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Resumen La respuesta inmune desencadenada frente a un trasplante alogénico conduce usualmente a una

respuesta efectora que resulta en el rechazo del aloinjerto; sin embargo, algunos individuos man-
tienen un trasplante funcionante a largo plazo sin signos de rechazo (tolerancia operacional), aun en ausencia
de inmunosupresion. Se ha sugerido que los mismos mecanismos son responsables para la tolerancia hacia
antigenos propios y aloantigenos. Uno de estos mecanismos es la regulacion inmune y se han identificado va-
rias subpoblaciones de células con propiedades reguladoras. Entre ellas, la poblacién celular mejor caracteriza-
da corresponde a las células T reguladoras (Tregs). Aunque las T .4 €N ratones son CD4+CD25*, en humanos el
fenotipo de las Treg estéa restringida a las células T CD4 con alta expresion de CD25 (CD25"e") y del factor de
transcripcién Foxp3. El analisis fenotipico y funcional de las células T reguladoras o supresoras circulantes en
pacientes trasplantados tal vez sea Util para la deteccion de pacientes tolerantes operacionales. Ademas, una
futura manipulacién in vitro de estas células con fines terapéuticos podria conducir a lograr la induccion de to-
lerancia in vivo en el trasplante clinico. Aqui, revisamos la evidencia experimental y clinica del papel de las
células reguladoras en la biologia del trasplante.

Palabras clave: trasplante renal, rechazo de injerto, inmunosupresion, tolerancia al trasplante, tolerancia in-
mune, linfocitos T

Abstract Regulatory T cells and their influence in kidney allograft survival. The immune response elici-
ted by an allogenic transplant usually leads to an effector response resulting in allograft rejection;
however, some individuals maintain a long-term functioning transplant without signs of rejection (operational tol-
erance) even in the absence of immunosuppression. It has been suggested that the same mechanisms are re-
sponsible for tolerance to self-antigens and alloantigens. One of such mechanisms is immune regulation and
several cell subsets with regulatory properties have been identified. Among them, the best characterized cell
populations are the regulatory T cells (Treg). Although Teg in mice are CD4*CD25*, in humans the Teg phenotype
is restricted to CD4 T cells with high expression of CD25 (CD25"9") and Foxp3. Phenotypic and functional analy-
sis of circulating regulatory or suppressor T cells in transplant patients may be useful for detection of operation-
ally tolerant patients. Moreover, future in vitro manipulation of these cells with therapeutic purposes could lead
to accomplish induction of in vivo tolerance in clinical transplantation. Herein, we review the experimental and
clinical evidence for the role of regulatory cells in transplant biology.

Key words: kidney transplantation, graft rejection, immunosuppression, transplantation tolerance, immune tol-
erance, T-lymphocytes

Estado actual del trasplante renal

El trasplante renal es la solucidn terapéutica de uso mas
frecuente en pacientes que presentan enfermedad renal
terminal, una serie de enfermedades de amplia distribu-
cion a nivel mundial que conducen a la pérdida lenta,
progresiva e irreversible de la funcién renal. Los trata-
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mientos para la enfermedad renal terminal son la terapia
de reemplazo (dialisis peritoneal y hemodialisis) y el tras-
plante renal. Sin embargo, los pacientes que reciben un
trasplante tienen una mejor calidad de vida respecto a
aquellos que permanecen en dialisis?.

El progreso en las técnicas quirlrgicas, los avances
en los criterios inmunoldgicos de seleccion de la pareja
donante-receptor, el disefio de farmacos inmunosupre-
sores mas eficaces para el manejo clinico de los pacien-
tes trasplantados, la introduccion de nuevas técnicas para
el seguimiento clinico, asi como un conocimiento mas
detallado de los eventos inmunoldgicos que tienen lugar
cuando un individuo recibe un aloinjerto (trasplante rea-
lizado entre individuos de la misma especie, pero
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genéticamente diferentes), han hecho posible avanzar
de manera significativa en el manejo del trasplante?. Sin
embargo, aln hay problemas importantes por resolver:
1) las altas tasas de sobrevida de aloinjertos en los pri-
meros afios post-trasplante no siempre se correlacionan
con las tasas de sobrevida a largo plazo, 2) a pesar del
uso de inmunosupresion, el rechazo agudo continda sien-
do una causa de pérdida temprana del injerto, 3) las com-
plicaciones de la terapia inmunosupresora son numero-
sas, principalmente las infecciones, las neoplasias y las
complicaciones cardiovasculares, y 4) el rechazo croni-
co continta siendo la principal causa de pérdida irrever-
sible a largo plazo del érgano trasplantado®.

Por estas razones se ha planteado como meta del tras-
plante clinico en humanos la induccién de tolerancia
inmunoldgica al aloinjerto, con el objetivo de disminuir el
uso crénico de los inmunosupresores o incluso en la
medida de lo posible, prescindir de ellos. Estudios en las
Ultimas décadas de individuos trasplantados con funcion
estable a largo plazo sin evidencia o signos de rechazo,
y en ausencia o con dosis minimas de inmunosupresion,
han permitido establecer que la sobrevida a largo plazo
en estos pacientes puede ser debida a tolerancia
inmunoldgica®. Estos pacientes se han definido como
tolerantes operacionales y se ha propuesto que en ellos
la interaccion de diversos mecanismos inmunolégicos
podria explicar la ausencia de rechazo®.

El objetivo de esta revision es brindar una aproxima-
cion tedrica a los eventos inmunoldgicos que tienen lu-
gar cuando un individuo recibe un trasplante, asi como
realizar una descripcion de los mecanismos de regula-
cién inmune, particularmente de las células T reguladoras
CD4*CD25"" y su influencia en el mantenimiento de la
sobrevida de aloinjertos.

Respuesta inmune hacia el aloinjerto

El reconocimiento de aloantigenos, como los productos
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), de-
sighados HLA en humanos, es el principal responsable
de inducir una respuesta inmune celular y humoral frente
al aloinjerto. Sin embargo, otros mecanismos no inmu-
nes que pueden tener influencia sobre el rechazo inclu-
yen la isquemia prolongada, la manipulacién quirdrgica
y el dafio por reperfusion® .

Inicialmente, como consecuencia del trauma asocia-
do a la isquemia y al procedimiento quirrgico, se pro-
mueve en el érgano una condicién inflamatoria multifac-
torial e independiente de antigeno, que puede facilitar la
induccion del rechazo del 6rgano. Los efectos de la
isquemia-reperfusion sobre el aloinjerto se evidencian
principalmente a corto plazo e inducen la activacion del
endotelio, aumento en la permeabilidad y en la expre-
sion de moléculas de adhesion®.
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En las primeras etapas de la respuesta alogénica, las
células dendriticas (DC) del donante presentes en el in-
jerto entran a la circulacion del receptor, migran hasta el
bazo y alli presentan los antigenos del donante a las cé-
lulas T del receptor. Este evento, sumado al aumento en
la expresion de selectinas especificas en las células del
injerto (E-selectinas), como producto de la reaccion
inflamatoria que se desencadena tras el proceso de ex-
tracciéon y almacenamiento del érgano, conduce a un
aumento en la expresion de quimioquinas y moléculas
de adhesion “in situ” que facilitan el trafico de células T
expandidas y activadas hasta el injerto®. El reconocimiento
de los aloantigenos del injerto y de las células presenta-
doras de antigeno (APCs), por células T del receptor
ocurre por tres vias diferentes. En la via directa de
alorreconocimiento, las células T del receptor a través
de su TCR reconocen directamente complejos MHC-
péptidos en las DC del donante residentes en el tejido
trasplantado, que han migrado hasta el bazo del recep-
tor y que constituyen un potente estimulo para las célu-
las T*°. En esta via, los aloantigenos MHC de clase | son
reconocidos por células T CD8", y los aloantigenos MHC
de clase Il son reconocidos por células T CD4*. En la
via indirecta, los aloantigenos MHC de clase | y clase II,
gue se encuentran como antigenos solubles circulantes
o se liberan por dafio del injerto, son procesados y pre-
sentados por las APCs del receptor como péptidos ex-
trafios en el contexto de las moléculas MHC clase I, a
células T CD4"del receptor en el bazo'**3, La tercera via
propuesta, la via semidirecta, funcionaria como enlace
entre las vias directa e indirecta'®. En esta via, las DC del
receptor adquieren y presentan moléculas intactas MHC
clase | del donante, capaces de estimular a células T
CD8*y a la vez pueden procesar y presentar moléculas
MHC del donante, como péptidos, en moléculas MHC
clase Il a células T CD4** (Fig. 1).

Como resultado de la exposicién a aloantigenos y
después de la activacion por parte de APCs, las células
T CD4* antigeno especificas se diferencian en células
efectoras especializadas en la produccién de diferentes
citoquinas y con capacidad citotoxica. Las células T CD4*
0 ayudadoras, cuya principal funcion es producir citoqui-
nas que permitan la proliferacion y activacion de las célu-
las efectoras, pueden diferenciarse en tres subtipos: cé-
lulas Thl, Th2 y Th17%. Las principales citoquinas produ-
cidas por las células Thl son interferébn gamma (IFN-y),
interleuquina (IL)-2, IL-15 y factor de necrosis tumoral
(TNF-B) y su secrecion induce la fase efectora de la in-
munidad celular, principalmente por activacion de
linfocitos T citotoxicos CD8* y macréfagos. Las células
Th2 producen citoquinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e
IL-13, las cuales son criticas en la induccién de la inmu-
nidad humoral y en la aparicion de la eosinofilia’’. De
otra parte, las recientemente caracterizadas células Th17
representan una Unica subpoblacion de células T CD4*
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Fig. 1.— Vias de alorreconocimiento. Las células T del receptor a través de su
receptor celular T (TCR) reconocen complejos MHC-péptidos mediante tres
vias distintas. En la via directa, los aloantigenos MHC de clase | y Il son re-
conocidos por células T CD8*y T CD4*, respectivamente. En la via indirecta,
los aloantigenos MHC solubles son reconocidos por células T CD4* del re-
ceptor, como péptidos extrafios presentados por APCs en moléculas MHC
de clase II. En la via semidirecta, las DC del receptor adquieren y presentan
moléculas intactas MHC clase | del donante que estimulan a células T CD8*
y a la vez procesan y presentan moléculas MHC del donante, como péptidos,
en moléculas MHC clase Il que son reconocidos por células T CD4".

productoras de IL-17, regulada por IL-23 y distinta de las
subpoblaciones Thl y Th2. La IL-17, una citoquina
proinflamatoria, facilita la activacion de las células T y esti-
mula fibroblastos, células endoteliales, macréfagos y célu-
las epiteliales para producir multiples mediadores proin-
flamatorios, incluyendo IL-1, IL-6, TNF-o, NOS-2, metalo-
proteasas y quimioquinas, resultando en la induccién de
inflamacion®®. Existe un proceso de regulacion cruzada en-
tre las citoquinas Thl, Th2 y Th17, de tal modo que el IFN-y
secretado por las Th1l, inhibe la diferenciacion de las célu-
las Th2 y Th17. Similarmente, la IL-4 secretada por las Th2,
inhibe la diferenciacion de las células Thly Th17, mientras
gue la IL-23 induce selectivamente la expansion de células
productoras de IL-17 (Th17) y no de las subpoblaciones
Thly Th2%2, Se ha sugerido que los factores que pueden
direccionar esta diferenciacion son el entorno local de
citoquinas, la dosis de antigeno, la afinidad por el antigeno,
los haplotipos del MHC, el tipo de DC (1 o 2), la accion de
otras APCs diferentes a las DC y el tipo de ligando para el
CD28 (CD80 o CD86)*-24,

Una vez activadas, las células T funcionan sinergis-
ticamente con células del sistema inmune innato para
rechazar el aloinjerto a través de: (1) citotoxicidad de
células T dependientes de contacto, mediante la via
perforina/granzima (en células T CD8*y células NK) y la

interaccion Fas/FasL (en células T CD4"); (2) activacion
de macréfagos mediada por citoquinas tipo Thl como
IFN-y y TNF-q; (3) produccion de aloanticuerpos especi-
ficos por las células B; y (4) secrecion de citoquinas
proinflamatorias por células estromales y macrofagos,
mediada por las células Th17¢ 2.

De acuerdo a los mecanismos predominantes, en la
fase efectora del alorreconocimiento se han descrito di-
ferentes tipos de rechazo. El rechazo mas inmediato del
aloinjerto, denominado rechazo hiperagudo, ocurre en
los primeros minutos u horas postrasplante como conse-
cuencia de anticuerpos preformados contra aloantigenos
de grupos sanguineos, endotelio, algunos determinan-
tes de carbohidratos especificos de especie o antigenos
HLA (estos ultimos por un contacto previo a través de
transfusiones, embarazos u otros trasplantes) que acti-
van rapidamente el sistema del complemento y la casca-
da de coagulacion produciendo la lisis de la célula blan-
co y trombosis arteriolar?- 2. El otro tipo de rechazo que
puede ocurrir en los primeros dias postrasplante se co-
noce como rechazo acelerado. Este rechazo es causa-
do por anticuerpos no fijadores de complemento, que
generan una respuesta de citotoxicidad celular depen-
diente de anticuerpos (ADCC) mediada por células NK'y
macréfagos?.
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El rechazo agudo, por su parte, puede presentarse
en las primeras semanas 0 meses postrasplante como
resultado del reconocimiento alogénico mediado por las
células T CD4*y CD8*%. Otro tipo de rechazo que puede
presentarse después de meses o0 afios postrasplante es
el rechazo cronico, el cual se desarrolla a través de vias
no muy conocidas e involucra aloinmunidad hacia el in-
jerto mediada por células Ty por anticuerpos®. Ademas,
los injertos pueden ser lesionados cronicamente por
mecanismos no inmunes, tales como medicamentos,
isquemia, envejecimiento o enfermedad parenquimal de
novo o recurrente, asi como episodios de rechazo agudo
tratados inadecuadamente; sin embargo, una definicion
estricta de rechazo crénico excluye a tales mecanismos.
Lo mas importante para resaltar de este tipo de rechazo
es que se trata de un deterioro gradual de la funcion del
injerto que conduce a una falla tardia del injerto y no puede
revertirse con inmunosupresion®..

Inmunosupresion y limitantes
en el trasplante renal

Para evitar o revertir el rechazo, las estrategias utiliza-
das en la practica clinica y en los modelos experimen-
tales incluyen el uso de diversas drogas inmunosu-
presoras como anélogos de nucleétidos (azatioprina y
micofenolato mofetil), inhibidores de la calcineurina
(ciclosporina, tacrolimus), esteroides (glucocorticoides)
y anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos con-
tra diferentes marcadores de superficie del linfocito
(CD3, CD52, CD25, CD40L, CTLA-4). Estos medicamen-
tos inhiben la fase de activacién y proliferacion de
linfocitos T mediante la reduccion, la desviacion del tra-
fico de linfocitos y/o el bloqueo de las vias de activacion
del linfocito T22.

Los agentes inmunosupresores empleados actualmen-
te en la practica clinica no son especificos y por lo tanto
no distinguen entre una respuesta inmune benéfica con-
tra agentes infecciosos y una respuesta inmune
destructiva contra el injerto. Esto hace que resulten muy
efectivos a corto plazo disminuyendo la incidencia y se-
veridad del rechazo agudo e incrementando la sobrevida
de los aloinjertos. Sin embargo, no son eficaces en el
tratamiento del rechazo cronico y generan efectos se-
cundarios como la vasculopatia asociada al trasplante
(nefropatia crénica del aloinjerto) producto de la toxici-
dad de los medicamentos y principalmente, una mayor
susceptibilidad a infecciones y cancer® 3,

Tolerancia en trasplantes

El objetivo mas importante en inmunologia de trasplan-
tes es inducir tolerancia especifica para el donante que
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permita la supervivencia del injerto a largo plazo sin
inmunosupresién farmacoldgica. La tolerancia inmunol6-
gica se define como la ausencia de respuesta efectora
frente a un antigeno especifico (propio o extrafio), indu-
cida por un contacto previo con dicho antigeno®.

La tolerancia puede ser central o periférica. En la in-
duccion de la tolerancia central se eliminan en el timo los
linfocitos autorreactivos mediante un proceso de delecion
clonal. La tolerancia periférica hace que los linfocitos T
maduros, que reconocen antigenos propios en los teji-
dos periféricos, se tornen incapaces de responder a ex-
posiciones posteriores a estos autoantigenos®. Los me-
canismos de tolerancia periférica que se conocen son: 1)
la anergia o inactivacion funcional de células T por au-
sencia en la produccion de IL-2, de la respuesta depen-
diente de IL-2 y/o coestimulacion ineficiente®, 2) la
delecion clonal o eliminacion de linfocitos T mediante
muerte celular inducida por activacién conocida también
como “clonal exhausting™®, 3) la desviacion inmune, un
mecanismo que involucra un predominio de los produc-
tos inmunorreguladores de los linfocitos Th2 (IL-4, IL-5 e
IL-10), en lugar de los productos proinflamatorios de los
linfocitos Thl (IL-2, IFN-y, IL-15 e IL-18)* y 4) la regula-
cion inmunoldgica, la cual implica la supresion de la acti-
vacion linfocitica y de las funciones efectoras por células
reguladoras®.

Se ha establecido que los mecanismos inmunoldgicos
que intervienen en la induccién de tolerancia hacia un
aloinjerto son basicamente los mismos que mantienen la
tolerancia hacia los antigenos propios. Sin embargo, una
diferencia importante radica en la alta frecuencia de cé-
lulas T alorreactivas en el repertorio general y en la au-
sencia de delecion timica de las células T alorreactivas
en humanos. Por esto, la interaccion de los mecanismos
extratimicos parece ser el factor mas importante en la
aceptacion del injerto a largo plazo, y entre ellos la regu-
lacion inmunoldgica parece ser uno de los mecanismos
predominantes*.

En trasplantes de érganos y tejidos, la tolerancia se
define como el mantenimiento a largo plazo de la funcion
del aloinjerto, en ausencia de rechazo y sin inmunosu-
presion. Este fendmeno ha podido establecerse exito-
samente en modelos animales, pero aun constituye una
meta evasiva en humanos. Por tal motivo, se ha estable-
cido el término de “tolerancia clinica parcial” para expli-
car el mantenimiento de la funcion estable del trasplante
en algunos pacientes, en ausencia o con dosis minimas
de inmunosupresiéon*. En estos pacientes, la induccion
de tolerancia clinica parcial depende del grado de com-
patibilidad HLA, el tratamiento previo de los receptores
con transfusiones especificas de donante, trasplantes de
médula ésea, irradiacion corporal total o irradiacion
linfoide total, o uso de terapias inductoras con drogas
inmunosupresoras®.
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Regulacion inmunoldgica:
el nuevo paradigma

La regulacion inmune constituye un mecanismo clave
para el mantenimiento de la homeostasis del sistema in-
mune, tanto para el establecimiento de la tolerancia ha-
cia antigenos propios y evitar los fendmenos de enfer-
medades autoinmunes, como para la modulacion de la
respuesta inmune hacia antigenos extrafios. Las células
reguladoras son las principales mediadoras de este me-
canismo y se definen funcionalmente como células que
inhiben la respuesta inmune al modular la actividad de
otros tipos celulares, entre ellos linfocitos T CD4*y CD8*,
APCs, macréfagos y células NK*3.

El concepto de “células T supresoras” fue introducido
en los afios 70 cuando Gerhson y Kondo reportaron que
algunas células estimuladas con antigeno eran capaces
de inducir tolerancia después de ser transferidas a rato-
nes virgenes. Kilswal, Brent y Pinto definieron el papel
de estas células en el contexto de la tolerancia al tras-
plante en ratones. Sin embargo, en los afios 80 la dificul-
tad para trasladar a los modelos in vitro el fenémeno de
supresion evidenciado in vivo, impidié llegar a un con-
senso respecto a la validez de las observaciones y fue
solo hacia mediados de la década del 90 cuando varios
grupos se interesaron nuevamente en estudiar estas
poblaciones celulares*. Estudios funcionales in vivo, rea-
lizados por Sakaguchi et al., permitieron establecer que
la tiroiditis autoinmune presente en ratones timecto-
mizados a la edad de tres dias, se debia a la ausencia de
poblaciones de células T CD4*CD25* .

La relevancia de esta poblacion para los trasplantes
fue demostrada en ratones con trasplantes de médula
Osea, gracias al hallazgo de que estas mismas células
atenuaban la enfermedad injerto contra hospedero
(GVHD) y transmitian tolerancia®*® *’. Graca et al. presen-
taron evidencias de que la tolerancia estaba mediada de
una manera activa por células T CD4* y requiere una
exposicion continua al antigeno®® 4.

Ademas de las células T reguladoras (T _.)
CD4*CD25*, que han sido las més estudiadas en el con-
texto del trasplante, se han descrito varias poblaciones
con diferentes fenotipos de superficie celular, y en algu-
nos casos con diferentes mecanismos de accion, entre
ellas las células CD4* Trl, CD4* Th3, CD8*CD28",
CD4*CD28:, CD3*CD4-CD8, NKT, Tyd y DC tipo 25052,

La subpoblacion de células T CD4* T egs naturales—
surge durante el desarrollo de células T en el timo y se
caracteriza por la expresién constitutiva de la cadena o
del receptor de IL-2, el CD25%. Estas células exhiben
también otros marcadores de superficie como CD45RB,
CTLA-4, GITR (receptor relacionado con la familia de
receptores del TNF inducido por glucocorticoides),
CD122, CD103 (integrina o.,B,), CD134 (OX40) y CD62L
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(L-selectina), cuyos niveles de expresion relativa fueron
usados inicialmente para definir y aislar las T _
CD4*CD25". En la actualidad ninguna de tales molécu-
las representa por si sola un marcador definitivo para las
L naturales, pues estas moléculas también son expre-
sadas en otras subpoblaciones de células T CD4*, par-
ticularmente células T activadas®. Recientemente, el
analisis de la expresion del gen Foxp3, que codifica para
el factor de transcripcion “Scurfin”, lo ha situado como un
gen regulador del desarrolloy funcion de las células T
y por tanto como un marcador muy Util para identificar
esta subpoblacién, considerando la expresion simulta-
nea del CD25%. Sin embargo, se ha demostrado que su
expresion, aunque predominantemente alta en células
T s CD4'CD25" naturales, también puede detectarse a
muy bajos niveles en células T CD4* y CD8" totales®,
incluyendo a células CD4*CD25" inducidas por aloan-
tigenos y subpoblaciones de células T CD8*CD28, con
propiedades reguladoras®s.

Se ha descrito una segunda subpoblacion de células
T CD4* denominada como T adaptativas, la cual se
genera durante el curso de una respuesta inmune nor-
mal y expresa igualmente el CD25, pero de manera va-
riable. Tal subpoblacién incluye a su vez dos subpobla-
ciones similares, denominadas Th3 'y Trl, las cuales di-
fieren en la secrecion del factor de crecimiento transfor-
mante beta (TGF-P) e IL-10 respectivamente y pueden
generarse por accion de las T, . CD4*CD25" sobre las
células CD4*CD25 %",

Las células T CD8*CD28" son denominadas por algu-
nos autores como “células supresoras” para distinguirlas
delas T T CD4*CD25" (naturales o adaptativas). Es-
tas células T CD8" carecen de actividad citotdxica, son
FOXP3', estan restringidas por moléculas MHC clase | y
son capaces de tolerizar APCs profesionales como DC,
y APCs no profesionales como células endoteliales®®. Su
actividad supresora es mediada por contacto directo con
las APCs, sobre las cuales se regulan positivamente los
receptores inhibitorios de transcriptos tipo inmunoglo-
bulina (ILT)-3 e ILT-4 y se regula negativamente la ex-
presion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86%.
Varios estudios en pacientes trasplantados de corazén
demuestran un incremento progresivo en el porcentaje de
células T CD8'CD28CD27* Perforina;, en los pacientes
libres de rechazo®®. Adicionalmente, se ha descrito que
estas células exhiben un fenotipo regulador en un modelo
de enfermedad autoinmune en ratones®.

En relacién con las células NKT, éstas constituyen una
sublinaje conservado de células T con propiedades Uni-
cas que incluyen: reactividad hacia antigenos lipidicos
presentados a través de la molécula CD1d, expresion de
una cadena o invariante del TCR y requerimientos para la
seleccion timica diferentes a las células T convenciona-
les®:. Estas células expresan moléculas coestimulatorias
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como CD40L y producen citoquinas como IFN-y e IL-12,
que conducen a la activacion de DC y al direccionamiento
de las respuestas hacia un patrén tipo Thl. Sin embar-
go, las células NKT también pueden producir citoquinas
tipo Th2 como IL-4, IL-10 e IL-13 después de la
estimulacion, por lo cual serian capaces de modular di-
versas respuestas inmunes y procesos patogénicos, es-
pecialmente a través de la induccion de DC con propie-
dades reguladoras y productoras de IL-10, la cual a su
vez es esencial para la generacion de células T CD4
reguladoras®?.

Se ha sugerido que las células NKT podrian estar
involucradas en la tolerancia hacia aloinjertos mediante
la produccién de IL-10, debido a sus efectos anti-
inflamatorios y supresores en la mayoria de células
hematopoyéticas®, y a través del bloqueo de moléculas
coestimulatorias requeridas para la activacion de las cé-
lulas T como CD28/B7 y LFA-1/ICAM-154. Ademas, se ha
descrito recientemente su papel regulador de la
homeostasis de la célula T en la enfermedad GVHD®.

Las células Tyd se han postulado como importantes
poblaciones reguladoras en tejidos epiteliales, que mo-
dulan negativamente la repuesta de células Taf. Aun-
que los mecanismos de regulacién no son claros, los ana-
lisis de expresion génica en las células Tyd revelan que
expresan altos niveles de RNA mensajero para
quimoquinas como RANTES (CCL5), MIP1a (CCL3),
MIP1p (CCL4) y linfotactina (XCL1), y ademas expresan
altos niveles de efectores citoliticos como granzima A,
granzima B, Fas ligando (CD95L) y linfotoxina®.

Se ha propuesto que las células Tyd podrian regular
las respuestas inmunes sistémicas, principalmente al in-
ducir la citdlisis de células efectoras, mediante la activa-
cion de su receptor NKG2D tras el reconocimiento de
moléculas como RAEL y/o MICA en células activadas.
Igualmente, al promover la citélisis de células TopFas*
(CD95) gracias a su alta expresion de Fas ligando.

La contribucion de las citoquinas producidas por las
células Tyd murinas aun no es clara, pero se ha descrito
que a nivel clonal las respuestas pueden ser tipo Thl o
Th2. El predominio de citoquinas tipo Th1, como IFN-y,
favoreceria la expresion de FASL y de quimoquinas, como
la proteina 10 inducible con IFN (IP10; CXCL10), en las
células Tyd, mientras que la produccién de citoquinas Th2
como IL-4 e IL-10 permitiria inhibir las acciones de
linfocitos T citotéxicos (CTL) y células NK. Las células
Tyd también pueden producir timosina-p4  (T-p4) y fac-
tor de crecimiento queratinocitico (KGF), los cuales po-
drian contribuir a la reparacién del injerto®”. Aunque va-
rios modelos murinos han demostrado el papel regula-
dor de las células Tyd en cancer y enfermedades
autoinmunes e infecciosas, en trasplantes poco se ha
investigado su posible intervencion.
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Células T CD4*CD25"":
las principales protagonistas

Uno de los aportes mas importantes para el conocimien-
to actual de la funcion de las células T supresoras o re-
guladoras fue el de Nishizuka y Sakakura y Penhale et
al, con el cual se evidencido como en ciertas cepas de
ratones timectomizados al tercer dia de vida que presen-
taban un sindrome de tiroiditis autoinmune, era posible
prevenir el sindrome al restituirlos con células T
CD4*CD25" “4. Posteriormente, Sakaguchi et al. demos-
traron que después de la transferencia adoptiva de célu-
las T depletadas de las subpoblaciones CD4*CD25* en
ratones inmunodeficientes, era posible la induccién de
varias enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas,
entre ellas diabetes mellitus dependiente de insulina,
tiroiditis y gastritis. Estos estudios permitieron proponer
a las células T CD4*CD25* como un componente impor-
tante para la generacion y el mantenimiento de la tole-
rancia hacia antigenos propios en ratones® .

Estudios posteriores mostraron que en ratones las
células CD4*CD25* representan entre un 5-10% del total
de las células T CD4, son anérgicas, tienen efectos su-
presores sobre células T CD4*CD25 in vitro, la supre-
sion no constituye una variacion de los patrones de
citoquinas conocidos y a pesar de que expresan la cade-
na o del receptor de IL-2, no requieren de esta citoqui-
na70, 71.

El aislamiento, identificacion y caracterizacion en hu-
manos de las poblaciones de células T CD4*CD25* cir-
culantes, mediante experimentos in vitro similares a los
realizados con las células T CD4*CD25* de ratones, ha
revelado que en sangre periférica, en lugar de una Unica
subpoblacién de células T CD4*CD25*, existen poblacio-
nes circulantes de células CD4*CD25"" o CD4*CD25*,
capaces de suprimir la proliferacion de células CD4*CD25,
y células no reguladoras CD4*CD25"" que representan,
respectivamente, 1-2% y hasta 16% del total de las célu-
las T CD4*2 7, Las células CD4+CD25"", definidas tam-
bién como células CD4*CD25*, son mas similares a las
subpoblaciones CD4*CD25  que a las células reguladoras
CD4*CD25"s", dado que la subpoblacion CD4*CD25* no
es homogénea, e incluye linfocitos CD4" activados a par-
tir de la subpoblacion CD4*CD25 e incluso un pequefio
numero de células T,  CD4*CD25"7* %,

En ratones, se ha determinado que las células T _
naturales se desarrollan en el timo, ejercen sus funcio-
nes inmunosupresoras a través de un mecanismo de-
pendiente del contacto célula-célula e independiente de
citoquinas y se encuentran predominantemente en los
organos linfoides. Su efecto sobre otras células T, direc-
ta o indirectamente, se presenta a través de modificacio-
nes de las APCs que pueden resultar en la regulacion
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Fig. 2.— Control de las respuestas de células efectoras por las células T regu-
ladoras. Aunque los mecanismos moleculares por los cuales las células
reguladoras ejercen su funcién todavia estan sujetas a estudio y son algo
controversiales, los mecanismos sugeridos para las células T reguladoras
incluyen: supresion via mediadores solubles como citoquinas (IL-4, IL-10 y TGF-
), contacto célula-célula (activacion a través del TCR y expresion de GITR,
CTLA-4 y FOXP3) y modificacion de las APCs (expresion baja de moléculas
coestimuladoras y moléculas de adhesion, y expresién alta de moléculas

inhibidoras ILT3 e ILT4).

negativa de la expresion de moléculas coestimuladoras
(CD80 y CD86) o moléculas de adhesion, inhibicion de
la produccion y secrecion de citoquinas. Asi mismo, las
modificaciones en las APCs pueden promover anergia,
eliminacion de la poblacion efectora al promover la muerte
celular y conversion de células T efectoras al fenotipo
regulador, para que puedan actuar cooperativamente,
propagando y reforzando un estado de tolerancia en pe-
riodos post-trasplante® 6. Otro de los rasgos distintivos
de las T CD4'CD25" naturales es su habilidad para
inhibir la proliferacion de otras poblaciones de células T
mediante el contacto célula-célula, después de ser acti-
vadas a través de su TCR, lo cual resulta en inhibicion
de la produccion de IL-2%°. Este mecanismo no involucra
la muerte de estas células y es independiente de IL-4,
IL-10 y TGF-B. Las células TCD4*CD25* no previenen la
activacion inicial de las células T respondedoras, de
manera que estas Ultimas sufren una detencion del ciclo
celular en el estado G,/G, y no proliferan™ " (Fig. 2).
Las células T s POSEEN UN TCR altamente diverso,
por lo cual son potencialmente capaces de reconocer un
gran namero de antigenos, y adicionalmente presentan
alta afinidad hacia los antigenos propios. Durante su
generacion timica requieren la combinacion de fuertes
seflales antigénicas para la union del TCR, asi como una
méaxima coestimulacién, de modo que cuando migran a
los tejidos periféricos son completamente funcionales.
En contraste, el desarrollo en periferia de las células T, .
puede ser facilitado por sefiales transductoras del TCR
alteradas o por baja afinidad hacia antigenos. Esta ca-
racteristica es determinante para que estas células no

sean funcionales sin una activacion posterior, por expo-
sicion repetida a antigenos, tal como ocurre durante una
infeccion crénica, un trasplante de érganos, o por el uso
de algunas terapias inmunomoduladoras. Estos eventos
contribuyen a la adquisicion de un repertorio diverso y
expandido como consecuencia de reactividades cruza-
das fortuitas con proteinas extrafias’. Ademas, algunos
trabajos recientes con células T CD4*CD25* humanas,
sin discriminar entre subpoblaciones CD4*CD25"" y
CD4*CD25"e" han encontrado que comparten un reper-
torio complejo y similar al de las células CD4*CD25, y
gue esto ocurre tanto en las poblaciones circulantes como
en las del timo™ 7.

Los primeros reportes de la actividad alorreguladora
de las células CD4*CD25* murinas, corresponden a ob-
servaciones realizadas en cultivos mixtos de linfocitos.
En estos experimentos, las células CD4*CD25* fueron
activadas por células estimuladoras alogénicas y regu-
laron la proliferacion de células respondedoras de un
tercero no relacionado, indicando que no se requiere de
la compatibilidad MHC entre las células reguladoras y
efectoras para que ocurra la regulacion®. En modelos
animales, se ha evidenciado también que las células T
CD4" provenientes de receptores de injertos con sobre-
vida a largo plazo pueden transferir tolerancia; fenome-
no denominado como tolerancia infecciosa que ha facili-
tado el entendimiento de la tolerancia a aloinjertos y el
papel de la regulacion inmune en modelos in vivo8! &,
Del mismo modo, Graca et al. demostraron en un mode-
lo murino la presencia de células T reguladoras en los
aloinjertos tolerantes. Este hallazgo fortalecio la idea de
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que la actividad supresora de estas células no solo esta-
ba limitada a los tejidos donde estan presentes los
antigenos blanco®.

En modelos murinos hay numerosas evidencias del
papel critico de las células T reguladoras en la tolerancia
a aloinjertos. En un modelo de trasplante de piel y tras-
plante de médula 6sea en ratones quiméricos se ha de-
mostrado que las células T reguladoras CD4*CD25*, ob-
tenidas a partir de ratones virgenes, o a partir de ratones
tolerizados mediante tratamiento con anticuerpos no
depletantes que promueven quimerismo, pueden preve-
nir el rechazo de aloinjertos de piel aun sin especificidad
hacia los antigenos del donante®‘. Igualmente, en otro
modelo de aloinjerto cardiaco o aloinjerto de piel bajo
incompatibilidad en el MHC clase Il, se ha demostrado
que la deplecién de células T CD25"9" disminuye la
sobrevida de los aloinjertos y conduce al rechazo de los
aloinjertos, en cada caso respectivamente®.

Teniendo en cuenta que los diversos trabajos realiza-
dos en modelos murinos han permitido establecer un
papel esencial de las células reguladoras en el estable-
cimiento e induccién de la tolerancia hacia aloinjertos, se
ha propuesto que la aceptacién de trasplantes en huma-
nos también esté asociada con la regulacion inmunoldgica
y que algunas de estas poblaciones celulares podrian
influir en el curso del trasplante y la aceptacion a largo
plazo. En el seguimiento pos-trasplante de pacientes con
aloinjerto renal se ha detectado, a partir del tercer mes,
la presencia de células con el fenotipo CD4*CD25* tota-
les capaces de persistir por algunos afios a pesar del
uso de inmunosupresion convencional. Este hallazgo ha
permitido proponer la existencia de una poblacién de
células CD4*CD25" especificas de antigeno que estaria
suprimiendo la respuesta a los aloantigenos®.
Adicionalmente, el estudio a largo plazo de poblaciones
periféricas de células CD4*CD25" totales ha pretendido
evaluar la utilidad de esta poblacion como un marcador
del estado de tolerancia inmunoldgica; y aunque el nu-
mero absoluto de células CD4*CD25" no permite dife-
renciar pacientes con rechazo agudo de quienes no lo
presentan, una disminucion en nimero de esta pobla-
cién si podria estar relacionada con la aparicion de tales
procesos®’.

Mediante citometria de flujo, nuestro grupo ha podido
evidenciar que los pacientes sobrevivientes a largo pla-
zo al trasplante renal tienen un porcentaje incremen-tado
de células T CD4*CD25" totales circulantes comparati-
vamente con pacientes con trasplante renal en proceso
de rechazo croénico, pacientes en didlisis o pacientes con
sobrevida del aloinjerto a corto plazo. Ademas, en los
pacientes sobrevivientes a largo plazo, estas células ex-
hiben marcadores de activacion, lo cual es concordante
con el requerimiento de activacion de estas células para

MEDICINA - Volumen 67 - N° 5, 2007

ser funcionales. Este hallazgo sugiere que el manteni-
miento de la funcién del trasplante podria ser el resulta-
do de un fendmeno de supresion inmune activa en la
periferia que determina el no rechazo del trasplante y
por lo tanto ejerce un efecto protector®. Otro estudio que
ha contrastado la expresion de FOXP3y la presencia de
células T CD4*CD25"" en pacientes trasplantados rena-
les con rechazo cronico y con tolerancia operacional li-
bre de drogas, ha demostrado que los pacientes con re-
chazo crénico tienen menos células T CD4*CD25"s" y
ausencia de transcriptos FOXP3 en comparacion con
pacientes tolerantes e individuos sanos. Estos hallazgos
sugieren que, aunque la tolerancia operacional en los
pacientes no pudo ser atribuida a un incremento en las
células T CD4*CD25"s"y en los transcriptos FOXP3, una
reduccion en los pacientes con rechazo cronico permite
proponer que la tolerancia clinica operacional puede de-
berse a un fenémeno de tolerancia natural, que esta au-
sente en estos pacientes®.

A pesar de estos hallazgos interesantes, algunos de
los cuales no discriminaron entre las subpoblaciones
CD4*CD25"" y CD4*CD25"d", alin no es completamente
claro si la presencia de poblaciones de células regula-
doras en el trasplante clinico podra emplearse como un
marcador para tolerancia a nivel clinico y si podran supe-
rarse las diversas limitaciones del trabajo en humanos.
Ademas, serian muchas las consideraciones éticas que
conllevaria pasar de la evaluacion de estas poblaciones
en sangre a los tejidos, en los cuales estarian directa-
mente ejerciendo su actividad supresora y cuya caracte-
rizacion podria revelar de manera mas segura el esta-
blecimiento de tolerancia clinica®.

;Son clinicamente relevantes
las células Treg CD4*CD25"ish?

Aungue hasta el momento los progresos en el area de la
inmunologia de los trasplantes son numerosos, varios pro-
blemas permanecen sin resolver en torno al disefio racio-
nal de farmacos inmunosupresores y nuevas formas de
inducir tolerancia en humanos. En la actualidad el con-
cepto de que las poblaciones de células reguladoras son
determinantes para mantener la homeostasis de la res-
puesta inmune es de gran aceptacion entre inmundélogos.
El desafio seguird siendo entender los mecanismos
involucrados en la regulacién inmune y hallar una forma
segura de manipular estas poblaciones para aumentar su
namero y actividad en los pacientes trasplantados, permi-
tiendo asi trasladar protocolos de tolerancia desde mode-
los animales hasta una férmula efectiva en humanos, dis-
minuyendo la posibilidad de rechazo y mejorando la cali-
dad de vida del paciente trasplantado.
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El principal descubrimiento que nos ha traido este siglo de investiga-
cion y ciencia es probablemente la profundidad de nuestra ignorancia de
la naturaleza. Cuanto mas sabemos, mas nos damos cuenta de la magni-
tud de esta ignorancia. Es esto en si una gran novedad... Durante mucho
tiempo se ha pretendido comprender de qué manera funcionaban las
cosas. O simplemente se han contado historias para tapar agujeros. Aho-
ra que hemos comenzado a estudiar seriamente la naturaleza, no pode-
mos por menos que percibir la amplitud de los problemas y medir la dis-
tancia que hay que recorrer para intentar darles respuestas. El gran peli-
gro de la humanidad no es el desarrollo del saber. Es la ignorancia.

Francois Jacob (Premio Nobel 1965)

El ratén, la mosca y el hombre. Barcelona: Critica, 1998, pp 194-5



