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RESUMEN

Introduccién: Estudios experimentales han demostrado la capacidad de la globulina
policlonal anti-timocito para expandir las células T reguladoras, CD4+CD25++Foxp3+
(Tregs). Objetivos: Nosotros investigamos los principales efectos biolégicos de una
globulina policlonal anti-timocito (ATG) especifica para ratas Wistar desarrollada en
nuestro laboratorio. Posteriormente evaluamos la capacidad de las Tregs inducidas por
ATG para suprimir la proliferacién de células T CD8+. Finalmente evaluamos el impacto
que una terapia de induccion con ATG tendria para reducir el riesgo de rechazo agudo en
un modelo alogénico de trasplante renal experimental. Resultados: Se demostré una
adecuada capacidad de union del ATG con linfocitos CD3+. Se confirmé la capacidad
para inducir apoptosis en cultivos con linfocitos CD3+. La proliferacion homeostatica
inducida con la administracion de diferentes dosis intravenosas de ATG se caracterizé por
una rapida pero transitoria deplecion de CD3+, CD4+, CD8+ y Tregs directamente
proporcional a la dosis de ATG, pero con una limitada capacidad para depletar células T
de memoria efectoras. Se demostré un incremento en el cociente de células Tregs/
células T efectoras. Un hallazgo interesante fue demostrar la capacidad de las Tregs
inducidas por ATG para suprimir la proliferacién de células CD8+ en cultivos alogénicos
donante-especifico. La evaluacién de la funcion del injerto renal fue superior en las ratas
trasplantadas que recibieron terapia de induccién con ATG, hallazgos asociados con
ausencia histolégica de rechazo celular agudo en el tejido renal. Conclusiones: Nuestros
resultados mostraron los efectos biolégicos de una ATG en subpoblaciones celulares de
linfocitos T. Se demostré la capacidad de la ATG para inducir células T reguladoras con
capacidad de supresion de células T efectoras. Estos resultados confirman la capacidad

inmunomoduladora de la globulina policlonal anti-timocito.

PALABRAS CLAVE: Proliferacion homeostatica. ATG. Trasplante renal. Tregs.
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MARCO TEORICO

1.1 Introduccion.

La proliferacion homeostatica es un fendmeno biolégico de re-poblacién
celular, que aparece habitualmente luego de un estado de deplecion
celular, por ejemplo, estatus post-quimioterapia o posterior a la
administracion de terapia de induccién en protocolos de trasplante de
organos (1-4). Actualmente se sabe que la proliferacion homeostatica,
es impulsada por un exceso funcional de citocinas, principalmente, la
interaccidn de la interleucina 7 con su receptor de membrana (5-6).
Originalmente se pensaba que la proliferacion homeostatica se trataba
de un proceso benigno y que simplemente constituia un proceso de
reconstitucion del sistema inmunologico (2). Sin embargo, estudios han
demostrado que los linfocitos T que proliferan, adquieren propiedades
de células de memoria y de citotoxicidad (7).

El impacto de la proliferacion homeostatica en los trasplantes de
organos fue evaluado por primera vez en ratones con
inmunodeficiencia combinada severa, sometidos a un trasplante de
corazon (8). Estos ratones, recibieron la administracién intravenosa de
linfocitos T (proliferacion homeostatica experimentalmente inducida), lo
que ocasiond una reduccidn rapida y significativa de la sobrevida del
injerto, a pesar incluso de maniobras inductoras de tolerancia
inmunologica (8).

La globulina policlonal anti-timocito de conejo (ATG), son anticuerpos



utilizados en la practica clinica desde hace mas de tres décadas (9-11).
Las indicaciones clinicas actuales para la administracién de ATG son:
1) rechazo al injerto resistente a esteroides, 2) rechazo vascular severo,
3) enfermedad injerto contra huésped, 4) anemia aplasica y 5) terapia
de induccion en trasplantes de érganos solidos (12-14).

La administracién intravenosa de la ATG, ocasiona una rapida
deplecion de linfocitos en la sangre periférica, como resultado de al
menos tres mecanismos de accion: 1) citotoxicidad directa, 2) apoptosis
mediada por complemento y 3) opsonizacion (15, 16). Sin embargo,
debido al origen policlonal de estos anticuerpos, podrian existir otros
posibles mecanismos de accion que potencialmente estarian
implicados en la modulacion de la respuesta inmunoldgica (16).

Como fue comentado previamente, la administracion de ATG genera
una deplecion linfocitaria con una subsecuente re-poblacion celular
(15). Los estudios que describieron la caracterizacion fenotipica de la
proliferacion homeostatica secundaria a la administracion de la ATG,
fueron realizados inicialmente en animales de experimentacion (17, 18).
Sin embargo, fue el trabajo de Lopez y colaboradores, quienes por
primera vez describieron la capacidad de la ATG para inducir in vitro
células T reguladoras, CD4+CD25++Foxp3+ (19). A partir de estos
hallazgos, se publicaron algunos estudios que intentaron demostrar la
capacidad del ATG para generar células T reguladoras durante la
proliferacion homeostatica con resultados contrastantes (20-24). Con

base en lo anterior, nuestro objetivo principal fue caracterizar la
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proliferacion homeostatica inducida con la administracion de una
globulina policlonal anti-timocito de conejo anti rata Wistar. Para cumplir
lo anterior, primero desarrollamos una ATG especifica para rata y
evaluamos sus efectos in vitro en poblaciones de linfocitos T CD3+.
Subsecuentemente, caracterizamos la proliferacion homeostatica
obtenida con la administracion intravenosa de diferentes dosis de ATG
en ratas Wistar. De forma secundaria, estudiamos la capacidad
supresora de las células T reguladoras, inducidas por la administracion
de ATG y obtenidas de la sangre periférica de ratas con trasplante renal

no singénico.

1.2 Definicidn y tipos de proliferacion homeostatica.

A lo largo de la vida, el numero y composicidén de linfocitos en sangre
periférica esta estrechamente regulados y habitualmente se mantienen
en niveles relativamente constantes (25). Se han identificado algunos
principios generales que regulan la respuesta fisiologica a posibles
alteraciones de este equilibrio (4, 6). En primer lugar, los insultos que
son capaces de generar una deplecion de linfocitos periféricos (por
ejemplo, infecciones virales, quimioterapia o farmacos depletores de
linfocitos), son capaces a su vez de estimular una re-poblacion del
compartimiento celular, hasta alcanzar una “plenitud” en las cifras de
linfocitos (1). En segundo lugar, existen mecanismos inmunologicos
para garantizar que no se supere esta "plenitud”, por ejemplo, la rapida

expansion de células T CD8+ periféricas en respuesta a antigenos
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virales, es seguido, por la muerte masiva de células efectoras una vez
que la respuesta inmunitaria se ha reducido. De esta manera se
ocasiona una restauracion en las cifras normales de linfocitos (26). En
tercer lugar, se ha identificado que las distintas sub-poblaciones
linfocitarias, ocupan diferentes "nichos" en el organismo de acuerdo a
factores de crecimiento o citocinas, determinando con ello, cifras
especificas de linfocitos T dependiendo de los diferentes sitios
anatomicos (27).

Desde su definicion a principios de los afos noventas, el concepto de
proliferacion homeostatica fue asociado a una respuesta fisiolégica de
re-poblacion celular (2). Sin embargo, estudios posteriores revelaron
que la proliferacion homeostatica puede ser un fendmeno bioldgico
negativo del sistema inmune en contra del organismo (27).

La proliferacion homeostatica consiste en una re-poblacién celular para
mantener cifras normales de linfocitos (1). Habitualmente aparece
posterior a fendmenos de deplecion celular como la inmunosupresion
pre-trasplante, el estatus post-quimioterapia ¢ la proliferacién celular
fisiologica del periodo neonatal (27). Se sabe que la proliferacion
homeostatica depende de un exceso funcional de interleucina 7 (IL7) y
de su interaccion con su receptor especifico de membrana (5). Este
receptor es un heterodimero que se expresa en varios tipos celulares y
estd compuesto de una cadena alfa (CD127) y una cadena gamma
(CD132), esta ultima es una cadena comun debido a que puede

interactuar con algunas otras interleucinas (28, 29).
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Después de un estado de linfodeplecion, la reconstitucion de células T
depende de dos mecanismos diferentes (1). El primero es la
timopoyesis que resulta en la generacion de nuevas células T virgenes
(naives) y el segundo mecanismo se da con la expansion espontanea
de la reserva periférica de linfocitos T (1). La relativa contribucién de
estos dos mecanismos depende de factores como la edad, la funcion
del timo, la disponibilidad de citoquinas y del grado de deplecién celular

(29).

De acuerdo con el tiempo de respuesta, existen dos tipos principales
de proliferacion homeostatica (HP): una HP lenta la cual se caracteriza
por ser una respuesta a la deteccién de un “espacio vacio". Ocurre en
los 6rganos linfoides y se produce entre las primeras 24-36 horas de la
deplecidon celular. Este tipo de proliferacion es dependiente de los
niveles de IL-7 y de la interaccion con el complejo mayor de
histocompatibilidad (30). Un hallazgo asociado con la HP lenta, es la
proliferacion inicial de células T naives que se convertiran a células T
de memoria (31). Por otro lado, se ha descrito un segundo tipo de
proliferacion homeostatica rapida (HP rapida), que aparece en las
primeras 6 a 8 horas luego de la deplecion celular y que se ha
demostrado cierta modulacion por la flora bacteriana intestinal (30). La
HP rapida se caracteriza por ser una respuesta antigeno especifica
dependiente de las moléculas de coestimulacién, pero independiente

de los niveles de IL7 (32, 33). Asi mismo durante la HP rapida, se ha
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identificado un incremento de IFN gamma, IL-2 y de marcadores de
superficie celular para células CD4 de memoria y células CD8 efectoras

(34, 35). La figura 1, describe los dos principales tipo de proliferacion.

@
Oo:>=g

\ Células T naives Células T de memoria

E> Células T de
memoria

Proliferacién homeostatica lenta I

E> Células T de
memoria

Proliferacién homeostatica rdpida

Figura 1. Tipos de proliferacion homeostatica de acuerdo al tiempo de
respuesta.

1.3 Efecto de la proliferacion homeostatica en trasplantes.

Una consecuencia importante de la proliferacidn homeostatica es la
conversion de células T naives a células T con fenotipo de memoria y
con actividad citotoxica (36), 6 bien, la conversion de células T naives a
células resistentes al bloqueo de las moléculas de coestimulacion y con

la capacidad para secretar citocinas inflamatorias (por ejemplo, IFN
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gamma), en respuesta a la interaccion con el receptor de células T de
membrana (37-39). Un estudio realizado por Goldrath y colaboradores,
demostré que la administracion de células T naives en ratones
transgénicos con mutaciones en el receptor del linfocito T, convertia
transitoriamente a las células T naives a células de memoria CD44
CD122 Ly6C con caracteristicas efectoras (37). Posteriormente Min y
colaboradores evidenciaron la transformacion de células T naives a
células de memoria durante la proliferacion inducida en ratones
neonatos como un mecanismo de autoregulacion celular en el periodo
posnatal tardio (40). Los hallazgos anteriores demuestran que la
proliferacion homeostatica habitualmente provoca un sesgo hacia
células T con fenotipo de memoria, lo que podria ocasionar
consecuencias potencialmente adversas para los injertos trasplantados
(41-43).

El impacto negativo que la proliferacion homeostatica podria tener en
los injertos, fue evaluado por Wu y colaboradores, en un modelo de
proliferacion homeostatica  experimental en ratones  con
inmunodeficiencia combinada severa y sometidos a un trasplante de
corazon (8). En este trabajo, los investigadores demostraron favorecer
el rechazo agudo y la pérdida del injerto con la administracion
intravenosa de linfocitos T (proliferacion experimental). Asi mismo,
demostraron como la proliferacion inducida limité el desarrollo de
tolerancia inmunologica a pesar del bloqueo de las moléculas de
coestimulacion (8).
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En otro estudio, Moxam y colaboradores, demostraron un efecto anti-
tolerogénico de la proliferacion homeostatica en ratones transgénicos
sometidos a trasplante renal (7), este efecto fue asociado con un
incremento en el numero y expresion de células T de memoria (células
T de memoria-like). El concepto de células T de memoria-like surgio
para definir a las células T de memoria que se originan de la
transformaciéon de las células T naives durante el proceso de
proliferacion homeostatica, diferenciandolas de esta manera de las
células T de memoria convencionales (41).

Con base en estos estudios se puede resumir que la evidencia actual
muestra que la proliferacion homeostatica, es un fendmeno
inmunoldgico que de forma experimental se ha asociado con un
incremento en el desarrollo de rechazo celular agudo, pérdida del
injerto, asi como con una mayor dificultad para inducir tolerancia

inmunoldgica (1).

1.4 Historia de la globulina policlonal anti-timocito.

La primera descripcion de una preparacion de globulina policlonal anti-
timocito fue realizada por Elie Metchnikoff en el Instituto Pasteur en
1899, quien por su capacidad para depletar linfocitos in vitro, la
denomind suero anti-linfocito (ALS) (44). Posteriormente Chew y
Lawrence en 1937, fueron los primeros en demostrar una reduccién in
vivo de las cifras de linfocitos circulantes, luego de la administracion de

un suero anti-linfocito de conejo intraperitoneal en conejillos de indias
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(45); fenbmeno que fue reproducido en ratas por Cruikshank en 1941
(46). Por otro lado, otros investigadores demostraron la capacidad de
diferentes sueros anti-linfocitos para bloquear reacciones de
hipersensibilidad retardada, hallazgos que sugerian el potencial efecto
inmunosupresor de los sueros anti-linfocitos (47, 48).

A principios de la década de los sesentas, los investigadores Woodruff y
Anderson, demostraron incrementar la supervivencia de injertos de piel
en ratas albinas con la administracién de tres dosis intraperitoneales de
ALS (49). La capacidad de los sueros anti-linfocitos para prolongar la
supervivencia de injertos de piel fue confirmada y reproducida por otros
investigadores y asociada con la deplecion de linfocitos obtenida por la
administracion de ALS (50-53).

Motivados por los resultados obtenidos con los injertos de piel, otros
investigadores decidieron conocer el efecto del ALS en un modelo de
trasplante renal en perros (54, 55). Los resultados demostraron una
adecuada sobrevida del injerto sin incrementar la tasa de infecciones
postrasplante (54-57). En 1967, Mdnaco y colaboradores, fueron los
primeros en administrar ALS de conejo a voluntarios humanos sanos,
observando con ello una deplecién linfocitaria parcial en comparacion
con los resultados obtenidos con la administracion de ALS en roedores
y perros (58). Por este motivo, el grupo de /wasaki y colaboradores,
decidieron desarrollar un suero anti-linfocito sensibilizando a caballos
(59). La evaluacion de este nuevo suero demostré6 mejores resultados

en la deplecion linfocitaria (59).
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Con la evidencia cientifica obtenida hasta ese momento, Starz/ y
colaboradores decidieron utilizar un suero ALS de caballo vy
sensibilizados con timocitos humanos obtenidos de pacientes a quienes
se les extirpo el timo, durante una toracotomia realizada por una cirugia
de corazon (60). Los resultados de este trabajo permitieron demostrar la
utilidad clinica de un suero anti-linfocito para reducir tasa de rechazo
agudo y favorecer la sobrevida del injerto (60). Después de estos
estudios, numerosos informes en los afios setentas y ochentas
demostraron los efectos benéficos del suero ALS para incrementar la
sobrevida de los injertos en pacientes con trasplante renal (61-64). Sin
embargo, con el advenimiento de la ciclosporina (CyA) a principios de
los afios ochentas, se redujo el uso clinico de los sueros anti-linfocitos a
pesar inclusive de haberse demostrado una superioridad clinica en

comparacion con la administracion de CyA (65, 66).

1.5Generacion y mecanismos de accién del ATG.

Desde los trabajos iniciales de Metchnikoff y hasta los afios sesentas
del siglo XX, la generacion del suero anti-linfocito se habia logrado por
diversas metodologias (3). Sin embargo la técnica mas utilizada en la
mayoria de los casos fue la obtencién de sueros anti-linfocitos a partir
de conejos Nueva Zelanda (10).

La técnica consiste en inmunizar a los conejos con linfocitos obtenidos

de ganglios linfaticos, bazo o timo de animales donadores (ratas,
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ratones, conejillo de indias, etc.). Estos linfocitos posteriormente son
administrados de forma intravenosa o intraperitoneal a los conejos (11).
Como se muestra en la figura 2, al final esta metodologia requiere del
sacrificio de los conejos para la obtencion del suero, el cual es
separado de la sangre, procesado y finalmente utilizado en los animales
de estudio (11, 67). Cabe seinalar que cuando el suero del conejo se
obtuvo por la administracion de linfocitos obtenidos del timo (timocitos),

el suero anti-linfocito se denomina suero anti-timocito (10, 11).

Timocitos humanos

(Timoglobulina® )
Produccion de Purificacion
suero de conejos de IgG
Células Jurkat « Inmunizacion de conejos * Descomplementacion * Envasar
(ATG Fresenius ®) » Obtencion de suero * Hemadsorcion « Congelar en seco
de conejos * Concentracion » Empaquetado
* Diafiltracién « Etiquetado
* Cromatografia
* Precipitacion

* Pasteurizacion
* Formulacion
« Filtracion

Figura 2. Proceso de produccién de la globulina policlonal anti-timocito
de conejo.

La globulina policlonal anti-timocito, se compone de fracciones de IgG
purificadas y obtenidas del suero de conejos, caballos o cabras que

fueron previamente sensibilizadas con timocitos especificos de una
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cepa animal (10). Unas semanas después de que los conejos fueron
sensibilizados, son sacrificados para la obtencion del suero total, mismo
que debera ser pasteurizado y purificado para obtener las fracciones de
IgG especificas contra linfocitos (12).

A nivel comercial, las preparaciones mas utilizadas son la
Timoglobulina® y la ATG Fresenius-Biotech®. La primera es una
presentacion obtenidas de animales sensibilizados con timocitos
humanos (12); mientras que la segunda es una preparacion obtenida de
conejos sensibilizados con células de Jurkat (12, 68).

Respecto al mecanismo de acciéon del ATG, éste aun no esta
completamente definido y su efecto en la deplecion de linfocitos es
proceso de multiples investigaciones (69-71). Desde su primera
descripcion se sabe que el ATG es capaz de inducir una deplecion de
linfocitos (44), sin embargo se han demostrado otros potenciales
mecanismos que estan directamente relacionados con un potencial
efecto inmunomodulador del ATG sobre diversos antigenos de
superficie celular (72).

Son tres los principales mecanismos de deplecion celular identificados
hasta ahora: 1) citotoxicidad directa (73, 74), 2) induccién de apoptosis
(75) y 3) mediante opsonizacion (76). En la figura 3, se muestran los
tres principales mecanismos identificados asociados con la deplecién

de linfocitos por ATG.
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complemento
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Cascada del Lisis mediada por
complemento c Ol’l’lpl emento

Opsonizacion
Complejo de ataque de membrana

/F N
(@} Apoptosis

Figura 3. Mecanismo de accién de la globulina policlonal anti-timocito. En rojo
se muestran los tres principales mecanismos asociados con la linfodeplecion.

Por el origen policlonal del ATG se puede deducir la existencia de
multiples antigenos diana (15), lo que probablemente podria
proporcionar a la ATG diferentes efectos inmunomoduladores que aun
no son completamente conocidos (16).

De forma paralela a los estudios de deplecion celular, otros
investigadores han definido el papel del ATG en la modulaciéon de
diferentes moléculas de adhesion y de trafico celular (72). El antigeno
asociado a la funciéon de leucocitos (LFA-1), es una molécula de
adhesion intercelular expresado selectivamente en leucocitos (77). Se

ha demostrado que dosis bajas de timoglobulina tienen la capacidad
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de inducir una expresion a la baja de LFA-1, lo cual, en teoria, podria
favorecer una menor migracion de los linfocitos al injerto trasplantado y
con ello una menor probabilidad de rechazo (78, 79).

Dentro de las preparaciones de anticuerpos identificados en la ATG,
también se han identificado anticuerpos contra ICAM-1 (CD54), ICAM-2
(CD102), ICAM-3 (CD50) y para las integrinas (VLA-4, VLA-5 y VLA-6).
A pesar de esto, son pocos aun los estudios que han profundizado el
potencial impacto clinico que la ATG tendria sobre estos antigenos (79).
Un resumen de los principales blancos terapéuticos asociados con la

administracion de ATG se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Antigenos y moléculas diana asociadas con la
administracion de ATG.

Antigenos de membrana Moléculas de adhesion Otras moléculas

CD1a CD11a/CD18 (LFA-1) CD2

CD3/TCR CD44 CD5
CD4 CD49/CD29 (VLA-4) CD6
CD6 CD50 (ICAM-3) CD11b
CD7 CD51/61 CD29
CD8 CD54 (ICAM-1) CD38
CD16 CD56 CD40
CD19 CD58(LFA-3) CD45
CD20 LPAM-1 CD95
CD25 CD102(ICAM-2) CD126
CD28 CD195(CCR5) CD138
CD30 CD197 (CCR7)
CD32 CD184 (CXCR4)
CD40
CD80
CD86

CD152(CTLA-4)
HLAclase |
HLAclasell
Beta 2-microglobulina
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tros efectos de la administracion de ATG fueron estudiados por
Beiras y colaboradores, quienes demostraron una disminucion
significativa del dafio isquemia reperfusion secundario a la
administracion de globulina policlonal anti-timocito (80). Estos
hallazgos fueron asociados a una disminucion en la expresion de
moléculas de adhesion y a una menor infiltracion de células
inflamatorias, tanto en modelos experimentales en primates no
humanos, como en estudios clinicos en pacientes con trasplante de
higado y rifidén (81, 82).

Respecto al impacto que la administracién de la globulina policlonal
anti-timocito pudiera tener en otras poblaciones celulares, se sabe
que la ATG induce una marcada apoptosis de células B naive,
células B activadas y células plasmaticas (83-85). Dentro de los
potenciales antigenos asociados con esta deplecion, se encuentran
CD30, CD38, CD95, CD80 y HLA-DR, con los cuales la ATG pudiera
estar interactuando (83). El mecanismo molecular identificado en el
proceso de apoptosis de las células B, fue determinado por Zand y
colaboradores, quienes en cultivos celulares demostraron Ia
capacidad de la ATG para inhibir la via de las caspasas y la
activacion de la apoptosis dependiente de catepsina (84).

Otros investigadores han evaluado el efecto de la ATG sobre células
tipo NK (86). Las células tipo NK tienen un rol fundamental en la
iniciacidn de la respuesta inmunoldgica, debido a que se encuentran

asociadas con la activacion de linfocitos T y la liberacion de

22



interleucina 4 e interferon gamma (87, 88). Respecto al efecto que la
ATG tendria sobre las células dendriticas, Monti y colaboradores
determinaron la capacidad de la ATG para producir lisis de células
dendriticas maduras y bloquear la estimulacion con los linfocitos T
(89). Asi mismo, Giller-Hladky y colaboradores, en experimentos
realizados in vitro demostraron la capacidad de la ATG para inhibir la
maduraciéon de las células dendriticas derivadas de los monocitos y
con ello favorecer la generacion de células dendriticas tolerogénicas
ILT-3, CD123, CCR6, productoras de interferon alfa (supresor de
células TH1), luego de incrementar la expresion del RNA mensajero
de la indolamina 2,3-deoxigenasa, cuya traduccion proteica ha sido
fuertemente vinculada con la inhibicibn de la proliferacion de
linfocitos T (90, 91). Aunque que estos hallazgos han sido in vitro,
sus implicaciones clinicas no han sido completamente analizadas,
pero este efecto sugiere la probabilidad de la ATG para modular la
respuesta de la inmunidad innata (92).

En resumen, podemos sefalar que la ATG es capaz de inducir una
deplecién celular, resultado de un amplio espectro de anticuerpos
policlonales y mediante tres mecanismos principales de accion: 1)
induccién de apoptosis por citotoxicidad directa, 2) lisis mediada por
complemento y 3) opsonizacién. Sin embargo, el agotamiento de los
linfocitos T no parece ser el unico mecanismo de accion que tiene la
ATG, debido, a que se han identificado otros potenciales

mecanismos directamente relacionados con la modulacidon en la
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expresion de antigenos de superficie celular y de proteinas de
migracion celular que permiten suponer una potencial participacion
de la ATG en la respuesta inmunoldgica de pacientes trasplantados

(1,9, 13,92, 93 y 94).

1.6 Caracterizacion de la proliferacion homeostatica inducida

por la ATG.

La primera descripcion de la proliferacion homeostatica inducida por
la ATG fue realizada por Preville y colaboradores (17). Ellos
evaluaron en un modelo de trasplante de piel y de corazon en monos
Cynomolgus, el impacto de la administracion de tres dosis distintas
de ATG (dosis baja 1 mg/kg; dosis alta 5 mg/kg y dosis muy alta 20
mg/kg), en la proliferacion homeostatica de linfocitos T. Sus
hallazgos documentaron una deplecion de las células CD2, CD3,
CD4 y CD8, directamente proporcional a la dosis de ATG, excepto
para los linfocitos del timo, esto ultimo, ellos lo asociaron a un
probable acceso farmacocinético limitado de la ATG para alcanzar
este organo. Asi mismo, ellos documentaron una marcada
supervivencia del injerto dependiente de la dosis, incluso a pesar de
un rapido aclaramiento de los titulos séricos de ATG (17). En la
misma linea, Ruzek y colaboradores reportaron el efecto de una
dosis intraperitoneal de ATG en la deplecion de células de bazo,
sangre periférica, ganglios linfaticos y médula 6sea de ratones sanos
(18). Ellos documentaron una reduccion significativa de las cifras de
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linfocitos CD4, CD8, células naives, células de memoria y células T

reguladoras, con una subsecuente re-poblacion celular (18).

Un trabajo que marcé el rumbo de los estudios de la proliferacion
homeostatica, fue el realizado por Lopez y colaboradores quienes en
cultivos de linfocitos obtenidos de sangre periférica de donadores
voluntarios sanos, reportaron la capacidad de la ATG para generar
una mayor expresion de células CD4+CD25+Foxp3+ (19). El trabajo
de la Dra. Marta Lépez, asocidé el incremento de las células T
reguladoras a una mayor conversion de células CD4+CD25- a
células CD4+CD25+, sobre wuna proliferacion de las células
CD4+CD25+ naturales (19). Un hallazgo interesante de este trabajo
fue descubrir que las células T reguladoras inducidas por la ATG,
conservaron la capacidad de suprimir la respuesta antigeno-
especifica pero incapaces de suprimir la repuesta inmunoldgica
mediada por las células de memoria (19). Estos resultados
permitieron sugerir la posibilidad de utilizar a la ATG como un
farmaco inductor de tolerancia inmunologica al incrementar el
numero de ceélulas T reguladoras en pacientes receptores de
aloinjertos (9, 13). Sin embargo, un trabajo al que se le debera de
poner importante atencion, fueron los resultados publicados por
Sener y colaboradores, quienes demostraron la transformacion de
células T naives a células T de memoria (memoria-like) durante la

proliferacion homeostatica de ratones tratados con ATG (38), debido
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a que la presencia de células T de memoria potencialmente
favoreceria el desarrollo el rechazo a los injertos (37). Por este
motivo, los posibles efectos tolerogénicos de la ATG deberan de
ponerse en una balanza entre sus acciones pro-tolerogénicas
(incremento de células T reguladoras y células dendriticas
tolerogénicas) y la posible induccion de células de memoria

efectoras.

1.7 Evaluacion clinica de la administracion de ATG en receptores

de trasplante renal.

Los anticuerpos policlonales son utilizados ampliamente en la practica
clinica y a diferencia de los anticuerpos monoclonales son agentes
biolégicos con varios potenciales mecanismos de accién tal y como
se ha descrito previamente (12, 15, 16). La globulina policlonal anti-
timocito (ATG), es un anticuerpo policlonal utilizado en la practica
clinica desde hace mas de tres décadas (11). Las aplicaciones
clinicas actuales para la administraciéon de ATG son el tratamiento de
la anemia aplasica, la prevencion y tratamiento de rechazo del injerto
y en el manejo de pacientes con enfermedad injerto contra huésped
(10, 65).

La administracion de ATG en receptores de trasplante renal fue
realizado por primera vez a finales de la década de los sesentas (60).
Posteriormente, su uso se extendid en algunos grupos de trasplantes
reconocidos (61-64). Sin embargo, fueron Taylor y colaboradores en
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Canada quienes realizaron el primer ensayo clinico controlado
multicéntrico, para evaluar la eficacia y seguridad de la administracion
de ATG de caballo en pacientes receptores de trasplante renal (62).
Los resultados de este trabajo permitieron demostrar el impacto
positivo que la administracion de dosis altas de ATG (20 mg/kg/dia
por 10 dias), tuvieron para reducir la tasa de rechazo agudo y mejorar
la sobrevida del injerto (62). Sin embargo, con el advenimiento de la
ciclosporina a principios de los afos ochentas como farmaco
inmunosupresor, las aplicaciones clinicas de la ATG disminuyeron en
la mayor parte de los centros de trasplantes del mundo, limitando su
administracion a pacientes con rechazo agudo resistente a esteroides
o como terapia de induccion pre-trasplante en pacientes con alto
riesgo inmunolégico (95-97). Entre los argumentos que limitaron el
uso del ATG fueron el potencial incremento en el desarrollo de
infecciones graves y de la enfermedad linfoproliferativa del trasplante
(98, 99). Sin embargo, a principios de los afios noventas, el grupo del
Dr. Grinyo en Barcelona, demostré la eficacia de administrar un triple
esquema inmunosupresor con ATG, dosis baja de ciclosporina y
dosis bajas de esteroide, favoreciendo con ello la sobrevida de los
pacientes y del injerto, pero sin incrementar el riesgo infecciones
graves (100).

Hasta los afios noventas la mayor parte de los estudios clinicos eran
realizados con ATG obtenido de sueros de caballos, sin embargo, el

desarrollo comercial de una ATG obtenida de sueros de conejos,
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permitié al grupo del Dr. Brennan desarrollar el primer ensayo clinico
controlado, doble ciego y aleatorizado, comparando dos esquemas de
induccién pre-trasplante con las dos preparaciones comerciales de
ATG conocidas: ATG obtenida de sueros de caballos (Atgam ®)
versus ATG obtenida de sueros de conejos (Timoglobulina ®). El
resultado de este trabajo revelé una superioridad clinica de la
Timoglobulina ® sobre los pacientes que recibieron Atgam ® para
reducir la tasa de rechazo renal, pérdida del injerto, con un menor
porcenaje de infecciones por citomegalovirus (101). A partir de
entonces, el numero de estudios clinicos utilizando induccion con
ATG obtenida de sueros de conejo en receptores de trasplante renal
se incrementaron significativamente (102-108). Con estos estudios se
ha demostrado que la terapia de induccion con ATG versus
basiliximab (un anticuerpo monoclonal en contra del receptor de
interleucina 2), reduce significativamente los episodios de rechazo
agudo y retardo en la funcion del injerto en pacientes con alto riesgo
inmunoldgico (102). Mientras que el uso de la ATG en pacientes
receptores de donante vivo permitio el retiro temprano de los
esteroides (103, 104). Asi mismo la administracion de la ATG
disminuyo el retardo de la funcion del injerto en pacientes con injerto
provenientes de donadores fallecidos (105). Ademas se demostro la
eficacia de la administracion de la ATG para incrementar la sobrevida
del injerto en pacientes considerados de alto riesgo inmunologico

(106). El beneficio de la administracion de la ATG también ha sido
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demostrado en pacientes pediatricos, en donde Kamel y
colaboradores demostraron la seguridad de la administracion de la
ATG en nifios, para favorecer la sobrevida del injerto, sin incrementar
el desarrollo de infecciones graves o de enfermedad linfoproliferativa
del injerto (107). Sin embargo, una de las lineas de investigacion
clinica en trasplantes ha sido definir la eficacia y seguridad de la dosis
de administracion de la ATG como terapia de induccion en receptores
de trasplante renal (10). Estudios han demostrado, que el uso de
altas dosis de ATG (7-10 mg/kg/total), favorecieron las
complicaciones infecciosas postrasplante (108), mientras que el uso
de bajas dosis ATG (< 5 mg/kg/total) fueron suficientes para disminuir
la tasa de rechazo agudo y mejorar la sobrevida del injerto (109-111).
Esto ha permitido establecer terapias de induccion farmacolégicas de
mayor seguridad y eficacia para los pacientes candidatos a trasplante
renal (10, 11).

Otros estudios clinicos dirigidos por la Dra. Carla Baan en Holanda,
han evaluado la eficacia clinica de la administracion de ATG en la
proliferacion homeostatica de células T reguladoras, primero en
pacientes receptores de trasplante renal (23) y posteriormente en
pacientes con enfermedad renal cronica avanzada (24). En el primer
estudio, ellos demostraron como los linfocitos T CD25”"" inducidos
por ATG lograron conservar la capacidad de suprimir la proliferacion
celular de cultivos estimulados con antigenos donante-especifico y

por terceros antigenos (23). Mientras que en el segundo trabajo, se
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demostrd la capacidad de inducir células T reguladoras obtenidas de
linfocitos de sangre periférica de donadores voluntarios con
enfermedad renal crénica avanzada (24). Ellos demostraron que las
células T reguladoras inducidas por ATG, eran capaces de inhibir la
respuesta alogénica de las células T efectoras, aumentando la
expresion de interleucina-10, interleucina-27, interferon gamma,
granzima B y perforina en comparacion con las células T reguladoras
naturales (24). De forma paralela al grupo de la Dra. Carla Baan, se
publicaron dos trabajos clinicos, en los cuales se demostré la
capacidad de la terapia de induccion con ATG para incrementar el
numero de células T reguladoras en sangre periférica de pacientes
receptores de trasplante renal (22, 111, 112).

En la misma linea, Bestard y colaboradores, demostraron, como la
terapia de induccion con bajas dosis de ATG y rapamicina, se
asociaron con una menor incidencia de rechazo agudo y de forma
interesante  observaron la capacidad de este esquema
inmunosupresor para transformar la respuesta inmunologica de los
pacientes a “hiporespondedores” a estimulos donante especificos y a
terceros antigenos (113). Asi mismo, ellos documentaron que los
pacientes hiporespondedores donante especificos, presentaron una
mejor funcion renal, con un menor porcentaje de nefropatia cronica
del injerto, ambos hallazgos fueron asociados con un incremento en
la expresion histoldgica de células CD4+CD25""Foxp3+ en el injerto

de los pacientes con ATG y rapamicina (113).
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Con base en todo lo anterior y de acuerdo con los estudios de
laboratorio en los que se demostraba que dosis bajas de ATG
favorecian la proliferacion de células T reguladoras, es que
actualmente, se considera que la administracion de ATG, ademas de
favorecer una adecuada sobrevida del injerto, también, podria tener
un importante papel en el desarrollo de tolerancia inmunolégica (11,
12, 13).

En el presente trabajo de tesis nosotros nos planteamos conocer el
efecto que la administracion de una terapia de induccién con ATG
tiene en un modelo experimental de proliferacidn homeostatica. Para
cumplir lo anterior, primero desarrollamos una ATG especifica para
rata Wistar, posteriormente evaluamos los efectos in vitro del ATG en
cultivos de linfocitos T. Subsequentemente, estudiamos vy
caracterizamos con diferentes dosis intravenosas de ATG la
proliferacion homeostatica de las subpoblaciones de linfocitos T
obtenidas de sangre periférica. Finalmente evaluamos, la capacidad
funcional de las células T reguladoras inducidas por la ATG, en un

modelo experimental de trasplante renal no singénico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proliferacion homeostatica favorece el rechazo agudo y la pérdida
de los injertos al transformar las células T naives a células T de
memoria con actividad citotdxica. La globulina policlonal anti-timocito
(ATG) es un farmaco utilizado como terapia de induccion en el
trasplante de 6rganos. Estudios han demostrado que dosis bajas de
ATG favorece la induccibn de células T reguladoras
CD4+CD25+Foxp3+ (Tregs), sin embargo, otros estudios han
revelado que la administracion de ATG favorece la expresion de
células T de memoria con caracteristicas efectoras. Por lo anterior, no
se conoce completamente, cual es el efecto de la proliferacion
homeostatica inducida por la administracion de una terapia de

induccién con ATG en el trasplante de riidn.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

3.5 ¢Cual es el efecto de la globulina policlonal antitimocito en la
proliferacion homeostatica experimental del linfocito T?

3.6 4Cual es la capacidad funcional las células T reguladoras
inducidas por rATG?

3.7 ¢Existe una asociacion de la terapia de induccion con rATG con la
expresion de células T reguladoras y células T de memoria
efectoras?

3.8 ¢ Cual es el impacto de la proliferacion homeostatica inducida por

la rATG en la funcién del injerto renal no singénico?
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Iv.

JUSTIFICACION

El trasplante renal constituye el tratamiento de eleccion en el manejo
de los pacientes con enfermedad renal cronica avanzada. A pesar de
la generacion de nuevos farmacos inmunosupresores, las tasas de
pérdida del injerto asociadas con el rechazo agudo son elevadas. La
proliferacion homeostatica es un fendmeno de re-poblacion celular
asociado con el desarrollo de rechazo y perdida del injerto. La
globulina policlonal anti-timocito (ATG) es un farmaco utilizado como
terapia de induccidn en el trasplante de 6rganos. A pesar de que la
deplecién con dosis bajas de ATG induce favorece la induccion de
células T reguladoras también tambien se ha demostrado que ATG es
capaz de inducir células T de memoria efectoras. Por esta razon, el
estudio y caracterizacion de la proliferacibn homeostatica permitira
definir el fenotipo de la re-poblacion celular inducido por la ATG con el
objetivo de desarrollar mejores esquemas de inmunosupresion que
reduzcan la pérdida de los injertos y favorezcan el desarrollo de

tolerancia inmunoldgica.
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V. HIPOTESIS

La administracion de globulina policlonal anti-timocito de conejo anti
rata, modula la proliferacion homeostatica del linfocito T hacia una
mayor expresion de células T reguladoras y una prevencion de

rechazo celular agudo en el injerto renal.
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VL.

OBJETIVOS

1.

2.

Objetivo principal:
Caracterizar la proliferacion homeostatica inducida por la
administracion de la globulina policlonal anti-timocito de conejo en

ratas Wistar de las subpoblaciones de células T.

Objetivos especificos:
2.1Desarrollar una ATG de conejo especifica anti-rata Wistar
2.2Evaluar la union del rATG a linfocitos CD3+ obtenidos de
timocitos, esplenocitos y células PMBC de ratas Wistar.
2.3Conocer la capacidad del rATG para producir apoptosis in vitro
en timocitos CD3+ obtenidos de ratas Wistar.
2.4 Caracterizar la proliferacion homeostatica de subpoblaciones de
células T inducidas por la administracion intravenosa de distintas
dosis de rATG en ratas Wistar.
2.5Determinar la capacidad funcional de las células T reguladoras
inducidas por rATG en cultivos mixtos alogénicos.
2.6 Evaluar el impacto funcional de la proliferacion homeostatica

inducida por rATG en un modelo experimental de trasplante renal.
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VILI.

MATERIALES Y METODOS

1.1Animales y diseiio experimental.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar entre 250 y 350 gramos de
peso (Charles River, Harlan UK Limited) y conejos blancos de Nueva
Zelanda mayores de 2.5 kg (Charles River, Harlan UK Limited). Los
animales fueron cuidados de acuerdo con las Guias del Comité de
Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio, asi como con las Guias de
las Buenas Practicas de Laboratorio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Bellvitge, Barcelona, Espafia. Asi mismo se siguieron las
recomendaciones emitidas por la FELASA (Federation of European
Laboratory Animal Science Associations). Los conejos fueron utilizados
para la obtencion del ATG, previa sensibilizacion con timocitos de ratas
Wistar. Para el estudio de los efectos del ATG in vitro e in vivo, se
utilizaron ratas macho Wistar. Para el modelo de trasplante renal se
utilizaron ratas macho Wistar como donador y como receptor renal.

El diseio experimental se desarrollo en cinco fases. (A) Primero,
desarrollamos una ATG de conejo, especifica para ratas Wistar. (B)
Segundo, evaluamos la afinidad de nuestro ATG en ensayos de union
con poblaciones de células CD3+ obtenidas de PBMC, timo y bazo de
ratas Wistar. Posteriormente, analizamos los efectos pro-apoptéticos de
diferentes dosis de ATG (0, 10, 50, 100 y 250 mcg/ml) en cultivos con
células CD3+ obtenidas de PBMC de ratas Wistar. (C) Tercero,

desarrollamos un modelo de proliferacion homeostatica experimental
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con la administracion intravenosa de diferentes dosis de ATG (2.5, 5, 10
y 20 mg/kg de peso seco) en ratas Wistar. Adicionalmente, evaluamos la
proliferacion de las células T reguladoras mediante ensayos de
incorporacion de BrdU administrado de forma intraperitoneal a las ratas.
(D) Cuarto, en cultivos mixtos se evaluo la capacidad funcional de las
células T reguladoras obtenidas de PBMC de ratas trasplantadas vy
previamente tratadas con una dosis intravenosa de ATG. (E)
Finalmente, se analiz6 el impacto funcional de la administraciéon de
nuestra ATG en un modelo experimenta de trasplante renal no

singénico.

1.2 Generacion de la globulina policlonal anti-timocito de conejo

especifica para rata Wistar.

Brevemente, los conejos fueron inmunizados con la administracion
intravenosa de una mezcla de 1X10° timocitos/mL obtenidos de ratas
Wistar no tratadas. Los timocitos se obtuvieron de ratas macho Wistar
donadoras. Cincuenta conejos fueron sensibilizados en cuatro
ocasiones cada semana durante cuatro semanas. Al termino del
seguimiento los conejos fueron sacrificados y se obtuvo el suero,
mediante la extraccidn de sangre por puncién cardiaca. El suero de los
conejos fue procesado mediante la técnica de purificacion similar a la
utilizada para la generacion comercial de ATG® (Fresenius Biotech,

Germany). Asi mismo, sueros de conejos no inmunizados, fueron
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purificados y procesados, para obtener anticuerpos IgG no especificos,

mismos que fueron utilizados para los ensayos control (Isotipo de IgG).

1.3Caracterizacion fenotipica y separacion de células.

El analisis por citometria de flujo fue realizado utilizando un equipo
FACS Canto™ Il system (BD Bioscience, San Jose, CA) y utilizando una
combinacion de anticuerpos directamente conjugados a isotiocinato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), aloficocianina (APC) o a la
proteina peridin clorofila (PerCP). El analisis de citometria de flujo fue
realizado con al menos 100,000 eventos contabilizados por muestra.
Los siguientes anticuerpos monoclonales de rata fueron utilizados:
Cocktail T/B/NK (APC-conjugado CD3, FITC-conjugado CD45RA y PE-
conjugado CD161a) y PE-conjugado CD45RC (BD Pharmingen, San
Diego, CA), asi como PE-conjugado Foxp3, FITC-conjugado CD45R,
FITC-conjugado CD4, APC-conjugado CD25, y PE-conjugado CD3
(eBioscience, San Diego, CA) (115-118). Las tinciones extracelulares
fueron realizadas antes de las tinciones intracelulares a 4°C por 30
minutos. La tincion intracelular para Foxp3+ fue realizada de acuerdo a

las instrucciones de la casa comercial (eBioscience) (118).

1.4Ensayos de unién farmacolégica.
Para evaluar la union de nuestra ATG de conejo especifica para rata
Wistar, utilizamos 10° células marcadas con CD3+ y obtenidas de

PBMC, timocitos, y esplenocitos en una solucién de 1 mL de PBS. Las
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células fueron incubadas con una dosis de 10 mcg/mL de ATG por 30
min a 4°C, vy posteriormente fueron lavados con PBS vy
subsecuentemente marcados con anti-rigG-PE (eBioscience); este
anticuerpo mostré una afinidad de union similar a la de 1IgG obtenida por
su fabricante (3,5 y 3,7 moles con FITC e IgG, respectivamente). Todas
las células descritas anteriormente fueron marcadas con PerCP-CD3
conjugado y especifico para rata y posteriormente evaluado por

citometria de flujo.

1.5Cultivos celulares y evaluacién de la apoptosis.

Un total de 10° células marcadas con CD3+ y obtenidas de PBMC,
timocitos o esplenocitos, fueron co-cultivados con diferentes dosis de
rATG, en RPMI 1640 y estreptomicina. La cuantificacién de la apoptosis
se realizo al tiempo cero, a las 2, 24 y 48 horas de la exposicion al
rATG. Los cultivos fueron suplementados con 10% de suero bovino
inactivado con calor e incubados a 37°C, con 95% de humedad y 5% de
COs. Adicionalmente, el crecimiento de los cultivos fue evaluado en
presencia o ausencia de factores de complemento (suero especifico de
rata). Para evaluar el grado de apoptosis, las células fueron marcadas
con anexina V-PE (BD Biosciences) y cuantificada por FACS. La
necrosis fue definida con marcacion especifica para 7-actinomicina D (7-
AAD), misma que se agregd 10 minutos antes de su cuantificacion. El
porcentaje de muerte celular también se observd por microscopia optica

y tincién con azul de tripan.
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1.6Ensayos de proliferacién celular utilizando BrdU.

Previo a cada experimento, las ratas se sometieron por tres dias
consecutivos a la administracion intraperitoneal de 100 mg/kg de BrdU
(BD Biosciences). Los ensayos de proliferacion fueron realizados de
acuerdo con las recomendaciones del protocolo de proliferacion

comercial (BD Biosciences) (119).

1.7Modelo de trasplante renal y terapia de induccién con ATG.

Para el trasplante renal una rata Wistar sirvio como donadora de rifion y
una rata Wistar sirvi6 como receptora del injerto. Las ratas Wistar son
animales no consanguineos con un coeficiente de endocria F menor a
10% y con una homogeneidad genética muy baja (120-122). Las ratas
Wistar por su alta variabilidad genética tienen una alta probabilidad para
desarrollar rechazo a los injertos (123), por que el trasplante renal entre
ratas Wistar es considerado como un trasplante no singénico (124).
Todos los trasplantes fueron realizados bajo condiciones de dos horas
de isquemia fria a 4°C y utilizando solucién de preservacion tipo Celsior
(Genzyme, Corporation Cambridge, MA). La técnica quirurgica se
puede revisar en el siguiente vinculo de internet www.renal-

transplantation.com, tal y como ha sido publicada previamente (125).
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1.8Protocolo de cuidado y seguimiento postrasplante renal

Después de la cirugia los animales fueron cuidados y vigilados
mediante el protocolo de seguimiento postrasplante que se muestra a

continuacion:

A)Observacion de parametros:

1. Aspecto
Pelaje en mal estado: 1 punto
Secreciones oculares y/o nasales: 1 punto
Postura relajada en decubito prono: 5 puntos
2. Conducta
Normal: O puntos
Apatia e inmovilidad: 2 puntos
Irritabilidad e hiperactividad: 2 puntos
3. Peso
Ganancia peso a las 24h post-trasplante: 2 puntos

Pérdida >20% mas alla de 48h post-trasplante: 5 puntos

B)Aplicaciéon de medidas correctoras: Suma de puntos
0 puntos: No se aplica medida correctora
1 punto: Observar resto de parametros
2 a 4 puntos: Administrar 1 dosis analgésica

5 puntos o mas: Sacrificio
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1.9 Ensayos funcionales de supresién ex-vivo

Los ensayos de proliferacion fueron realizados utilizando un marcaje con
CFSE (Invitrogen, UK) y cuantificado la proliferacion de las células
efectoras CD8+CFSE+. Se utilizaron 10° esplenocitos obtenidos de
ratas trasplantadas “células respondedoras” y marcados con CFSE.
Posteriormente estas células fueron cultivadas con esplenocitos
depletados de células CD3+ y obtenidos de la misma rata donadora
“células estimuladoras” (estimulo donante especifico) depletados de
CD3+ via sorter. Los cultivos mixtos de esplenocitos fueron realizados
en ausencia o presencia de células T reguladoras CD4+CD25+++ en
relacion 1:1. Las células CD4+CD25+++ fueron aisladas por citometria
de flujo utilizando un equipo MoFIo® (Beckman Coulter, USA) vy
obtenidas de las PBMC de las ratas trasplantadas. Todos los cultivos
celulares fueron estimulados con 1 mcg/mL de anti-CD3 y 1 mcg/mL de
anti-CD28 (eBiosciences) y seguidos hasta el cuarto dia.
Posteriormente, las células fueron lavadas y marcadas para CFSE para
luego ser analizadas via FACS. La capacidad de supresion de las
células T reguladoras se cuantificé de acuerdo con la capacidad relativa
para inhibir la proliferacion de las células CD8+CFSE+ (126). Todos los
experimentos fueron realizados por triplicado. El esquema de la
metodologia utilizada para realizar estos ensayos de supresion se

muestra en la figura 4.
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donador especifico donador especifico y en
presencia de células
CD4+CD25+++

Figura 4. Ensayo de supresion utilizado para evaluar el posible efecto
supresor de las células CD4'CD25" obtenidas de ratas tratadas con
ATG. Los cultivos mixtos fueron estimulados con IL2, anti-CD3 y anti-CD28.
En la parte inferior izquierda se muestran los esplenocitos obtenidos de la
rata (célula respondedora). En la parte central se muestran los cultivos de
esplenocitos utilizando una mezcla de esplenocitos de rata receptora y
esplenocitos depletados de CD3+ de la rata donadora especifica (célula
estimuladora). En la parte inferior derecha se muestra el cultivo con los
esplenocitos donador especifico y las células T reguladoras en relacién 1:1.
Todos los cultivos se siguieron por 4 dias y al final se marco la proliferacion
de células CD8+ con CFSE+.

1.10 Analisis estadistico

Se utilizé estadistica paramétrica o no paramétrica dependiendo de la
distribucion de variables. Se aplico prueba T de Student o prueba de
Wilcoxon no pareada asi como prueba de U de Mann-Whitney U de
acuerdo a la distribucion de normalidad. Se consider6 como
estadisticamente significativo un valor de p menor de 0.05 bimarginal.
Los datos fueron expresados en promedio y desviacion estandar o

porcentajes.
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VIIl. DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

Variable Concepto Escala
Proliferacion Fenoémeno de repoblacion celular que aparece posterior a un
» estado de deplecion celular y que tiene como objetivo mantener la | continua
homeostatica ) . . . i .
homeostasis en el numero de células del sistema inmunoldgico
Anticuerpos obtenidos habitualmente de sueros de conejos
lobulin liclonal . . ; . . . . .
Globulina policlona previamente inmunizados con linfocitos obtenidos de timo, ganglios
- . e . - Bivariado
anti-timocito linfaticos, bazo o células mononucleares de sangre periférica de un
animal en particular.
Fenotipo celular de linfocito T, caracterizado por la expresion de
Células T reguladoras | proteinas CD4+CD25++Foxp3+ y que muestra una capacidad de | continua
suprimir la actividad funcional de las células T efectoras.
Fenotipo celular de linfocitos T que presentan una capacidad
Células T de memoria | “programada” para activar una respuesta inmunoldgica antigeno- | continua
especifica.
. . Fenotipo celular de linfocitos T maduros y que aun no muestra una
Células T naives .
- o . . Continua
actividad especifica para un antigeno en particular.
Fenotipo celular de linfocito T que presenta una capacidad
Células T efectoras Continua

funcional inmunitaria, caracterizada por la liberacién de citocinas o

por citotoxicidad directa.
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IX. RESULTADOS

1. Generacion de una ATG especifica de rata Wistar

Cuarenta conejos fueron inmunizados con timocitos obtenidos de ratas
Wistar. Al inicio cada conejo recibié 1X10° timocitos/mL de forma
intravenosa, posteriormente, cada conejo recibié 1X10° timocitos/mL,
los dias 14, 28 y 40 de forma subcutanea. Al final del seguimiento los
conejos fueron sacrificados mediante una extraccion de sangre total por
puncion cardiaca. El suero fue aislado y procesado para obtener un
suero inmune con una concentracion de anticuerpos anti-timocitos de
100 mg/mL y un suero no inmune este ultimo obtenidos de conejos no

sensibilizados de 50 mg/mL (figura 5)

€ §
° o ¥ )
— P
Timocitos de o
ratas Wistar
Produccién de Purincaeién
suero de conejos
* Inmunizacion de conejos * Desce nnplumm acion * Envasar
* Obtencion de suero * Hemadsorcion » Congelar en seco
de conejos * Concentracion + Empaquetado
* Dialiltracion + Etiquetado
* Cromatografia
* Precipitacion
v SC SC SC + Pasteurizacion

* Formulacion
l 1’ l‘ 1‘ * Filtracion
0 14 28 40 Suero Inmune | 100 mg/mL
Suero No Inmune| 50 mg/mL

Figura 5. Protocolo utilizado para la obtencién de suero anti-timocito
de conejo contra rata Wistar.
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2. ATG se une eficazmente a los timocitos, PBMC y esplenocitos e

induce una adecuada apoptosis celular in vitro.

Los ensayos de union demostraron que el 99 + 0,01% de los timocitos,
98+0,05% de las PBMC y el 75£7,5% de los esplenocitos, se unieron de
manera eficaz a nuestra rATG (figura 6). La saturacidn maxima persistio
durante al menos 24 horas. Durante la incubacion de los cultivos, no se
encontré uniones en ausencia de anticuerpo (medio solo) o en presencia

de anticuerpo 1gG control (Isotipo IgG).

100

90
80

70
60
50
40
30

Porcentaje de union de rATG en CD3+

20
10

Timocitos PBMC Esplenocitos

FIGURA 6. Ensayo de uniéon de la globulina policlonal anti-timocito de
conejo anti-rata. Se muestra el porcentaje de unién entre la rATG y las
células CD3+ obtenidas de timocitos (izquierda), PBMC (centro) vy
esplenocitos (derecha). 10° células CD3+ fueron incubadas con 10 pg/mL de
rATG por 30 min a 4°C y posteriormente marcados con anti-rigG-PE y
PerCP-CD3 conjugado.

En la figura 7A , se muestra el grado de apoptosis celular después de 2
horas de cultivar timocitos CD3+ con diferentes concentraciones de

rATG. Se observo una diferencia estadisticamente significativa entre la
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presencia (barras oscuras) y la ausencia (barras blancas) de suero
especifico para rata (proteinas del complemento) a partir de células
CD3+ cultivadas con 50 pg/ml (a= 38% vs. 48%, p< 0,05 ), 100 ug/ml (b=
49% vs. 62 %, p< 0,01) y 250 pg/ml (C= 76% vs. 93%, p< 0,001) de
rATG. Estos resultados permiten demostrar el efecto de las proteinas del
complemento en el mecanismo de accion de ATG. La figura 7B muestra
los paneles de FACS representativos de los diferentes efectos
apoptoticos de la rATG, en un experimento especifico con diferentes

concentraciones de rATG luego de dos horas de cultivo.

>
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|:] Sin suero especifico de rata
90 —
Con suero especifico de rata
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50
40
30
20

10

Porcentaje de células apoptoéticas (%)

0 mcg/mL 10 meg/mL somecg/mL 100 meg/mL 250 meg/mL

FIGURA 7. Apoptosis In vitro de células CD3+ utilizando diferentes dosis
de globulina policlonal anti-timocito de conejo anti-rata. (A) Porcentaje de
apoptosis celular luego de dos horas de cultivo de timocitos CD3+. Las barras
en castafio muestran el porcentaje de células apoptoticas asociadas con dosis
crecientes de rATG. Las barras en azul muestran los cultivos de timocitos CD3+
con diferentes dosis de rATG con un porcentaje mas alto de apoptosis cuando
se agrega suero especifico de rata (proteinas de complemento). La
comparacion de cultivos mostro diferencia estadistica significativa con dosis de
50 hasta 250 pg/mL (a= p<0.05; b= p<0.01; y c= p<0.001).
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(B) Paneles de FACS representativos de un experimento en los cuales se
muestran los efectos de la ATG en un solo experimento. En cada panel, el
cuadrante inferior izquierdo representa a las células vivas, mientras que el
cuadrante inferior derecho y el cuadrante superior derecho representan a las
células con apoptdsis temprana y apoptosis tardia respectivamente. En este
experimento la apoptosis temprana fue de 14% (sin ATG), 31,2% (con 10
pg/ml de ATG), 62,6% (con 50 pyg/ml de ATG), 23,3% (con 100 pg/ml de
ATG) y 34,6% (con 250 pyg/ml de ATG), respectivamente. Mientras que las
cifras de apoptosis tardia fueron de 1,1% (sin ATG), 1,3% (con 10 ug/ml de
ATG), 13,8% (con 50 ug/ml de ATG), 30,5% (con 100 pyg/ml de ATG) y
54,5% (con 250 pg/ml de ATG), respectivamente.

3. Proliferacion homeostatica inducida a través de diferentes dosis

de ATG en distintas subpoblaciones de células T.

El impacto de diferentes dosis de rATG se analiz6 a través de los

cambios fenotipicos observados en las sub-poblaciones de linfocitos T.

Como se muestra en la figura 8 (A-F), el tratamiento con rATG indujo

una deplecioén transitoria dosis-dependiente de los linfocitos T; las células

T naives se agotaron rapidamente incluso con dosis mas bajas de ATG,
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mostrando una repoblacion celular lenta; en tanto las células T de
memoria efectoras requirieron dosis mas altas rATG para depletarse y
ademas presentaron una proliferacion mas rapida a nivel de la sangre
periférica (excepto para las dosis muy altas de rATG 20 mg/kg). (A)
Deplecion de las células CD3+: a= Isotipo IgG vs. todas las dosis de
rATG (p< 0,05 ); b= Isotipo 1gG vs. 5, 10, o 20 mg/kg (p < 0,01); c=
Isotipo IgG vs. 5, 10, o 20 mg/kg (p< 0,001); y d= Isotipo I1gG vs. 20
mg/kg (p< 0,0001). (B) Resultados con las células CD4+: a= Isotipo 1gG
vs. todas las dosis de rATG (p< 0,001); b= Isotipo IgG vs. todas las dosis
de rATG (p< 0,001); c= Isotipo IgG vs. 5, 10, y 20 mg/kg (p< 0,001); y d=
Isotipo IgG vs. 10 y 20 mg/kg (p< 0,001). (C) En relacion con el
agotamiento de las células CD8+: a= Isotipo IgG vs. todas las dosis de
rATG (p< 0,05); b= Isotipo IgG vs. 5, 10, y 20 mg/kg (p< 0,01); y c=
Isotipo 1gG vs. 10 y 20 mg/kg (p< 0,001). (D) Las células
CD4+CD45RC"9" (células T de memoria efectoras): a= Isotipo IgG vs. 10
y 20 mg/kg (p< 0,001); b, c, y d= Isotipo IgG vs. 20 mg/kg (p< 0,01). (E)
Respecto a las células CD4+CD45R (células T naives): a= Isotipo 1gG
vs. todas las dosis de rATG (p< 0,05); b= Isotipo IgG vs. 5, 10, y 20
mg/kg (p< 0,05); y c= Isotipo IgG vs. 10 y 20 mg/kg (p< 0,05). Como se
muestra en la figura 8F, las células NK mostraron una deplecion rapida
inducida por la rATG con una repoblacion rapida en sangre periférica,
CD161+: a= Isotipo IgG vs. todas las dosis de rATG (p< 0,05) y b=
Isotipo 1gG vs. 5, 10, y 20 mg/kg (p< 0,05). Nosotros no pudimos
demostrar algun efecto del rATG sobre las células B (datos no

graficados).

49



0
45
40
s
w 8
% 0 =
38
5
[ = 25 5
g 4
é 20 S
15
10
5 5
0 0
0 1 4 7 o 14 0 1 qa 7 Days 14
ays
C: CD8+ D: CD4+CDASRCM® (células de memoria efectoras)

as

a0

wn wn 2
3, g —
g Z j#,% = %
Q <
=] E i
5 s 1 —
o a — L
0 -~ -_"—‘——!' i
20
10
! [T | 1 7 Davys 14 ' o 1 7 Days L]
E: CD4+CDA5SR (células T naives) F-cD161 (células NK)

12

10

a

*”i‘i"’ —

o

Porcentajes

/

Porcentajes
a

K

B—rss <O 1SOtPO wif 2.5 Mg /kg —@— 5 mg/kg —.— 10 mg/kg + 20 mg/kg
1gG

FIGURA 8. Proliferacion homeostatica in vivo inducida por rATG. Se
muestran las gréficas de los diferentes cambios fenotipicos observados en las
subpoblaciones de células T de sangre periférica con diferentes dosis Unicas de
rATG (cada grupo tiene nueve ratas). Isotipo IgG (diamantes amarillos); control
PBS (cuadrados naranjas); 2.5 mg/kg (cruces rojas); 5 mg/kg (circulos verdes);
10 mg/kg (circulos azules); y 20 mg/kg (triangulos cafés). (A) Deplecién de
células CD3+. (B) Hallazgos en linfocitos CD4+. (C) Representa a los linfocitos
CD8+. (D) Fenotipo correspondiente a las células T de memoria
CD4+CD45RC"®". (E) Se muestran las células T naives CD4+CD45R. (F)
Corresponde a las células asesinas naturales (células NK) CD161+.
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4. ATG induce una expansion transitoria in vivo de las células

CD4+CD25++Foxp3+ (Tregs).

El efecto observado en la expansiéon de las células Treg en sangre
periférica se muestra en la figura 9 (A-D). (A) Después del tratamiento
con rATG, los animales mostraron una deplecion de Tregs directamente
proporcional a la dosis administrada (a= Isotipo IgG vs. todas las dosis
de rATG, p<0,05). Posteriormente, se observdo una proliferacidon
progresiva de estas células, con un punto mas alto de proliferacion al
séptimo dia de la administracion de rATG (b= Isotipo 1gG vs. 10 y 20
mg/kg, p< 0,001), a partir de entonces volver a sus valores basales. (B)
Paneles de FACS representativos que muestran el efecto de rATG en un
solo experimento. Las cajas de los paneles muestran los cambios en el
numero de Tregs a través del tiempo, luego de la administracién de una
dosis intravenosa de rATG (10 mg/kg): 1,7% (dia 0), 0,1% (dia 1), 3,2%
(dia 4), 5,7% (dia 7) y 1,1 % (dia 14). (C) Se muestran los resultados de
la incorporacién de BrdU por parte de las células Tregs. La linea y
cuadrados anaranjados representan los resultados observados en un
grupo de ratas Wistar no tratadas (el control se realizé con la
administracion intravenosa de PBS) (n= 3). La linea y circulos de color
azul, representan a las ratas tratados con una dosis intravenosas de
rATG (10 mg/kg) (n= 3). Se puede observar como las Tregs de sangre
periférica muestran una deplecidon transitoria pero con un incremento

gradual y significativo de las células CD4+CD25++Foxp3+BrdU+ en los
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dias 7 y 14. En comparacion con las ratas no tratadas, se demostré un
incremento estadisticamente significativo de las células
CD4+CD25++Foxp3+BrdU+ a favor de las ratas tratadas con rATG (a=
p< 0,001, b= p<0,001, y c= p<0,001). (D) Se muestran los paneles de
FACS representativos de un experimento unico, se puede observar como
a través del tiempo, la proliferacion de Tregs marcadas con BrdU
mostraron los porcentajes mas altos. De izquierda a derecha y de arriba
a abajo, se observan a las células marcadas con BrdU+ dentro de las
células Foxp3+ con 0,2% (dia 0), 0,1% (dia 1), 1,8 % (dia 4), 4,8% (dia
7)y 2,7% (dia 14), lo que ilustra una rapida expansion de Tregs inducida

por rATG.
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FIGURA 9. Proliferacion de CD4+CD25++Foxp3+ después de la
administracion de ATG anti-rata. Cambios fenotipicos celulares observados
con diferentes dosis unicas de rATG. (Cada grupo tiene nueve ratas). Isotipo
IgG de conejo (diamantes amarillos) y PBS (cuadros naranjas) como
controles; ATG 2.5 mg/kg (cruces rojas), 5 mg/kg (circulos verdes), 10 mg/kg
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(circulos azules), and 20 mg/kg (triangulos cafés). A) Los animales tratados
muestran una deplecion inicial del numero absoluto de células T reguladoras
directamente proporcional a la dosis de rATG administrada.

PE- Foxp3 +

(B) Paneles representativos de FACS demostrando el efecto en un solo
experimento de la ATG anti-rata.
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(C) Se muestran los resultados del porcentaje de incorporaciéon de BrdU a las
células Tregs. La linea y cuadrados naranja, representan al grupo control de
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ratas Wistar no tratadas (administracién intravenosa de PBS) (n=3). La linea
y circulos de color azul, representa a las ratas tratadas con una dosis
intravenosas de rATG (10 mg/kg) (n= 3).

D

Dia0 . Dial " Dia 4

+ Dia7 +  Diald4

U———

APC-BrdU+ mis PE-FoxP3+  ——>

(D) Paneles de FACS representativos de un solo experimento en el que se
puede observar la proliferacion de Tregs marcadas con BrdU a través del
tiempo. En los recuadros se puede observar de izquierda a derecha y de
arriba a abajo a las células marcadas Foxp3+ mas BrdU+ con 0,2% (dia 0),
0,1% (dia 1), 1,8 % (dia 4), 4,8% (dia 7) y 2,7% (dia 14), lo que ilustra la
rapida expansion de las Tregs inducidas por la rATG.

5. Tregs inducidas y obtenidas de la sangre periférica de ratas con
trasplantes de rifidn y tratadas con rATG mostraron una capacidad
efectiva de supresién aloinmune y un aumento en la proporcion del

cociente de células Tregs/Teffectoras.

Para esta parte del analisis, se realizaron seis trasplantes renales no
singénicos. Tres ratas recibieron induccion con una dosis intravenosa de
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10 mg/kg de rATG y tres ratas no recibieron induccion con rATG. En la
figura 10A, en el cuadrante superior derecho, se muestra el porcentaje
de células CD3+CD4+CD25+++ obtenidas de muestras de sangre
periféerica de una rata tratada con rATG (panel izquierda) y de una rata
no tratada con rATG (panel derecha). El recuadro superior externo
mostro que las células CD4+CD25+++ presentaban hasta un 72% de
expresion para Foxp3+. Por este motivo, las células localizadas en esta
region, fueron las seleccionadas para llevar acabo los cultivos mixtos y
con ello determinar su actividad supresora. Como se muestra en la
figura 10B, las células T reguladoras inducidas por la rATG y obtenidas
de la sangre periférica de animales trasplantados de rifidn, mostraron
una actividad supresora aloinmune eficaz al demostrar una adecuada
capacidad para inhibir la proliferacién de las células T efectoras CD8+ en
los cultivos mixtos con Tregs. Aunque se observo una mayor supresion
con las Tregs obtenidas de las ratas tratadas con rATG no se demostro
una diferencia estadistica significativa (rATG= 5,971+£1,208 vs. No ATG=

8,012+1,143, p= 0,329).

55



ATG No ATG

19

daal

4
0
1
!

il
™ SEPEEPETITY ST

0

)
il

APC- CD25

,‘.
' . SN
T
-

o
10

10°

FITC-CD4

FIGURA 10. Células T reguladoras inducidas por ATG muestran una
efectiva capacidad supresora aloinmune. Para esta parte del estudio se
realizaron seis trasplantes renales no singénicos. Tres ratas recibieron una
dosis intravenosa unica de 10 mg/kg de rATG como terapia de induccion.
Mientras que las otras tres ratas no recibieron ninguna terapia de induccion.
(A) Paneles que muestran las células CD4+CD25+ obtenidas de la sangre
periférica al séptimo dia postrasplante. A la izquierda el panel es
representativo de una rata tratada con rATG; a la derecha es un panel
representativo de una rata trasplantada que no recibié terapia de induccion
con rATG. En ambos paneles se marca el recuadro interior y superior con las
células CD4+CD25+++, estas células presentaban una expresion para
Foxp3+ arriba del 73%. Por esta razdon estas células fueron las células
seleccionadas para los ensayos de supresion.
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(B) Esta grafica muestra los resultados la proliferacion de células
CD8+CFSE+ de los co-cultivos de esplenocitos obtenidos de las ratas
trasplantadas. Las barras de la extrema izquierda se observa los cultivos de
esplenocitos luego de cuatro dias de incubacién y sin ningun tipo de
estimulacion. Las barra del centro izquierda representan los cultivos
estimulados con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Las barras de centro a la
derecha corresponden a los cultivos de esplenocitos estimulados con
esplenocitos donante especificos. Al final se encuentran las barras de la
extrema derecha que representan la supresion inducida por las células T
reguladoras. Como se puede observar, luego de cuatro dias de incubacion
las Tregs obtenidas de las ratas trasplantadas con o sin terapia de induccion
con rATG fueron capaces de suprimir la proliferacion de las células T CD8+
(a=rATG: 597111208 versus No ATG: 8000+£1143, p=0.329).
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Por otro lado, un hallazgo interesante fue cuando se analizé el
comportamiento fenotipico de las sub-poblaciones celulares de las ratas
trasplantadas, en las que se observd que la relacion entre las células
Tregs y las células T de memoria efectoras presentaban un aumento
significativo del cociente Treg/Teffectoras a lo largo del tiempo en el

grupo de ratas tratadas con rATG (figura 11).
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FIGURA 11. La ATG anti rata incrementa el cociente Tregs/T efectoras. Un
analisis de la relacion entre las células T reguladoras (CD4+CD25++FoxP3+) y
las células T efectoras (CD4+CD45RC"9") obtenidas de sangre periférica de las
ratas trasplantadas con o sin terapia de induccion con rATG revelé un aumento
significativo de la relacion de Treg/Tefectoras a lo largo del tiempo. Este efecto
fue significativamente mas evidente en las ratas tratadas con rATG en
comparacion con las ratas que no recibieron este medicamento: a= ATG
0,4+0,03 vs No ATG 0,24+0,05, p< 0,01 (Dia 4); b= ATG 0,51+0,09 vs No ATG
0,28+ 0,01, p< 0,001 (dia 7).
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6. Se observé una mejor funcidén del injerto renal en las ratas

trasplantadas que recibieron terapia de induccion con rATG.

En comparacion con las ratas que no recibieron terapia de induccion con
rATG, la administracion de 10 mg/kg de rATG, favorecid una mejor
funcion del injerto renal cuantificada al séptimo dia de seguimiento
postrasplante (figura 12), en donde, las cifras de creatinina sérica fueron
significativamente menores (a= rATG: 0.8+0.4 vs. No ATG 4.2+1.2 mg/d|,
p< 0.01); de igual forma, la cuantificacion de la depuracion de creatinina
fue significativamente mas alta en el grupo tratado con rATG (a= rATG:
1.01:0.4 vs. No ATG 0.06+0.01 mL/24 horas, p< 0.01). Cabe sefialar que
el deterioro en la funcién renal en las ratas que no recibieron rATG se
asocio con datos histologicos de rechazo celular agudo e inflamacion

(figura 13).
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FIGURA 12. La administraciéon de ATG mantiene una adecuada funcién
del injerto en ratas con trasplante renal no singénico sometidas a una
dosis Unica de terapia de induccién de 10 mg/kg de rATG intravenoso.
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La evaluacion de la creatinina sérica se realizé al séptimo dia de seguimiento
postrasplante y mostré una diferencia estadisticamente significativa (a= ATG:
0.8+£0.4 versus No ATG 4.2+1.2 mg/dl, p< 0.01). Asi mismo la depuracion de
creatinina tambien cuantificada al séptimo dia de seguimiento postrasplante
fue significativamente superior en las ratas tratadas con rATG (a= ATG:
1.01+0.4 versus 0.06+0.01 mL/24 horas, p< 0.01).

FIGURA 13. La terapia de induccién con rATG evito el desarrollo de
rechazo celular agudo en ratas sometidas a un trasplante renal no
singénico. Las fotografias muestran tinciones con hematoxilina y eosina en
cortes histologicos representativos: (A) cortes de un injerto renal
representativo de una rata tratada con rATG sin evidencia de rechazo agudo
(Acido periyédico de Schiff X400). (B) Cortes de un injerto renal
representativo de una rata no tratada con rATG en la que se observa datos
histolégicos de tubulitis con infiltracion linfocitaria y célular compatible con
rechazo celular agudo (Acido periyédico de Schiff X200). (C) Amplificacion de
un corte representativo de injerto renal de una rata trasplantada con ausencia
de terapia de induccion y datos de glomerulitis y tubulitis compatible con
rechazo celular agudo (Acido periyédico de Schiff X400)
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X.

DISCUSION

Nuestro estudio muestra el efecto de una rATG especifica para rata
Wistar en la proliferacion homeostatica de linfocitos T. El analisis de los
estudios in vitro evidencid6 una adecuada capacidad para inducir
apoptosis. Mientras que los resultados de la evaluacion in vivo revelaron
una deplecion rapida de las células CD3+, CD4+, CD8+, células T
reguladoras, células naives y células NK, de forma directamente
proporcional a la dosis rATG. Sin embargo este efecto no fue
proporcional para las células T de memoria efectoras, las cuales, para
depletarse, necesitaron dosis significativamente mas altas de rATG. Un
punto importante de nuestros hallazgos fue el incremento progresivo y
significativo del cociente de células Tregs/Teffectoras durante Ila
proliferacion homeostatica de ratas con trasplante renal alogénico. Asi
mismo el estudio de supresion utilizando Tregs inducidas por rATG,
mostré una adecuada capacidad de inhibir la proliferacion de células
CD8+, en cultivos alogénicos mixtos. Estos hallazgos se tradujeron en
una notable funcion del injerto en las ratas que recibieron terapia de
inducciéon con rATG. Con estos resultados nosotros confirmamos el
efecto inmunomodulador que tiene el rATG, mas alla de la simple

deplecion de células T en los alotrasplantes.

El efecto de diferentes dosis de ATG en poblaciones celulares fue
descrita por primera vez por Preville y colaboradores en monos

Cynomolgus (17), mas adelante se publicaron estos efectos sobre
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células periféricas de ratones y en algunos estudios en seres humanos
(18, 22, 23, 24, 112). De hecho, varios grupos han demostrado que la
adicién de dosis bajas de ATG son capaces de incrementar la expresion
de CD4+ CD25++Foxp3+ conservando adecuadamente sus propiedades
supresoras en cultivos alogénicos (19, 22, 113, 127). En este sentido,
nuestro estudio también muestran un modelo de proliferacion
homeostatica caracterizado por una expansioén de células T reguladoras

después de la administracion inclusive de dosis bajas de ATG.

El efecto que las células T reguladoras tienen sobre la proliferacion
homeostatica de linfocitos T fue evaluada por Shen y colaboradores
quienes demostraron que las Tregs interferian en la division celular de
las células T al provocar probablemente una baja afinidad de su receptor
(TCR) a ligandos; ademas las Tregs interfirieron en la diferenciacion
celular de las células T naives a células T de memoria y se demostro la
participacion de las Tregs para favorecer la apoptosis de las células T
CD4+ de memoria efectoras (6). Winstead y colaboradores observaron
que las células T reguladoras proporcionaban un efecto modulador de la
respuesta inmune ya que la ausencia de Foxp3+ durante la proliferacion
homeostatica ocasionaba la perdida de la capacidad de respuesta
antigeno-especifica, mientras que la presencia de Tregs en los periodos
de reconstitucion inmunolégica, permitieron conservar la diversidad de
TCR de forma 6ptima con capacidad de respuesta antigeno especifica

(128). Estos hallazgos sugieren la participacion de las Tregs en la
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modulacion de la re-poblaciéon celular durante la proliferacion
homeostatica, o que permiten suponer la importancia en la practica
clinica que potencialmente tendria la administracion de rATG como

terapia de induccion en los trasplantes de 6rganos (1, 9, 13)

Como se ha comentado previamente, la evidencia experimental muestra
que la proliferacion homeostatica, puede funcionar mediante la
generacion de células T de memoria aloespecifica resistentes a
estrategias inductoras de tolerancia inmunolégica, como una barrera a la

tolerancia del trasplante de 6rganos solidos (7, 8, 129).

Por lo tanto, parece que el equilibrio entre las respuestas inmunes
reguladoras y efectoras podria ser crucial para determinar el estado
inmunoldgico predominante durante la proliferacion homeostatica (9).
Mientras que las células T de memoria son mucho mas resistentes a la
deplecion y requieren de dosis altas de ATG, las células naives y la
Tregs proliferan en niveles significativamente mas altos a las células T

efectoras aun con la administracion de dosis bajas de ATG (1).

En este sentido, los resultados de nuestro estudio, revelaron un aumento
de la relacion celular Tregs/Tefectoras durante la proliferacidon
homeostatica inducida por rATG. Estos resultados sugeririan una
potencial preferencia bioldgica inducido por la ATG hacia una modulacion
reguladora de la respuesta celular mas que promover una funcion

inmunoldgica efectora. Estas observaciones también podria ser de gran
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relevancia clinica ya que la combinacion de rATG con otros
inmunosupresores, potencialmente podria favorecer un efecto
tolerogénico. En esta linea, trabajos realizados previamente en nuestro
servicio permitieron demostrar que la combinacion de ATG con
rapamicina seria de gran interés para promover una hiporespuestas
donante especifica aun después del trasplante renal (113, 130). Noris y
colaboradores demostraron que el uso de dosis altas de inhibidores de la
calcineurina, podria dejar potencialmente sin efecto la regulacién inmune
impulsada por las células T reguladoras inducida por la administracion de
ATG (131), sefalando la importancia de modular la respuesta inmune
con farmacos que permitan inducir un efecto tolerogénico como serian la
administracion conjunta con dosis bajas de sirolimus, mofetil

micofenolato o ATG (131).

Una barrera importante para la regulacién aloinmune en los seres
humanos ha sido la presencia de una alta frecuencia de células T de
memoria efectoras preformadas (132). Estudios han senalado, que el uso
de agentes depletores de células T podrian favorecer especialmente la
proliferacion homeostatica de las células T de memoria efectoras y con
ello incrementar el riesgo de rechazo al injerto en pacientes con
esquemas de inmunosupresion libres de inhibidores de calcineurina (41).
Curiosamente, en nuestro estudio, hemos demostrado que ademas de
conservar la funcion supresora las células T reguladoras, la

administracion del ATG favorecido una mayor proporcion de la relacidon
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Tregs/Teffectoras. Estos datos sugieren que no sélo la preservacion de la
actividad supresora de Tregs, sino también el aumento de la relacion de
Tregs respecto a las células T efectoras podrian anadir a la ATG un valor

bioldgico que facilite la hiporeactividad anti-donador (113, 130, 133).

Nosotros creemos que nuestros hallazgos podrian ser equivalentes a los
que se podrian obtener utilizando otras preparaciones de ATG en
humanos, especificamente con Timoglobulina. La generacion de nuestro
ATG fue realizado mediante la inmunizacion de conejos con timocitos de
ratas Wistar, mientras que la generacion de otras presentaciones de ATG
como ATG-Fresenius se obtiene mediante la inmunizacion con células
Jurkat (11, 12). Popow y colaboradores, recientemente han discutido
como los efectos inmunomoduladores e inmunosupresores de las
distintas presentaciones de ATG es mediado por la interaccion de
multiples anticuerpos dirigidos contra una amplia variedad de potenciales
antigenos celulares (134). Popow realiz6 un analisis experimental
minucioso y utilizando clonaciones de expresiones retrovirales,
estudiaron la diversidad de la expresion de anticuerpos de Timoglobulina
versus ATG-Fresenius, encontrando importantes diferencias en la
expresion de anticuerpos contra distintos antigenos lo que traduciria en
potenciales variaciones clinicas al momento de su administracion (134,
135). En esta linea, Cicora y colaborares publicaron un estudio clinico
retrospectivo en que la comparacién entre las dos presentaciones

comerciales de ATG no mostro diferencias clinicas significativas luego de
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tres meses de seguimiento (136). De forma similar Schnetzler no
encontré diferencias al estudiar el impacto de dos presentaciones en
pacientes receptores de corazén (137). Sin embargo, Terasako y
colaboradores observd un mayor efecto inmunosupresor con
Timoglobulina en receptores de trasplante de medula 6sea respecto a la
presentacion de ATG-Fresenius, lo que favorecid una mayor incidencia
de infecciones asociadas a CMV (138). Tomando en cuenta estos
hallazgos y considerando las variaciones de anticuerpos entre las
distintias presentaciones comerciales de ATG podria ser interesante
evaluar mediante un ensayo clinico controlado el papel de estas dos
presentaciones comerciales de ATG en pacientes receptores de

trasplante renal.

Una importante traduccion bioldgica de nuestros experimentos, ocurrio al
analizar la funcion del injerto de las ratas sometidas a trasplante renal
que recibieron terapia de induccion con rATG; estas ratas presentaron
menores cifras de creatinina y mejores niveles en la depuracién de
creatinina fendbmeno que fue asociado con la ausencia de rechazo celular

agudo en el injerto.

En conclusion, nuestro estudio proporciona evidencias interesantes de
un efecto modular de una ATG especifica para rata Wistar en la
proliferacion homeostatica de células T. Se demostré un incremento en
las células T reguladoras, con una capacidad supresora alogénico

conservada, destacando también, el cambio en la relacion
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Tregs/Tefectoras lo que brindaria a este rATG potenciales propiedades
inmunomoduladoras mas alla de la deplecion celular caracteristica.
Creemos que nuestros datos podrian ser de relevancia clinica ya que la
combinacion de diversas farmacos inmunosupresores utilizados con el
ATG, serian cruciales para promover el efecto tolerogénico en receptores

de trasplante de 6rganos.
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