicamente la via directa

mediaba el dafio del injerto [227].

Otro factor independiente que puede ser responsable de la caida del nimero de
Tregs circulantes a los 6 meses post-trasplante es el farmaco el inmunosupresor usado.
La inmunosupresién farmacoldgica es un elemento esencial para alcanzar un cierto
grado de tolerancia al injerto. Actualmente, hay una tendencia a la reduccién a largo
plazo de la inmunosupresién para limitar sus complicaciones, principalmente nefropatia
cronica de injerto y morbilidad cardiovascular [228-230]. Ademas, ha comenzado una
tendencia al cambio en el uso de CNI hacia nuevos farmacos inmunosupresores, tales
como los inhibidores de mTOR (por ejemplo Rapa), a los que se ha atribuido cierta
capacidad tolerogénica, aunque mediante mecanismos aun desconocidos [231]. Un
mecanismo propuesto recientemente es la expansion de células T reguladoras con
efectos supresores en respuestas alo-inmunitarias [232, 233], aunque recientemente se
ha demostrado que Rapa induce una capacidad supresora a las células T CD4"
convencionales in vitro [234]. En linea con esto, el estudio retrospectivo muestra como
las células T con fenotipo y funcion reguladora estan disminuidas en sangre periférica
de pacientes que reciben inmunosupresion con CNI comparado con los pacientes que

reciben tratamiento con Rapa.

Salama y colaboradores publicaron la presencia de una poblacion de células T
CD25" capaces de disminuir la capacidad de respuesta frente a alo-antigenos del
donante de las células T efectoras en 23 receptores de trasplante renal [235]. Sin
embargo, el estudio no cuantificd el namero de células Tregs en los receptores de
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trasplante, ni identifico importantes diferencias fenotipicas en las células T CD25%,
excepto para CD132 e ICOS [235]. A raiz de la publicacion de este estudio, se han
caracterizado mejores marcadores fenotipicos de células T reguladoras, principalmente
FOXP3 [216, 236]. En el estudio objeto de este trabajo, los niveles de FOXP3 en las
células T CD4"CD25", medidos como la intensidad media de fluorescencia, fueron
similares en ambos grupos de pacientes, tratados con CNI y Rapa (Figura 25). Sin
embargo, la Figura 7 muestra claramente que la mayorfa de las células T CD4*CD25""
no expresan FOXP3 pero todas las células T CD4*CD25"" lo hacen, y el grupo tratado
con Rapa, tiene frecuencias mas altas de células Tregs circulantes que el grupo tratado
con CNI. Una implicacion de este hallazgo es que la definicion de las células T
reguladoras s6lo mediante marcaje positivo de CD25 no es un buen método. Aqui,
hemos realizado un analisis fenotipico en sangre incluyendo los marcadores
establecidos para células T reguladoras CD4"CD25". La poblacion celular que nosotros
definimos como Treg mediante citometria de flujo mostré ser supresora en cultivos
mixtos linfocitarios alogénicos. Una clara inhibicién de la expansion de las celulas T
CD4*CD25" respondedoras se detectd tras cocultivo con células Tregs CD4*CD25"%"
del huésped en cultivo mixto linfocitario alogénico con esplenocitos del donante (Figura
26). No se realiz6 marcaje intracelular de CTLA-4 porque se ha demostrado que su
expresion se suprime tras la exposicién con un imTOR, Evelolimus [237]. Se us6 GITR
como marcador de células T reguladoras aunque su expresion estd aumentada tras la
activacion de células T, y la sefial a través de él, se ha mostrado que revierte la actividad
supresora de las células Tregs [238]. De hecho, aunque las diferencias no son
significativas, los pacientes bajo terapia con CNI tendian a mostrar altos porcentajes de
células T CD4'CD25'GITR", que podria estar relacionado con un aumento de la

activacion celular en estos pacientes que no se mostré mediante otros marcadores de
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activacion, tales como HLA-DR o CD38. Ademas, el grupo de ERT, que normalmente
tiene un estado pro-inflamatorio, tuvo frecuencias mas elevadas de células T
CD4'CD25"GITR" que el grupo de donantes sanos (Tabla 18). En cualquier caso, algin
estado de activacion es necesario para la funcion de las células Tregs y nuestros datos

funcionales demuestran que las células T CD4*CD25"9" son realmente supresoras.

El grupo de pacientes con inmunosupresion prolongada con CNI mostro niveles
reducidos de células Tregs comparado con aquellos que reciben Rapa. Ademas, los
niveles en este grupo, fueron equivalentes a los encontrados en el grupo de donantes
sanos y en el grupo de receptores de aloinjerto renal de un primer donante cadaver en el
momento del trasplante (ERT sin inmunosupresion). Esto sugiere que Rapa no tuvo
efectos deletéreos sobre las células Tregs mientras que la terapia con CNI podria inducir
un descenso en esta poblacion celular. Baan y colaboradores encontraron que CNI
inhibio la funcion de FOXP3 en Tregs humanas asi como su funcién mientras que Rapa
no lo hizo [233]. Una posibilidad es que una pérdida de Tregs sucede despues del
trasplante y que Rapa induce una recuperacion de estas células, mientras que CNI no lo
hace. Se ha sugerido, sin embargo, que las células Tregs aparecen temprano después de
trasplante [235] y que los CNI podrian interferir con el establecimiento de células Tregs
alorreactivas. Los datos mostrados en la Figura 24B sugieren que el descenso de células
Tregs inducido por CNI, después del trasplante, puede ser recuperado mediante
tratamiento con Rapa en ausencia de CNI, aunque se necesitan estudios prospectivos
para confirmar esta hipotesis. Nuestro estudio prospectivo no lo puede validar dado el
bajo nimero de pacientes tratados con imTOR. Recientemente se ha publicado en un
modelo de tolerancia de trasplante cardiaco tras infusion de células Tregs aloantigeno
especificas y tratamiento con TG y Rapa, en el que se conseguia supervivencia

prolongada del injerto, pero con Tac 0 CSA no se conseguia, sugiriendo que la ruta de la

91



Discusion

calcineurina es necesaria para el desarrollo de Tregs [239]. Otros grupos han publicado
que las células T CD4°CD25" en la periferia, pero no en el timo, son resistentes a la
apoptosis acelerada inducida por Rapa [240]. Otra hipotesis tiene que ver con el
reclutamiento de las células Tregs en el injerto. Las células Tregs CD4'CD25" humano
expresan CCR4 y CCR8 y muestran respuestas quimiotacticas a sus ligandos [241]. EI
mecanismo subyacente del descenso en el nimero de células Tregs en la periferia en
presencia de CNI podria ser la alteracion en la expresion de quimiocinas y sus
receptores [242]. De acuerdo con esto, un trabajo en un modelo animal muestra que el
reclutamiento de células Tregs que expresan Foxp3 en el injerto de tejido cardiaco
depende del receptor de quimiocinas CCR4 [243]. Sin embargo no hay muchos datos
acerca del efecto inmunosupresor sobre quimiocinas y sus receptores y ninguno acerca

de su relacién con CCR4 y CCR8 y sus ligandos [244].

Bensinger y colaboradores han demostrado que IL-2 es necesario para la
supervivencia y proliferacion de las células Tregs in vitro [245]. Ademas, IL-2 es
esencial para el mantenimiento en la periferia de las células Tregs en modelos animales
[246, 247]. Se ha sugerido que la inmunosupresion que interfiere con la sefializacion de
IL-2, pero no con la produccion de IL-2, permite a las células Tregs CD4'CD25"
funcionar en pacientes trasplantados [237]. Los inhibidores de mTOR suprimen la ruta
de transduccion de sefial después de la unién de IL-2 a su receptor (Figura 18).
Entonces, la ausencia de efecto de Rapa en el nimero de Tregs, junto con funcion
normal de las células Tregs en pacientes tratados con el derivado de Rapa (Everolimus)
[237], sugiere que los imTOR tienen una ventaja en promover tolerancia inmunolégica
sobre los CNI. Ademas, el acido mofetil micofenolato (MMF), el cual actla en la ruta
de sefalizacion de IL-2, facilita la generacion de células reguladoras, como se demostrd

en diferentes modelos murinos de tolerancia a trasplante [248-249].
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Nuestros resultados podrian verse influidos por la coadministracién de otras
drogas inmunosupresoras, tales como esteroides 0 MMF. Se mostrd recientemente que
el MMF preserva la funcion de las células Tregs murinas, asi como su expansion y los
niveles de expresion de Foxp3 cuando se administrd tras trasplante de médula Osea
[250]. Asimismo, los esteroides indujeron la expresion de FOXP3 y Tregs en pacientes
con asma [251] y aument6 el nimero de células Tregs en sangre de pacientes con
miastenia gravis que presentaban nimeros reducidos cuando no fueron tratados [252].
Aunque nosotros no dirigimos el estudio sobre el efecto de estos inmunosupresores
solos, principalmente por la ausencia de pacientes en monoterapia, la distribucion de
pacientes que recibieron esteroides y MMF en los grupos de Rapa y CNI era similar por
lo que sugiere que no tienen influencia en los resultados que mostramos. Por otro lado,
se ha demostrado que las terapias de induccion con anticuerpos mono o policlonales
pueden influir en los porcentajes de células Tregs sanguineas. Asi, las terapias de
induccién con anti-CD52 o Timoglobulina puede aumentar dos veces la frecuencia de
Tregs dentro de los primeros 240 dias post-trasplante [253]. Con todo, ninguno de los
pacientes incluido en nuestro estudio retrospectivo recibié terapia de induccidén con
estos anticuerpos Y, por lo tanto, nuestros resultados no estan sesgados por el uso de

estos anticuerpos.

La funcion renal mejorada en los pacientes tratados con Rapa puede ser debido a
la retirada de los agentes CNI al cesar su accién vasoconstrictora [254]. Sin embargo,
cuando examinamos solamente los pacientes que reciben Rapa desde el primer dia post-
trasplante sin CNI, se observa la misma diferencia en la funcién renal. La frecuencia de
las células Tregs en pacientes tratados con Rapa casi no mostré asociacion con mejor
funcién renal medida como el incremento de filtracion glomerular. Esta tendencia no

fue estadisticamente significativa, probablemente debido al pequefio tamafio muestral.
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Ademas, es dificil aislar el efecto nefrotoxico de los CNI de la ausencia de sus efectos
tolerogenicos. Por lo tanto, el seguimiento a largo plazo de los receptores de trasplante
renal tratados con Rapa ha demostrado, no sélo que se conserva la filtracion glomerular
en comparacion con los tratados con CNI, sino que también se observa una mejora en la
funcién renal [255, 256]. Este efecto se hace incluso més relevante cuando el periodo de
seguimiento incrementa [231, 255-257]. Esto sugiere que, junto con la ausencia de
efectos vasculares, Rapa puede inducir una mejora de la funcion renal a traves de un
efecto tolerogénico. Sin embargo, se necesita precaucion a la hora de interpretar los
resultados presentados aqui, hasta que se establezca un papel para las Tregs en el

resultado del trasplante, con series mas largas y/o estudio randomizados.

Con todo se describe un efecto deletéreo de los CNI sobre el nimero de células
Tregs cuando se compara con la Rapa en receptores de trasplante renal estables de larga
evolucion. A este respecto, han surgido multitud de publicaciones mostrando una
capacidad de los inhibidores de mTOR de inducir y/o mantener las células Tregs en
modelos experimentales y en humanos [232-234, 258, 259]. Nuestros datos muestran
como los niveles de Tac correlacionan inversamente con la funcion supresora de las
células Tregs circulantes (Figura 23). Especialmente a los 6 meses después del
trasplante. Este efecto fue més evidente en el grupo de pacientes con rechazo que
recibieron dosis mas elevadas de Tac (datos no mostrados). Ademas, previamente, se ha
mostrado que en pacientes de trasplante hepatico con dosis terapéuticas elevadas tenian
menos Tregs circulantes que los pacientes con niveles de Tac por debajo de la ventana

terapéutica [260].

Aunque 9 pacientes tuvieron terapia de induccion con anti-CD25, no se observo
diferencia a los 6 meses en la capacidad supresora con respecto a los pacientes no
inducidos, esto podria ser explicado porque el anticuerpo anti-CD25 tiene una vida
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media de 14-16 dias. Esta observacion fue recientemente corroborada tras el anélisis de
pacientes tratados con anti-CD25 en los que se observd un descenso temporal de la
frecuencia relativa de células CD4"CD25" pero no en la frecuencia de CD4 Foxp3™,
ademas observaron que la funcion de las células Tregs no se vio afectada por el
tratamiento con anti-CD25 [261]. Cuando se administrd anti-CD25 junto a betalacept
(Ig-CTLA-4 que bloquea la sefial coestimuladora CD28-B7) también se observd un
descenso transitorio de células CD25", sin embargo no se observaron diferencias a largo

plazo [262].

Consideramos que la recuperacion en el nimero de células Tregs circulantes
después del primer afio post-trasplante puede servir como una herramienta para la
monitorizacion para decidir a comenzar protocolos de minimizacion de
inmunosupresion en los receptores de trasplante renal estable a largo plazo,
especialmente, en aquellos con mayores numeros de Tregs circulantes. Esto esta
apoyado por la asociacion de altos niveles de Tac y menor nimero de células Tregs
circulantes. A este respecto, un trabajo reciente apunta al posible papel del ratio de las
células T memoria y Tregs como herramienta para la monitorizacion de la
inmunosupresion [263]. Por lo tanto, la cuantificacion de las células Tregs sanguineas

podria ayudar a los clinicos a comenzar estos protocolos.

Finalmente, a pesar de ser consideradas como células tolerogénicas y estar
asociadas con mejores resultados del injerto y funcion renal en estudios previos [225,
226, 264], en el estudio prospectivo no se encuentra asociacion entre nimero de células
Tregs CD4" y funcion renal en ningln punto de control. Esta observacion esta de
acuerdo con otros estudios [265, 266]. Esto no es sorprendente dada la complejidad de

los mecanismos involucrados en el resultado del trasplante. Se necesitan mas estudios
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para determinar el efecto real del nimero de las células Tregs en el resultado del injerto

y del paciente.

En conclusion, aunque nuestros resultados estan basados en una cohorte
relativamente pequefia, éstos aportan la primera evidencia de la cinética en sangre de las
células Tregs durante 2 afios después del trasplante. Estas células descienden en los
primeros 6 meses post-trasplante y, posteriormente, aumenta progresivamente hasta los
niveles basales. Obviamente, se necesita validar estos resultados en estudios
multicéntricos con cohortes mas amplias, antes de establecer a las Tregs como

herramienta para reducir la inmunosupresion en trasplante renal.

Ademas se muestra que el tratamiento con CNI en receptores de trasplante renal
reduce el nimero de células T CD4"CD25"" sanguineas con fenotipo regulador cuando
se compara con la terapia con Rapa. Se necesitan estudios prospectivos con mayor
numero de pacientes para confirmar el impacto de esta reduccion en la funcion renal.
Nuestras observaciones sugieren que el uso de Rapa en vez de CNI puede permitir
alcanzar un verdadero estado de tolerancia al favorecer el establecimiento de las células
Tregs en el manejo a largo plazo de trasplante renal. Ademas, la deteccién de un
elevado nimero de células Tregs sanguineas podria ser utilizada como herramienta para

identificar aquellos pacientes candidatos a reducir la terapia inmunosupresora.

96



7. CONCLUSIONES






Conclusiones

7. CONCLUSIONES

1. El nimero absoluto de leucocitos sanguineos, pero no de linfocitos, se encuentra
disminuido durante los dos afos de seguimiento post-trasplante renal.

2. Las células Tregs (CD4*CD25"9"FOXP3") en sangre caen significativamente a
los seis meses del trasplante y se recuperan al afio, para seguir aumentando en el
segundo afio por encima de los valores pre-trasplante.

3. La capacidad supresora in vitro frente a antigenos del donante de las células con
fenotipo Treg (CD4'CD25""FOXP3*) esta inhibida a los seis meses del
trasplante pero posteriormente alcanza una efectividad del 30-50%.

4. Las cifras absolutas de linfocitos CD8"CD28" sanguineos estan aumentadas
respecto al momento pre-trasplante renal en todos los puntos de monitorizacion.
Las células con fenotipo NKT (CD3'CD16°CD56") no muestran cambios
significativos.

5. Los pacientes retrasplantados tienen una tendencia no significativa a mostrar
cifras mas bajas de células Tregs (CD4*CD25"9"FOXP3") que los que reciben
su primer injerto renal.

6. Los pacientes que sufren necrosis tubular aguda tienden a presentar menores
nlmeros absolutos de células Tregs (CD4*CD25"®"FOXP3*) y células
CD8'CD28 que los que no lo sufren, mientras que no se observan cambios en
las células NKT (CD3"CD16'CD56").

7. El desarrollo de un episodio de rechazo agudo en los primeros seis meses post-
trasplante renal induce una caida en todos los puntos de control post-trasplante
de los ntimeros de células Treg (CD4*CD25""FOXP3"), células CD8*CD28 " y

células NKT (CD3'CD16'CD56").
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8.

10.

11.

El tratamiento de induccién con anticuerpos anti-CD25 induce un aumento
significativo de las células Treg (CD4'CD25""FOXP3") a los 6 meses del
trasplante renal, que no se mantiene en puntos posteriores de control.

El tratamiento con Rapamicina induce cifras mas elevadas en sangre de células
Treg (CD4'CD25""FOXP3") que el tratamiento con inhibidores de la
calcineurina (Tacrolimus o Ciclosporina), sin afectar a la funcion reguladora in
vitro.

El tratamiento con Rapamicina es capaz de recuperar los niveles de células Treg
(CD4*CD25""FOXP3") circulantes que han caido con el tratamiento previo con
inhibidores de la calcineurina.

No se evidencid una asociacion significativamente estadistica entre las cifras de
células Treg (CD4'CD25""FOXP3") y la funcién renal en cada punto de
monitorizacién post-trasplante, pero si se observo que el aumento de las células
Treg (CD4'CD25""FOXP3") a los dos afios del trasplante fue mayor en

aquellos trasplantados con mejor funcion renal.
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Tabla 6. Frecuencias relativas de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados renales

Mediana (rango intercuartilico)

Meses post trasplante (n)

0 (n=38)

6 (n=36)

12 (n=38)

18 (n=34)

24 (n=35)

% Linfocitos

20,3 (16,8-26,8)%"

25,8 (20,0-31,9)

26,2 (19,8-32,1)

24,1 (20,0-30,9)

23,4 (19,2-29,3)

% CD3" 67,8 (61,5-75,2)) 72,9 (61,8-79,0)° 74,1 (62,3-79,9) 73,0 (64,4-80,3) 74,9 (62,2-82,4)
%CD3af 96,8 (94,6-98,2)%" 95,6 (92,1-97,0) 95,4 (92,9-97,3) 96,2 (93,2-97,5) 95,8 (93,3-97,5)
o %CD38y 3,12 (1,77-5,39)*" 3,75 (2,35-6,48) 4,34 (2,62-7,11) 3,74 (2,46-6,70) 3,99 (2,35-6,67)
Subpoblaciones % linfocitos T . s acdn
generales % CD3*CD4 42,4 (36,6-49,8) 38,9 (27,9-45,2) 37,0 (26,6-42,1) 36,9 (28,0-42,9) 36,5 (32,4-41,4)
% CD3*CD8" 18,9 (13,3-29,1)*" 28,8 (20,2-35,5) 31,7 (19,6-39,2) 31,3 (23,0-41,5) 30,5 (23,1-39,0)
Ratio CD4/CD8 1,98 (1,27-3,26)%"" 1,30 (0,84-2,06) 1,20 (0,79-1,66) 1,15 (0,73-1,77) 1,12 (0,84-1,58)
% linfocitos B % CD19" 6,19 (3,22-9,33)° 2,69 (1,75-6,42)'™ 5,11 (2,93-6,77)" 5,77 (3,43-8,63) 6,67 (3,44-11,28)
% NK % CD3'CD16'CD56" 12,6 (7,1-19,1) 9,8 (5,9-15,2) 13,5 (8,5-21,5) 12,2 (8,1-16,8) 14,1 (9,2-21,9)
% CD3'CD4'CD25™" 1,31 (0,69-2,47)" 0,60 (0,21-1,13)*'™ 1,12 (0,68-2,28)" 2,49 (1,15-3,96) 3,13 (2,69-4,41)
Tregs % CD3'CD8'CD28° 39,0 (22,3-59,3)"" 61,9 (33,4-68,6) 63,0 (44,9-79,0) 61,7 (40,9-72,6) 65,0 (45,4-76,3)
% CD3'CD16"CD56" 20,3 (7,4-36,5)" 27,6 (10,6-39,5) 33,5 (13,3-43,8) 25,0 (11,5-44,0) 18,1 (7,3-39,7)

#p<0,01 entre 0 — 6 meses % CD3,5y CD3*CD4*, CD3"CD8", CD19".

® p<0,01 entre 0 — 12 meses % CD3'CD16'CD56".

©p<0,01 entre 0 — 18 meses % CD3*, CD3"CD4".

9p<0,01 entre 0 — 24 meses % CD3"CD4*.

¢ p<0,01 entre 6 — 24 meses % CD3".

fp<0,01 entre 18 — 24 meses % CD3*CD4*CD25"",

9 p<0,001 entre 0 — 6 meses % Linfocitos, CD3a, ratio 4/8 y CD3*CD4*CD25"%",

" p<0,001 entre 0 — 12 meses % Linfocitos, CD3o,3, CD3y3, CD3*CD4", ratio 4/8, CD3"CD8"CD28".
' p<0,001 entre 0 — 18 meses % CD3"CD8", ratio 4/8, CD3*'CD8"CD28".

1 p<0,001 entre 0 — 24 meses % CD3*, CD3*CD8", ratio 4/8, CD3"CD4"'CD25"%", CD3"CD8*CD28".
kp<0,001 entre 6 — 12 meses % CD3*CD4*'CD25"".

' p<0,001 entre 6 — 18 meses % CD19*, CD3*CD4*CD25™",

™ p<0,001 entre 6 — 24 meses % CD19*, CD3*CD4"'CD25"?".

" p<0,001 entre 12 — 24 meses % CD19*, CD3*CD4*CD25"",
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Tabla 7: Frecuencias absolutas de las subpoblaciones linfocitarias generales en pacientes trasplantados renales

NUmero absoluto/mm?®

Meses post trasplante (n)

0 (n=38)

Mediana (rango intercuartilico)

6 (n=36)

12 (n=38)

18 (n=34)

24 (n=35)

Leucocitos 7200 (5950-9450)%%9"
Linfocitos 1550 (1137-2119)
Linfocitos T (CD3") 1020 (745-1296)
CD3op 1000 (706-1225)
CD3y8 28,5 (17,0-63,7)°

Linfocitos T CD4" 597 (457-924)

Linfocitos T CD8* 298 (203-467)"°
Linfocitos B (CD19%) 79,0 (41,7-158,7)

Linfocitos NK (CD3" 157 (103,7-281,5)

6050 (4800-7500)
1476 (993-2145)
1114 (681-1507)
1085 (631-1388)
41 (23,4-52,7)
551 (351-748)
388 (267-654)
39,5 (20,0-93,7)"™
121 (62,7-237,0)

6350 (5200-7225)
1692 (1143-2159)
1219 (833-1456)
1177 (804-1378)
49,5 (28,7-76,7)
597 (347-781)
516 (267-764)
87,5 (43,5-127)

234 (134,5-392,5)

6350 (5550-7525)
1565 (1068-2119)
1137 (732-1563)
1107 (585-1537)
41,7 (23,0-83,2)
510 (311-808)
556 (273-671)
78,5 (45,5-140,6)

158 (92,5-302,1)

6300 (5300-6700)
1534 (1112-1831)
1044 (752-1452)
1026 (683-1351)
43,6 (23,6-77,8)
490 (358-682)
447 (273-664)
100 (52,0-185,1)

204 (102-308)

CD16'CD56%)
CD3'CD4'CD25™" 8,18 (4,71-11,81)%%
CD3'CD8'CD28 100 (56,8-243)*""
CD3*CD16'CD56" 28,5 (10-54,2)

2,58 (0,99-6,48)%
221 (97-379)°
31,5 (15,5-48)

5,36 (2,99-11,9)"
297 (115-548)
51 (21,8-120)

12,9 (4,6-22,9)
302 (136-459)
39 (18-60,6)

17,03 (11,7-24,8)
291 (121-468)
28,9 (15,5-67)

#p<0,01 entre 0 — 6 meses n° de CD3"'CD8"CD28".

> p<0,01 entre 0 — 12 meses n° de CD3y3, CD3'CD8".

¢ p<0,01 entre 0 — 18 meses n° de leucocitos, CD3*CD8*, CD3"CD4'CD25™",
9p<0,01 entre 0 — 24 meses n° de leucocitos

¢ p<0,01 entre 6 — 12 meses n° de CD3"CD8*CD28".

fp<0,01 entre 6 — 18 meses n° de CD19".

9 p<0,001 entre 0 — 6 meses n° de leucocitos, CD3"'CD4"CD25™",

" p<0,001 entre 0 — 12 meses n° de leucocitos, CD3"CD8*CD28".

" p<0,001 entre 0 — 18 meses n° de CD3*CD8*CD28.

1 p<0,001 entre 0 — 24 meses n° de CD3"CD4*CD25™%", CD3*CD8*CD28".
Kp<0,001 entre 6 — 12 meses n® de CD3"CD4*CD25"%",

' p<0,001 entre 6 — 18 meses n° de CD3*CD4*CD25"%",

™p<0,001 entre 6 — 24 meses n° de CD19".

" p<0,001 entre 12 — 24 meses n° de CD3*CD4*CD25"%",
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Tabla 8: Frecuencia de subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados (Tx) y retrasplantados (ReTx)

Meses post-trasplante 0 6 12 18 24
Media (xDE) TX ReTx Tx ReTx Tx ReTx Tx ReTX Tx ReTx
(n) (27) (11) (24) 12) (27) (11) (24) (10) (24) (11)

% Linfocitos 20,1+6,6 23,37,0 25,9+7,9 27,5+11,7 27,1488 24,8+9,8 25,7+7,2 23,4496 24,4+6,7 25,2+10,5
% CD3* 65,8+10,8 69,9+13,1 67,3+13,4 73,1125 68,9+14,7 75,548,1 71,0£10,1 73,7+11,7 71,7+10,3 76,2+10,6

%CD3ap 96,4+2,5 94,8+3,4 95,2+3,1 91,4476 95,0+4,1 92,3+4,9 94,9456 93,155 95,3+4,2 92,357

% linfocitos T %CD38y 3,5+2,6 5,1%3,5 4,3+3,0 6,745,0 4,9+4,1 7,749 5,0£5,6 6,8%5,5 4,6+4,1 7,645,8

Subpoblaciones % CD3*CD4" 42,2495 434185 359+123  360£133  350:104  346:104  352¢110 362107  36,4£9,1 36,3:9,4
generales % CD3*CD8* 21,249,1 23,4498 27,5%11,2 30,58,3 30,6+14,6 34,1+10,1 31,6+14,5 35,9+12,0 30,8+12,8 34,5+9,9

Ratio CD4/CD8 2,5¢15 2,3%1,3 1,640,9 1,306 1,5¢1,1 1,105 1,511 1,240,6 1,5¢1,0 1,105

% linfocitos B % CD19* 7,243,7° 42435 5,0£3,4° 2,3+2,0 6,1+3,6° 3,6+1,8 7,1%#3,8 47439 8,1+4,4 5,5+4,2

% NK % CD3'CD16'CD56" 16,5+15,2 10,7+5,6 14,0£9,9° 8,1+4,9 16,5+8,8° 11,5+4,9 14,6+9,6 10,6+3,4 17,3£9,1° 11,3+3,4

% CD3°CD4°CD25™" 1,914 1,2+0,8 0,7+0,5 0,80,8 1,9+1,7 1,3+1,1 2,4%15 29+18 3,716 3,5+0,9
Tregs % CD3*CD8'CD28" 38,7+20,4 45,1+21,1 55,6+22,1 53,8+22,7 55,9+24,6 65,3+14,9 57,1+25,9 59,9+16,6 57,5+25,1 63,1+14,2
% CD3*CD16*CD56* 22,0£21,0 28,7421,4 26,2+18,8 27,9+16,3 31,6+23,9 35,5+17,0 25,1+20,5 36,1+18,8 22,2+20,0 29,9+20,8

DE: Desviacion Estandar

# p<0,05 en T=0 meses entre primer trasplante (Tx) y retrasplante (ReTx).
® p<0,05 en T=6 meses entre primer trasplante (Tx) y retrasplante (ReTx).
¢ p<0,05 en T=12 meses entre primer trasplante (Tx) y retrasplante (ReTx).
9 p<0,05 en T=24 meses entre primer trasplante (Tx) y retrasplante (ReTx).
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Tabla 9: Comparacién del nUmero absoluto de subpoblaciones linfocitarias generales en pacientes trasplantados renales (Tx) y retrasplantados (ReTx)

Meses post-trasplante 0 6 12 18 24
Media (xDE) Tx ReTx TX ReTx TX ReTx TX ReTX TX ReTx
(n) (7 (11) (24) (12) (27) (11) (24) (10) (24) (11)

Leucocitos 9111+3920° 61554913 6712+#2287° 5017+1734 6744+1788" 5445+1542 6554+1789 6160+1378 6508+1812 5736+904
Linfocitos 1784+821  1420+450  1734+780 1286579 1794+617 1432776  1674x619 1433677 1545490 1433+599
CD3* 1167+591 967+281 1185+564 928+429 1236497 1094+618  1191+459  1066+562  1102+356  1084+466
CD3ap 1129+587 9154261 11344550 861+427 1181+488 1024+604  1137+458  1004+553  1055+354  1006+451

Subpoblaciones CD3dy 39,8+£30,5 51+40,3 44,7+36,8 56,2+40,8 53,1+32 70+47,5 52,9+485  61,7434,9 456+33,3" 774526

generales CD3*CD4* 756406 597+156 647+394 448+202 631+288 487+269 595+305 492+234 566+240 492+198

CD3*CcD8* 377+252 331£165 494+302 3954242 559+301 504+454 5314292 5554438 4744243 5184337

CD19* 120,2+81° 57+48,1 86,6+72,3°  28,7+28,6 100451,7° 54+44.7 113+67,3  80,9+96,3 122+68,1 93,3+95

CD3CD16" CD56" 251+200 155+106 242+230° 91,7465 291+152° 161+108 247+198° 147+77,6 277x201 165+80

CD3*CD4*CD25™" 12,9120  7,03+6,06 4,1+3,48 3,12+3,61 12,1149 6,9+9,2 17,02#153 15,1132  19,9+10,8 17,1+83

Tregs CD3*CD8*CD28 169+172 173+137 290+221 196+100 3514268 366+352 343+269 3794405 305+244 359+302
CD3'CD16'CD56" 44,8+65,3 53,5595 51,5+55,6 27+20,05 97+118 59+49 46,5432 51,7#39,8  54,5+68,8 50,1+43,9

DE: Desviacién Estandar

p<0,01 en T=0 meses entre primer trasplante (Tx) y retrasplante (ReTx).
b p<0,05 en T=0 meses entre Tx y ReTx.

¢ p<0,05 en T=6 meses entre Tx y ReTx.

9 p<0,05 en T=12 meses entre Tx y ReTx.

¢ p<0,05 en T=18 meses entre Tx y ReTx.

fp<0,05 en T=24 meses entre Tx y ReTx.
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Tabla 10: Frecuencia de subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados (Tx) y pacientes que sufre necrosis tubular aguda (NTA)

Meses post-trasplante 0 6 12 18 24
Tx NTA Tx NTA Tx NTA Tx NTA Tx NTA
Media (+DE) (n) (32) (6) (29) () (31) () (28) (6) (29) (6)

% Linfocitos 22,3+62° 14,5+62 28,2+85° 19,5492 27,8+8,8 20,7479 26,0+7,4 20,1%9,0 255+7,9 20,3+7,2

% CD3" 67,3122 64,8%6,1 71,5#10,5° 60,0+19,3 71,0£140 69,9+10,6 72,6+10,3 67,9+112 73,7109 70,5487

%CD30f3 95,7430 97,0+1,3 93,7+56  94,6%4,1 943+45 93,7+46 94,1460 955+3,3 94,0451  96,0+3,0

% linfocitos T %CD3dy 4,2+3,1 2,914 5,1+4,0 5,1+4,0 5,6+4,5 6,2+4,6 5,7£5,9 4,4+3,3 5,8+5,1 3,9+£3,0
Subpoblaciones % CD3'CD4" 42,3+9,6  43,9+6,5 37,1124 30,9+12,7 34,9+10,1 351+11,8 353109 36,6110 356489 40,0£10,1
generales % CD3'CD8" 22,249,3 19,9498 28,575 28,5+18,9 31,8+12,3 30,7+£18,9 34,3+12,7 26,4+18,2 32,9+115 27,4+143

Ratio CD4/CD8 2,415 2,713 1,4+0,7 1,712 1,3+0,7 1,9+1,6 1,2+0,8 2,4+13 1,3+0,7 1,9+1,2

% linfocitos B % CD19" 6,0+3,8 8,1+£3,9 3,7£2,7 5,9+4,6 5,233 6,2+4,2 6,0+3,4 8,2+5,8 6,8+4,0 9,7£6,0

% NK % CD3 CD16'CD56" 12,448,1 27,9+25,8 11,4491 14,748,7 14584 17,3+7,2 12,8483 16,5#8,4 152485 16,3+7,2

% CD3*CD4"'CD25"" 1,6+1,3 2,513 0,7£0,6 1,0+0,7 1,8+1,6 1,7¢11 2,416 3,0£14 3,6£1,5 3,6£0,8
Tregs % CD3"CD8'CD28 41,5+19,9 35,1+24,6 54,0+21,1 59,6+27,8 58,1+22,6 61,0+23,3 58,0+24,0 57,6+21,8 59,3£22,2 158,7+24,2
% CD3'CD16'CD56"  23,2+18,3 27,6+34,4 26,9+19,1 26,4+123 35,1+23,1 22,4+125 30+21,7° 18,6%7,0 26,5+#21,5 15,5494

DE: Desviacion Estandar

#p<0,05 en T=0 meses entre pacientes trasplantados (Tx) y con necrosis tubular aguda (NTA).
b p<0,05 en T=6 meses entre pacientes trasplantados (Tx) y con necrosis tubular aguda (NTA).
¢ p<0,05 en T=18 meses entre pacientes trasplantados (Tx) y con necrosis tubular aguda (NTA).
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Tabla 11: Nameros absolutos de subpoblaciones generales en pacientes trasplantados (Tx) y pacientes que sufren necrosis tubular aguda (NTA)

Meses post-trasplante 0 6 12 18 24
Tx NTA Tx NTA Tx NTA Tx NTA Tx NTA
Media (+DE) (n) (32) (6) (29) ) (31) ) (28) (6) (29) (6)
Leucocitos 8584+3810°  6500+919 61382339  6186x1964  6703x1702"  4886+1544  6536+1796  5983+799 62101542  6533+2054
Linfocitos 1817+708° 939+474 1685732 11704682 1834+631¢ 1048496 16874624  1212+#586  1557+520 12824504
CcD3* 12062506° 5974278 11834471 753661 1297+507¢ 743393 12162458 867+553 1134+380 9174399
infoci CD3ap 1159+506° 5804273 1120+468 7262654 1233+502¢ 7074384 11552460 8344545 1071377 8862399
Subpoblaciones Linfocitos T CD35y 48,1%34,0° 16,148,5 53,9+40,1 26,6144 62,8+38,2 36,4+24,3 60,4+46,9  32,8+21,8 60,7+44 30,4+19,2
generales CcD3'CD4" 763+351% 4274259 6282354 3852289 639+280" 3874224 588+288 454275 543206 539+337
cD3'cD8* 4014229° 167+90,5 4844249 367+410 5934346 323273 576+315 3644397 5194279 337+186
Linfocitos B CD19* 107+81,6 73,6450,7  69,4£70,6 58,6+51,4 92,5+54,1 62,3+46,6 1074788  86,8+71,3 114482 111457,6
Células NK CD3'CD16*CD56"* 226+192 2074122 2014221 1574102 270+155 177112 220+187 199+103 248+189 211+126
CD3'CD4*CD25™" 11,5+11,6 9,5+6,02 3,94+3,74 3,08+2,39 11,8+14,7 5,43+4,39 16,8+15,2 15,112 19,3£10,3 18,0£9,1
Tregs CD3*CD8'CD28" 110+166° 64,5+60,3 276+191 168+188 3854299 2244218 3794316 2424278 3444274 2144155
CD3"CD16*CD56" 46,0+60,0 54,4+85,0  43,2+49,1 444465 97,6+111,4° 3574228 50,6+44,4  33,8+16,9 58,7662 25,9487

DE: Desviacién Estandar

# p<0,05 en T=0 meses entre pacientes trasplantados (Tx) y con necrosis tubular aguda (NTA).

®p<0,001 en T=0 meses entre Tx y NTA.

¢ p<0,01 en T=0 meses entre Tx y NTA.

9p<0,05 en T=12 meses entre Tx y NTA.
¢ p<0,01 en T=12 meses entre Tx y NTA.
"p<0,05 en T=24 meses entre Tx y NTA.
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Tabla 12: Frecuencia de las subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados (Tx) y pacientes que sufren un episodio de rechazo agudo (RA)

Meses post-trasplante 0 6 12 18 24
TX RA TX RA TX RA TX RA TX RA
Media (+DE) (n) (26) (12) (25) (11) (26) (12) (23) (11) (24) (11)
% Linfocitos 20,847,3 21,7457 27,4490 24,4497 284491 223474 27,4+75° 19,9462 27,4+7,5° 19,9462
% CD3" 67,1#125 66,7#9,1 72,0£9,3 629+185 728+10,3 66,6181 73,9489 67,4+126 73,9489 67,4+126
%CD3af 95,9430 96,0#25 943+41 929474 945+38 935458 949+42 932478 949+42 932478
% linfocitos T %CD35y 40431 39426  54+43 44430 54438  64+57  50+42  67+7,8 50442  6,7+7,8
Subpoblaciones % CD3*CD4" 41,8495 443+84 37,6+11,3 32,1+148 358#8,1 32,8+14,1 36,5+9,0 33,5+140 365+9,0 335+14,0
generales % CD3"CD8" 23,049,0 19,4+9,7 30,0£10,4 250496 33,5+11,2 275+17,1 33,9+124 30,8+16,8 33,9+12,4 30,8+16,8
Ratio CD4/CD8 2,2¢1,2  30+18  15%08 1,509  1,3%06 1,714 1,307  1,6¢1,3  1,3%0,7 1,613
% linfocitos B % CD19" 6,2¢40  6,5%37  3,9+29  4,6x40  48+25 68+46  62+39  68+41  62+39 6,841
% NK % CD3'CD16'CD56" 1524151 14,0488 12,8490 10,185 14,9#83 15381 13,1+7,6 14,0+102 13,1+7,6 14,0+10,2
% CD3'CD4'CD25™"  18+1,4  16+10 0,8+06 0,605  19+16  14+12  27+1,7 22+#14  2,7+17 22+14
Tregs % CD3'CD8'CD28"  42,0+20,8 37,2+20,2 58,8+18,4 46,6+27,4 62,1420,3 51,2425,7 60,0+21,4 53,9+27,2 60,0+21,4 53,9+27,2
% CD3'CD16'CD56"  24,6+22,4 22,4+188 30,4+184 187+141 3314239 31,9+17,8 30,4+21,8 24,0+17,2 30,4+21,8 24,0172

DE: Desviacion Estandar

 p<0,05 en T=12 meses entre pacientes trasplantados (Tx) y trasplantados que sufren un episodio de rechazo agudo (RA).
P p<0,05 en T=18 meses entre Tx y RA.

¢ p<0,05 en T=24 meses entre Tx y RA.
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Tabla 13: Numeros absolutos de las subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados (Tx) y pacientes que sufren un episodio de rechazo agudo.

Meses post-trasplante 0 6 12 18 24
Tx RA Tx RA Tx RA Tx RA Tx RA
Media (xDE) (n) (26) (12) (25) (11) (26) (12) (23) (11) (24) (11)
Leucocitos 8827+4134  7017+1411  6504+2374  5336x1751  6585+1922 59001472 65831800  6345+1426  6117+1749  6591+1269
Linfocitos 17544845 1516+454 1731+764 12514592 1856664° 13274572 1772+654° 1251+438 1593530 1328471
CcD3" 1164+609 9914247 12344516° 795450 1332+476° 900+539 1297+480° 8562359 1172+379 9324368
. . CD3af 1122+606 9494228 11724507° 7504450 1267+470° 8514530 1239+474° 8044367 1110+370 885+376
Subpoblaciones Linfocitos T CD35y 44,4+33,6 4024345  57,6+41,7° 28+14,3 62,7+38,3 47,6+34,3 57,4+34,4 51,6+62,7 59,8+41,6 46,1+44,0
generales CD3'CD4" 730+406 666+225 658+360° 405+273 665+246° 435+312 628248 4324327 580+186 4614291
CcD3'CD8" 4024255 280+133 524+288° 319+225 609+336 400+340 607+354 394+244 519+268 419+280
Linfocitos B CD19* 107+88,6 90,1+49,0 73732 54,4+49,9 89,0534 82,6256,0 114,1+85,5 82,1451,7  126,9+84,2  83,6451,3
Células NK CD3CD16*CD56"* 225,7+194 218,2+160  208,0+192 15564232  272#1555  205,2+136 233,4+183 180+159 259+192 202,9+147
CD3'CD4*CD25™"  12,06+1276  9,34+4,81 4,49+3,7 2,15#2,42  13,31+156°  4,71+376  19,31#1563  10,5%104  20,01#8,31  16,9+132
Tregs CD3*CD8'CD28" 1944179 118+99 297+181 172+195 404+280 251+296 403+327 257+260 3404240 282+309
CD3"CD16*CD56" 47,6+66,6 46,7+57,3 52+54,04 23,6+20,4 93,7+112 67,4+80,9 51,9+43,8 39,1+36,9 59,3+68,0 39,6+43,8

DE: Desviacién Estandar

# p<0,05 en T=6 meses entre pacientes trasplantados (Tx) y trasplantados que sufren un episodio de rechazo agudo (RA).
P p<0,05 en T=12 meses entre Tx y RA.
©p<0,05 en T=18 meses entre Tx y RA.
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Tabla 14. Caracteristicas demogréficas, clinicas e inmunoldgicas de los pacientes trasplantados renales en funcion del tratamiento de induccion.

MediatDesviacion Estandar Pacientes sin induccion Timoglobulina Anti-CD25
n 26 2 11
Edad del donante (afios) 46,7189 59+2,8 59,3115
Edad del Receptor (afios) 49,1+12,8 55,5+7,8 55,9+14,6
Anticuerpos maximo 2,16+8,3 15+21,2 0
Anticuerpos actuales 6,2+10,3 34,5+48,8 0
Incompatibilidades (media) A/B/DR 1,35/1,5/1,15 0,5/1,5/1,5 1,2/1,4/1
NuUmero de trasplante previos (0/1/2/3) 16/8/1/1 0/2/0/0 11/0/0/0
Desarrollo de Necrosis Tubular Aguda (%) 15,4 50 18,2
Rechazo Agudo (%) 30,8 50 27,3
Retrasplante (%) 38,5 100 0
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Tabla 15: Frecuencias relativas de subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados renales en funcion del tratamiento de induccién.

Subpoblaciones Generales Tregs

mes Tratamiento (n) Linfﬁitos %CD4" % CD8* % CDI19" %ngéF %CD3"  CD3ap  CD3ys CD(chgDD;;high 0% NKT ‘@8288
Timo (1) 149 513 12,6 53 131 715 95,6 44 16 204 128

0 CD25(11)  224#52 429+139 202#91  7,1#46 144#114 637+146 969+23  30£24 15:09  16,8+14,0 4374187
No (26) 207474 42,1466 22993 60436 151145 6824100 956431 4331 18+15 271234 40,24211
Timo (2)  115%61°° 30,5199 337212 3,9+#28  121%15 717%21 90,6:3,7° 9,243 7° 1510  163%115 62,3%37,9

6 CD25 (9) 26268 375:127 283125 43%32 13,6105 684%184 962+26  3,6425 08404  26,1#234 57,0420,6
No (25) 27,8893 358+124 282490 4134 11,4403 694%119 93,3+59  53%42 0,606  27,94163 5384222
Timo (2) 115:1,9° 28,1%143 336:133 41202  11,8%#27 718803 883235 117%36°  17%0,5  244%157 66,0287

12 CD25(11)  259+9,9 337#106 294%161 60+45 16581 661+196 949457 4957 18+19 283261 60,3%231
No (25) 279¢7,9 360£101 325126 5230 147485 728+100 94,3#37 56437 17415 3542207 57,3422,6
Timo (1) 132 35 30,3 47 10,3 735 92,7 73 17 6.8 37

18 CD25 (9) 261476 337+105 332158 60434 164107 72,1#129 937486 6185 28416 3208274 6124272
No (24) 251479  36,2+112 329+136  6,6+42  12,3%7,3 716+100 0947443 5243 25416  279+17,5 57,7+224
Timo (1) 135 383 283 6.7 83 675 943 57 3.9 0 263

24 CD25(10) 25644 37,0609 299125 7,947 188492 714#122 950459 48456 42421 2564241 594+242
No (24) 247489 36,1491 3308121  7,1#45  14,3%7,6 741#100 94,1#46 5846 33+1,0 252188 59,74222

 p<0,05 entre los tratamientos con Timoglobulina (Timo) y sin induccién (No) a los 6 meses del trasplante.
b p<0,05 entre los tratamientos con TG y con anti-CD25 (CD25) a los 6 meses del trasplante.
¢ p<0,05 entre los tratamientos con TG y sin induccién a los 12 meses del trasplante.
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Tabla 16: Frecuencias absolutas de subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados renales en funcion del tratamiento de induccion.

Subpoblaciones Generales Tregs

mes Tratamiento | eycocitos  Linfocitos CD4*  CD8*  cD19* CD16"  cp3*  cp3sp  CD3ys  CD4  NkT  CD8
(n) CD56" CD25"" CD28

Timo (1) 7600 1132 581 143 60 149 810 774 35 9,3 30 18
0 CD25 (11) 9173+3057 2047£799 886+483 410271 145+106 280+256  1303+659 12661662 351263  12,7+10,3  27,0+22,1 214208
No (26) 78923845 15444691 640276 352+213  85,3t+57,4  202t144  1039+456  994+446 46,7366  106+11,5  56,6+735 1574138
Timo (2) 6100+424 6913207 242t235  198+38,9° 22564  81,0£28,3  492+216 450+213 41,5421 2,4£1,1 11,5¢4,9 1311997
6 CD25 (9) 7456+2661 18914589 704£265 587+374  79,8+60,8  270£237 1345575  1295+559  48,4%38,1 5,532 4564343  339:268
No (25) 5680+2027 15454762 563+374 437242 66,471 173+194 10604494  1000+487  49,2+40,2 3,3t3,6 4514535  242+165
12 Timo (2) 3500+1980°° 422+293"°  139+142° 1224431 175134  455:23,3"  302+209°  271+195° 31,5+13,4 2,1+18 9,0£1,4 75+7,1°
CD25 (11) 6827+1485 17431615 594289 554361  92,5t52,4 291154  1178+609 11294597  47,3*345 10,7145  77,5t97,6  391%309
No (25) 6396+1771 17674635 628+268 5724339 90,1#533  253+146  1274%451  1208+447 64,8385  11,2¢138 9544109  362+287

Timo (1) 5900 781 273 237 37 80 574 532 42 4,6 5 88
18 CD25 (9) 6011+1596 1549540 512+240 5564381  90,1+61,3  245+181 11474522 10831522 63+69,5 18,1+18,4 58+59 430+343
No (24) 6621+1728 1658667 5961303 544+325  112482,7  212+178  1182+479  1128+475  53,4%33,7 16,4+13,4 46,3335  340+304

Timo (1) 5800 783 300 222 52 65 528 498 30 11,7 0 103
24 CD25 (10) 6150+1942 15244377 5844273 443200  1252£76 277143 1085330 1037337  46,7#409  22,5¢10,6 5544565  291+167
No (24) 6333+1529 15344567 535+209 5174298 111480 235193 1125+404 1063396  60,2+43,6 17,949,8  54,3t64,8  344x287

p<0,05 entre los tratamientos con Timoglobulina (Timo) y con anti-CD25 (CD25) a los 6 meses del trasplante.

b p<0,05 entre los tratamientos con Timoglobulina (Timo) y con anti-CD25 (CD25) a los 12 meses del trasplante.
¢ p<0,05 entre los tratamientos con Timoglobulina (Timo) y sin tratamiento (No) a los 12 meses del trasplante.

9 p<0,01 entre los tratamientos con Timoglobulina (Timo) y con anti-CD25 (CD25) a los 12 meses del trasplante.
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Tabla 17: Frecuencias absolutas de subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados renales en funcién del tratamiento de mantenimiento en cada punto de

control
Subpoblaciones Generales Tregs
mes Tratamiento Leucocitos  Linfocitos CD4* CDg* CD19" CD16" CD3* CD3ap CD3ys CD4" NKT CD8"
(n) CD56" CD25"" CD28
CNI (35) 8285+3716 1636+754 703+354 387306 97,1+71,2 2244181 11004526 1057+522 43,8+34,0 11,6%11,2 49,2+64,7 168+157
0 RAPA (3) 7900£1757 2175+463 782+468 361+227  159+145 216235 12204607 11844597 34,7315 7,1+4,1  25,3+38,7 1944246
CNI(36) 6147+£2244 1584+742 580+352 461+284 67,3+66,8 192+203 1010+531 1043+£523 48,6+38,0 3,78+3,50 43,3+47,9 258+192
° RAPA (0)
CNI (35) 6389+1862 1663+678 5854202 5254348 85,0+54,0 247+153 1164+530 1107+521 56,4+38,5 10,9+14,1 75,3£99,0 360+302
12 RAPA (3) 6133+£1012 1993+705 680+218 747+305 110451 313+142 15584458 1479+451  75,7£8,5 7,4+£35 206+84,1 304+64,0
CNI (31) 6442+1707 1573+636 564+288 527+340 101+80,0 218+181 1134+484 1084+475 49,0332 17,1+15,0 43,7£38,1 354+324
18 RAPA (3) 6400+£1480 1920+671 566+332 659+304 135+11,9 2134132 1367+566 1243+654 123+93,6 9,5£7,2 91,8459,6 352+125
CNI (30) 6203+1456 15294542 553+235 500+£283 110+76,7 248+186 1114+399 1063+387 49,4+37,1 18,9+10,3 49,5+62,9 336+274
24 RAPA (4) 7275+2439 1542+234 5154195 475+£182 168+53,0 236+133 1072+312 9904332 79,0#57,1 21,549,1 86,0£52,3 269+131

LC1

No se observan diferencias significativas en ninguna subpoblacion en funcion de recibir tratamiento de mantenimiento con CNI (inhibidores de calcineurina) y RAPA (Rapamicina).
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