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l. INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) se define como una anormalidad estructural o
funcional que permanece por mas de tres meses en un paciente. El rifidn tiene
funciones como lo son endocrinas, metabdlicas y excretoras. Se ha establecido un
limite de tres meses para definir y establecer la presencia de ERC, este lapso de
tiempo obedece a dejar de lado aquellas causas de dafo renal que son
potencialmente reversibles como los son procesos infecciosos, alteraciones
hemodinamicas o glomerulonefritis. La parte funcional excretora del rifion es la que
nos permite categorizar el dafio renal mediante la estimacién del filtrado glomerular.
Se acepta ampliamente clasificar a una paciente con ERC cuando presenta filtrado
glomerular < 60ml/min/1.73m2 por mas de tres meses (Of & Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group, 2013). La ERC es una
enfermedad que puede ser atendida en sus estadios iniciales por meédicos
internistas. Sin embargo, en estadios avanzados, es importante que sean valorados
por médicos especialistas en este caso nefrélogos, ya que existen factores como lo
son hipertension, albuminuria y demas comorbilidades que determinan la progresion
del dafo renal cronico a necesidad de tratamiento sustitutivo. El manejo de estos
factores de progresion de enfermedad renal son los que definen tanto el éxito al
tratamiento como el mantener libre de terapia sustitutiva al pacientes portador con
ERC (Levey et al., 2012).

La prevalencia de factores de riesgo para ERC en México ha sido identificada
mediante la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), la cual es un

estudio epidemiolégico encaminado a explorar tanto la obesidad como el sobrepeso
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en la poblacion. Los resultados de este estudio epidemiolégico mostraron que en
México, el 9.2% de los adultos son portadores de Diabetes Mellitus (DM), mostrando
un aumento en relacion al afo 2000 donde la proporcién era del 5.8%. Otro
resultado que llama la atencidn es que tanto hombres como mujeres tienen una alta
proporcién de hipertension arterial sistémica (HAS, del inglés hypertension arterial
systemic), 33.3 y 30.8% de la poblacion general, respectivamente (Barquera,
Campos-Nonato, Hernandez-Barrera, Pedroza-Tobias, & Rivera-Dommarco, 2013).
La prevalencia de ERC en México es desconocida, sin embargo, se han realizado
esfuerzos destacables en materia epidemioldgica que han mostrado datos muy
importantes en poblaciones especificas. Un ejemplo de esto es él estudio realizado
por el Dr. Obrador (Obrador et al., 2010) donde se compara la prevalencia de ERC
en poblaciones de alto riesgo, como lo son DM2 e HAS. El estudio mostré una
prevalencia de ERC del 22% en la ciudad de México y del 33% en Jalisco. Es
importante hacer énfasis en que entre las poblaciones de estudio habia 38 y 35%
de pacientes con DM2 asi como 31y 38 % de pacientes con HTA.

Los datos epidemiologicos en América Latina, destacan que México esta solo por
debajo de Puerto Rico en la tasa de incidencia de ERC avanzada. En cuanto a la
poblacion que requiere tratamiento sustitutivo como lo es hemodialisis o dialisis
peritoneal, México tiene una tasa de 420.9 casos por millon habitantes de los cuales
el 58 % son diabéticos (Maria Cusumano et al., 2016). En México, la prevalencia de
ERC en la poblacién general es de 8 al 11% segun datos de la Fundacion Mexicana
del Rifidn. Es importante mencionar que tanto México como Taiwan y EUA son los
paises donde se reporta la mas alta prevalencia de ERC a nivel internacional. En

México, actualmente la tasa es de 421 casos por millones de habitantes y en 10
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anos, la prevalencia aument6 122% segun el reporte de United States Renal Data
System (USRDS, 2016).

Con esta informacidn parcial sobre el panorama real de datos epidemioldgicos sobre
la ERC en México, la prevalencia estimada, asi como la prevalencia en grupos de
alto riesgo como lo son DM y HAS nos obliga a implementar politicas publicas sobre
prevencion de factores de riesgo y diagnodstico temprano para ERC asi como
optimizar los parametros en cuanto al manejo de pacientes con ERC en terapia
sustitutiva.

Una vez que el paciente ha sido diagnosticado con ERC avanzada y requiere alguna
de las terapias sustitutivas, el trasplante renal (TR) es la modalidad de terapia
sustitutiva mas efectiva, en relacion a calidad de vida y sobrevida (Wolfe et al.,
1999).

Los pacientes con ERC que llegan al TR requeriran terapia inmunosupresora de
forma definitiva, desde antes que reciban el trasplante propiamente hasta que por
alguna razon el injerto renal o rifidn trasplantado deje de funcionar. El esquema
inmunosupresor estandar usado en los pacientes que son trasplantados comprende
tres fases. La primera fase corresponde al tratamiento de induccidn, este se refiere
al manejo inmunosupresor que el paciente recibe justo antes de recibir el érgano a
trasplantar, este tratamiento tiene como funcidn bloquear parcialmente las vias de
co-estimulacion favoreciendo asi la tolerancia inmunoldgica. La segunda fase
corresponde al tratamiento de mantenimiento a base de un triple esquema en el que
la mayoria de los casos esta conformado por esteroide a dosis bajas, un inhibidor
de calcineurina y un medicamento anti-proliferativo, mismo que puede ser

azatioprina o mofetil micofenolato. La tercera fase se podria considerar al escenario
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donde se presenta el rechazo agudo y es necesario aumentar dosis de
inmunosupresion, agregar inmunosupresores de origen biolégico o agregar como
timoglobulina (Johnson, Feehally, & Floege, n.d.). Con el aumento en el
conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos del trasplante renal y una mayor
disponibilidad de inmunosupresores, se puede asegurar que el rechazo agudo ha
sido practicamente reducido a menos de 10% en la mayoria de los centros de

Trasplantes (Chapman JR., 2010).
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Figura 1. Tomada del Centro Nacional de Trasplantes. Evolucion de la probabilidad de rechazo

durante en el primer afio a lo largo del tiempo, desde 1996 hasta el 2012.
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Desde hace varias décadas se ha descrito el rechazo crénico, clasificado
inicialmente como Nefropatia Crénica del Injerto (CNI, del inglés, chronic nephropathy
interstitial) y posteriormente como Enfermedad Renal Cronica del Injerto (CAN, del
inglés, chronic allograft nephropathy). Actualmente se ha caracterizado

histopatolégicamente como glomerulopatia del trasplante (Chapman, 2005) (Fig.2).

Figura 2. Rechazo crénico mediado por anticuerpos. A) engrosamiento de la membrana basal
de los capilares glomerulares. B) Tincion de plata, dobles contornos en las membranas

basales. C) se deposité de C4d en la pared de los capilares peritubulares.

La enfermedad renal crénica del injerto, es una entidad clinica caracterizada por
elevacion sostenida de la creatinina, hipertension y proteinuria (Nankivell & Kuypers,
2011). La CAN es la causa mas comun de perdida de injerto renal después del
primer afio del TR y después de la muerte con injerto funcional (Chapman,

2005)(figura 3). La pérdida del injerto renal esta asociada principalmente a eventos
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de rechazo, de los cuales en muchos casos son eventos subclinicos o con
manifestaciones clinicas sutiles como lo muestra el estudio Sellarés et al (Tabla 1)
Esta entidad tiene varios factores para su aparicion, siendo el aspecto inmunoldgico

el mas importante y el mas desconocido (Fig 3).
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Figura 3. Causas de pérdida de injerto renal en Australia entre 1994 y 2003. La causa mas
importante de pérdida de injerto (negro), es la muerte con injerto funcional y en segundo lugar

la nefropatia crénica del injerto renal.
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Numero (%) de biopsias por indicacion clinica por cada diagnéstico

Diagnéstico histolégico 0-6 semanas 6 semanas - 6 meses 6-12 meses >12 meses | Total
Rechazo mediado por anticuerpos |4 (5%) 1(2%) 1(2%) 67 (29%) 73 (18%)
Probable ABMR 1(1%) 0 1(2%) 12 (5%) 14 (4%)
Rechazo mixto 0 1(2%) 1(2%) 23 (10%) 25 (6%)
Rechazo mediado por células T 7 (9%) 15 (24%) 5 (12%) 9 (4%) 36 (9%)
Limitrofe 11 (14%) 9 (14%) 9 (22%) 10 (4%) 39 (9%)
Nefropatia por virus de polioma 0 3 (5%) 7 (17%) 2 (1%) 12 (3%)
Enfermedad glomerular 1(1%) 2 (3%) 3 (8%) 37 (16%) 43 (10%)
Anormalidades menores 49 (62%) 24 (39%) 9 (22%) 37 (16%) 119 (29%)
Fibrosis atroéfica 0 3 (5%) 3 (8%) 25 (11%) 31 (8%)
Otros 6a (8%) 4b (6%) 2c (5%) 8d (4%) 20 (5%)
Total 79 (100%) 62 (100%) 41 (100%) 230 (100%) | 412 (100%)
Numero de pacientes Total
No adherencia 0 1 0 25 26
Adherencia o desconocido 59 39 30 161 289

Tabla 1. Caracteristicas demograficas en el trasplante renal

Datos en modelos experimentales y de analisis de tejido humano, indican que
elementos del sistema inmunologico participan activamente en la CAN. Se han
realizado diversos estudios inmunoloégicos en CAN, por ejemplo en la respuesta
inmunitaria mediada por células, por aloanticuerpos dirigidos contra el donador,
citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento y factores mitogénicos como la

endotelina 1 (Andersen, 1997; Schwartz, Nankivell, & Alexander, 2010). Sin

13




embargo, la respuesta inmunitaria celular de rechazo de injerto depende de la
actividad de los linfocitos T CD4" efectores que son inhibidos con los farmacos
inmunosupresores en el tratamiento pos trasplante. Cabe mencionar que para la
activacion del linfocito T CD4" se necesitan dos sefiales; la primera esta dada por
el receptor del linfocito T (TCR, del inglés, T cell receptor) que reconoce de manera
especifica al antigeno presentado por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-II, del inglés class Il major histocompatibility
complex) en la célula presentadora de antigeno (CPA) (Abul K., Lichtman, Andrew,
& Pillai, 2014). La segunda sefal se genera mediante la interaccién de moléculas
co-estimuladoras tanto en el linfocito T como en la CPA. Entre las moléculas de co-
estimulaciéon mas estudiadas se encuentran CD28 con CD80 y CD86, CD40 con
CD40L, CD27 con CD70 e ICOS con ICOS-L (Ford, Adams, & Pearson, 2013). Con
respecto al CD28 se han identificado moléculas que se han agrupado como
miembros de la familia CD28. Entre estos esta CTLA-4, PD1 y el co-estimulador
Inducible (ICOS) o CD278 cuyo ligando es ICOS-L o CD275. Para que se exprese
ICOS en la membrana del linfocito T CD4" se requiere 48 a 72 horas de activacion
mediada por el reconocimiento del complejo antigeno-MHC-Il y la co-estimulacion
generada por el CD28 L (Ford, Adams, & Pearson, 2013). Mientras que ICOSL se
expresa de manera constitutiva principalmente en células dendriticas, linfocitos B y

en células epiteliales bajo condiciones de inflamaciéon (Kadkhoda et al., 2011)

(Fig.4).
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Antigen-presenting cell T cell

B7-1 (CD80)

B7-2 (CD86)

ICOSL
(KIAAOB53, B7h,
GL50, B7RP-1,

B7-H2, LICOS)

MHC

PD-L1 (B7-H1)

PD-L2 (B7-DC)

O IgC domain O IgV domain Y Tyrosine | Motifs: MYPPPY and FDPPPF

Figura 4. Principales vias de estimulacién, coestimulacién y coinhibicién. Las estructuras B7-
1 (CD80) y B7-2 (CD-86) en las células dendriticas comparten sus receptores el linfocito T
CD4" con CD28 y CTLA-4. Este entrecruzamiento de receptores inicia la activacion y
expansion clonal, por otra parte el estimulo del linfocito T mediante CTLA-4 tiene un efecto
inmunosupresor o inmunomodulador a la baja. La otra via de interrelacién entre la CPA y el
linfocito T es ICOS, esta coestimulacion inducida la cual tiene una funcién en el desarrollo y

activacion del linfocito T folicular. (Sharpe & Freeman, 2002)

La funcion de ICOS/ICOSL en el rifidn ha sido descrita por distintos grupos de
investigacion. Se ha utilizado un modelo murino de glomerulonefritis (GMN) en el
cual bloquearon la interacciéon de ICOS con ICOSL y observaron que en etapas
tempranas de la enfermedad hay un incremento en el infiltrado glomerular de
linfocitos T CD4" y macréfagos, aumento en la proliferacion celular asi como la

expresion de moléculas de adhesion celular como P-selectina e ICAM-1 (del
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inglés, Intercellular Adhesion Molecule-1 dentro del glomérulo (Odobasic, 2006)

Expression DCs: macrophages, DCs: DCs:
B cells macrophages, macrophages,
B cells, other cells B cells; endothelial,
and tumor
cells (PD-L1 only)

Name B7-1 B7-2 ICOS-L PD-L1 PD-L2
(CD80) (Cps6) (CD275) (B7T-H1, (B7-DC,
cD274) CcD273)

Ligands on
APCs and
other cells

B ITIM motif
U ITSM motif
0 Tyr-X-X-Met
Name cDa2s CTLA-4 ICOs PD-1
Expression T celis; T cells; T cells; T cells, B cells,
constitutive inducible inducible myeloid cells;
inducible
Major | Costimulation  Negative Costimulation Negative
function of naive T cells,  regulation of effector regulation
generation of ~ of immune and regulatory of T cells
regulatory responses; T cells; generation
T cells self-tolerance of follicular
helper T cells

Figura 5. El receptor de ICOS en el linfocito T. Este receptor inducible tiene como una de las
principales funciones, co-estimulacién del linfocito T asi como generacion de linfocitos T
cooperadores foliculares. Su ligando (ICOS-L) en las CPA es altamente especifico y no se comparte
con otros receptores con ICOS-L de (Abul K. et al., 2014)
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En otro estudio, se utilizé6 un modelo murino de GMN, demostré que ICOSL tiene un
probable papel protector en la fase temprana de este modelo (dia 4) de GMN
mediante la produccién de IL-10 estudiada mediante inmunohistoquimica. Sin
embargo, esta expresion de ICOSL en una fase tardia (dia 10) esta disminuida lo
que da lugar a una mayor presentacion de antigenos por parte de las CPA renales
Todavia es desconocido esta ambivalencia en el comportamiento de las células
APC en el rindn, tanto protectoras en fases tempranas como pro-inflamatorias en
fases tardias (Hochheiser et al., 2011).

En otro estudio se evalud la expresiéon de ICOS e ICOSL en biopsias de trasplante
renal en humanos, encontraron que los pacientes con CAN y glomerulopatia del
trasplante (GPT) expresaban ICOS intraglomerular. Lo que sugiere la importancia
de ICOS en el desarrollo de la CAN asi como de la GPT (Akalin, Dikman, Murphy,

Bromberg, & Hancock, 2003) (Tabla 1).
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Caracteristicas clinicopatolégicas de pacientes con CAN con o sin TGP
Parametro CAN+ TGP- (n=11) CAN+ TGP+ (n=5)
Genero del receptor, hombre 6 (55%) 3 (60%)
Edad del receptor, media (rango) 47 (24-63) 44 (23-57)
Tipo de transplante, media (rango) 6 (55%) 3 (60%)
Tiempo de biopsia, media (rango) 26 (9-210) 44 (23-57)
Nivel de creatinina sérica (mg/dL) 29+0.3 24+0.6
Rango nefrético de proteinuria 0 (0%) 5(100%)
Pretransplante PRA>20 4 (36%) 2 (40%)
Episodio previo de rechazo agudo 2 (18%) 6 (60%)
Falla del injerto después del diagnéstico 6 (55%) 2 (40%)
Tiempo de falla del injerto, media (rango) 7 (1-20) 10 (1-20)
CAN Puntuacién (Banff), media * SEM:
Glomerulopatia aloinjerto (cg) 0.36 £ 0.28 2.67 £ 0.21
Fibrosis intersticial (ci) 2.00 +0.27 1.50 £ 0.50
Atrofia tubular (ct) 1.18 £0.30 1.33+0.42
Engrosamiento fibroso vascular (cv) 0.91+£0.32 0.83 +0.31
Peritubular C4d+ 7 (64%) 4 (80%)
Glomerular C3d+ 1 (9%) 1 (20%)
Patologia Numero ICOS CXCR3  Mig IP-10 CCR2 MCP-1
CAN+ TGP+ 6 6/6 6/6 6/6 4/6 0/5' 0/6
100% 100% 100% 67% 0% 0%
CAN+ TGP- 11 0/9 0/7 0/9 0/9 0/11 0/11
0% 0% 0% 0% 0% 0%

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de ambos grupos de estudio nefropatia crénica del
injerto (CAN) y glomerulopatia del trasplante (TGP). En el recuadro inferior se observa que en
100% del grupo de pacientes con CAN+TGP+ fue positivo para ICOS en la biopsia renal
mediante inmunoperoxidasa. En el grupo CAN+TGP+ se hace evidente la relacién temporal
de ICOS con la activacion celular en el mismo escenario tisular (Akalin, Dikman, Murphy,
Bromberg, & Hancock, 2003)

La co-estimulacion de ICOS-ICOSL ha sido recientemente propuesta como posible

terapéutica coadyuvante en el trasplante renal usando también Belatacept, un
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inmunosupresor que bloquea la activacion de linfocito T mediante el bloqueo del
CD28. En este estudio se utilizd un modelo de primates con TR, en el cual se
integraron dos grupos, uno con Belatacept mas un anticuerpo que bloquea la unién
de ICOS/ICOS-L (ICOS-Ig), mientras que el otro grupo recibié solamente ICOS-Ig.
En este modelo ICOS-Ig logré prolongar la sobrevida libre de rechazo renal tanto

en monoterapia como en combinacion con Belatacept (Lo et al., 2015).

Il. JUSTIFICACION
Establecer la participacién de las vias de co-estimulacion en la activacion de las
células T mediante el estudio de ICOS, brinda la oportunidad de entender la
interaccion de las células presentadoras de antigenos con las células T efectoras.
Con base en los estudios experimentales previamente descritos, de la
caracterizacion de la via de co-estimulacion de ICOS, este trabajo podria aportar
datos en la inmunologis del trasplante para conocer patrones de comportamiento
de las poblaciones celulares ICOS+. Estos resultados podrian dar pauta para
establecer nuevas lineas de investigacion con el objetivo de desarrollar
herramientas pronosticas e identificar aquellos pacientes con rechazo crénico, e

incluso para proponer nuevos tratamientos de esta entidad clinica.
M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Nefropatia Cronica del Injerto es la principal causa de pérdida del injerto renal
después de la muerte con injerto funcional. El estudio de los aspectos inmunoldgicos
del trasplante renal podria mejorar la sobrevida del injerto, un ejemplo es el rechazo

cronico en el que hay muchos aspectos aun por describir, de tal manera que es
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urgente que se genere el conocimiento para poder incidir positivamente en la
sobrevida del injerto renal a largo plazo. En este momento no se cuenta con el
tratamiento selectivo y especifico para el rechazo crénico o Nefropatia Cronica del
Injerto, de tal manera que los clinicos no han logrado disminuir la perdida de injertos

renales secundaria a la evolucion natural del rechazo croénico.

IV. HIPOTESIS

Sl los pacientes con trasplante renal y nefropatia cronica de injerto por rechazo,
tienen sobre expresadas las vias de co-estimulacién en la inmunidad celular,
ENTONCES encontraremos un incremento estadisticamente significativo de
linfocitos T CD4+ ICOS+ en la sangre periférica de pacientes con nefropatia cronica

del injerto por rechazo con respecto a los pacientes trasplantados control.

V. OBJETIVOS

* Primario

|dentificar mediante citometria de flujo las vias de co- estimulacion TCD4+ ICOS+

en pacientes con CAN.

*Secundarios

Estandarizar la técnica de citometria de flujo los linfocitos de pacientes con

nefropatia cronica en hemodialisis y en pacientes con trasplante renal

Caracterizar en sangre periférica la poblacion de Linfocitos T reguladores CD4+,

CD3+, CD25+

20



e Estudiar la participacion de FOXP3 en la actividad T reguladora de los linfocitos de

los pacientes incluidos

e Determinar la intensidad media de fluorescencia para la expresion de ICOS en la

célula T CD4+

e Proponer si los resultados obtenidos podrian ser utiles en el seguimiento de los

pacientes con trasplante renal

VI. SUJETOS Y METODOS

VLI Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio observacional, transversal y descriptivo.

VLIl Universo de estudio

Pacientes receptores de trasplante renal del H.G.M. que fueron sometidos a

trasplante renal a partir del 2010 hasta el momento del estudio.

VLIII Calculo del tamaino de Muestra

El numero de sujetos que se incluyeron en el estudio se obtuvo mediante el
programa G*Power (Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Germany). El calculo
para el tamano de la muestra se obtuvo de la referencia del articulo de Chen et al.,
con un error alfa de 0.5 y un poder del 95%. El resultado fue un total de 9 sujetos
por grupo. Se incluyeron un total de 42 muestras divididas en 3 grupos distribuidos

de la siguiente manera: 13 sujetos sanos sin patologia infecciosa o inflamatoria
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aparente, 12 pacientes con nefropatia cronica en hemodialisis estadio G5 (CKD G5)

y 12 pacientes con trasplante renal.

VLIV Criterios de inclusion

Grupo con Trasplante renal (TR): Pacientes con TR de mas de un afo de evolucion,

con proteinuria > de 500 mg/dia, con CrS > a 1.5 mg/dl sin variaciones en las ultimas
tres determinaciones y con niveles terapéuticos del inmunosupresor. Con

diagnostico de nefropatia crénica del injerto mediante biopsia.

Grupo con Insuficiencia Renal crénica en hemodialisis (HD): pacientes con

insuficiencia renal que requieran tratamiento sustitutivo de la funcion renal mediante

hemodialisis sin tener proceso infeccioso concurrente.

Grupo de pacientes sanos: pacientes sanos sin tener proceso infeccioso o

inflamatorio concurrente.

e) Criterios de exclusion

Presencia de procesos infecciosos o enfermedades autoinmunes

f) Criterios de eliminacion

No aplica

VLV Citometria de flujo

Los pacientes trasplantados tenian en promedio un afo de la cirugia y la muestra
se tomo durante el procedimiento de rutina de toma de biopsia de seguimiento al

afo. Todos ellos con un esquema de inmunosupresion con dosis convencional de
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Tacrolimus (2-6 mg/24 hr). Los sujetos incluidos en el estudio fueron de la Unidad

de Trasplante del Hospital General de México.

El analisis de las subpoblaciones de células T reguladores, asi como la via de co
estimulacién de ICOS se analizaron mediante citometria de flujo. Los anticuerpos

monoclonales utilizados se muestran en las tablas 2,3 y4.

Las células mononucleares (CMN) fueron aisladas a partir de sangre total
heparinizada utilizando Ficoll-Hypaque™ (GE Healthcare, Buckinghamshire,
England). Se realiz6 un gradiente de densidad a 500g durante 30 minutos a
temperatura ambiente de acuerdo a la técnica reportada por Boyum A vy
colaboradores. (isolation of lymphocytes, granulocytes and macrophages. Scand J
Immunol 1976, Suppl 5: 9-15). Después de la centrifugacion, las células contenidas
en la interface fueron recuperadas, lavadas en dos ocasiones con una solucion de
fosfatos (PBS1X, pH 7.2) y contadas en un hemocitometro. La viabilidad celular se
realizd con azul tripan. La expresion de los marcadores seleccionados para el
estudio se realizé con inmunofluorescencia directa. Alicuotas de 2 x 10° células re
suspendidas en PBS se lavaron y fijaron con formaldehido al 4% en PBS, se
agitaron suavemente durante 10 minutos a 4°C. Los mononucleares fueron lavados
nuevamente con PBS e incubados con agitacion suave durante 5 minutos a 4°C en
el buffer de permeabilizacién (BD Perm/Wash™: BD Biosciences, San Diego, CA,
USA). Posterior a esto las células fueron suspendidas en buffer de tincion celular
(PBS con 0.2% de albumina bovina (BSA) y 0.2% de azida de sodio) e incubadas
en la obscuridad durante 30 minutos utilizando los anticuerpos monoclonales

marcados (tablas 1). Al finalizar esta incubacién las células se lavaron en dos

23



ocasiones en el buffer de tincion celular y re suspendidas en buffer MACS, para ser
analizadas en el citometro de flujo MACSQuant (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Germany).

Para el analisis de las células marcadas, se leyeron 30,000 eventos y las células
linfoides fueron seleccionadas de acuerdo a sus propiedades fisicas como son
tamano y complejidad interna. Una segunda seleccion se cre6 en funcion de las
caracteristicas de la inmunofluorescencia de las células aisladas, evaluando las
poblaciones celulares mediante graficas de cuadrantes en una escala logaritmica.
Para el estudio de la tincidn intracelular, las células fueron aisladas de acuerdo a si
eran o no fluorescentes basandose en la distribucion de la tincion con PE-, APC-

Cy7-, PE-Cy5-, or Alexa Fluor 647

Las células muertas fueron excluidas al afiadir al buffer MACS 7-amino-actinomycin
D previo del analisis en el citometro. Los valores obtenidos se muestran como
graficas bidimensionales de puntos, y analizados con el programa FlowJo 10.0.7

software (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA).
VIL.VI Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado por los comités de Etica e Investigacion del Hospital
General con numero de aprobacion DI/16/304-B/03/142 y en todos los casos se

firmo carta de consentimiento informado.
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Anticuerpo
monoclonal
CD3
CD4

CD25

Foxp3

CD28

CTLA-4

ICOS

Marca

BioLegend

BioLegend

BD

Biosciences

BD

Biosciences

Ebioscience

BD

Biosciences

MACS
Milteny

Biotec

Clona

HIT3a

OKT4

6238758

259D/C7

CD 28.2

44810

5160425212

Reactividad

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

*Fluorocromo

acoplado
APC-Cy7

PE

PECy-5

Alexa Fluor

647

FITC

PECy5

VioBlue

Control de
isotipo
Mouse IgG1,k
Mouse IgG1,k

Mouse IgG1,k

Mouse IgG1,K

Mouse IgG1,K

Mouse IgG1,K

Mouse IgG1,K

Tabla 3: Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio *APC= Aloficocianina, APC-Cy7=

Aloficocianina y cianina 7, PE= Ficoeritrina, FITC= Isotiocianato de fluoresceina.
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VLVII Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue analizada con la prueba de Levene. Los valores se
muestran como la media *+ la desviacion estandar del porcentaje de células
positivas, el valor de P < 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
Para el analisis de los datos se utilizaron las pruebas de U de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis utilizando la prueba pos hoc de Dunn. Todos los analisis fueron
realizados con SPSS Statistics for Windows, Version 22 software (IBM, Armonk, NY,
USA). Las graficas fueron realizadas utilizando GraphPad PRISM 7.03 software

(Fay Avenue, La Jolla, CA 92037 USA).

VIl.  RESULTADOS

Los datos demograficos de los se muestran en la tabla 5. El numero de sujetos
incluidos por grupo fue similar, el analisis de Levene mostro una distribucién no
normal. La edad de los pacientes fue mayor en el grupo de nefropatas crénicos en
hemodialisis comparada con los pacientes sanos y los trasplantados que tuvieron
edades sin diferencias estadisticas. En todos los grupos los leucos totales fueron
normales ( valor de referencia 5-10,000 10%/ul) y las diferencias observadas en la
concentracion de hemoglobina fueron consistentes con la enfermedad renal y
estado renal en cada uno de los grupos. El grupo de sujetos sanos mostro valores
normales de hemoglobina, mientras que en los pacientes en hemodialisis se

observé un promedio de 9.7 g/dL y en el de los pacientes trasplantados la
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concentracion fue limitrofe (13 g/dL), estos valores son los esperados para cada

grupo.
Controles Trasplante de
sanos Hemodialisis rinén
Numero de sujetos 14 12 13
Edad 33x+5.1 55.3 £23.3 30.1+2
Mujeres 6 8 7
Hombres 8 4 6
'Donadores 4/9
vivos/muertos
Patologia renal
Nefropatia diabética NA 9 4
Enfermedad quistica NA 1 2
renal
Hipertension NA - 1
Hipoplasia NA - 1
Desconocido NA 2 5
Hemoglobina g/dL 15.513 9.7£1.5 13£1.7
L i |
eucoﬁg?,i“tota es 812 5.241.7 7.11.5
Linfocitos % 2313.2 25.814.9 21.4110

Tabla 4: Datos demograficos

VIILI Titulacién de anticuerpos

La titulacion de anticuerpos es un procedimiento disefiado para determinar las
concentraciones de anticuerpos (Abs) apropiada para emplear en técnicas de
citometria. Se ha descrito que la mejor concentracion de Abs es aquella que permite
discriminar mejor entre una célula positiva y una célula negativa, lo que hace
importante determinar la intensidad de fluorescencia de la tincion y el ruido o

uniones inespecificas; para esto, se debe obtener la intensidad media lineal del
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canal de fluorescencia para las células positivas y para las negativas o ruido. Para
identificar la concentracion éptima de anticuerpo se procedio a titular los anticuerpos
utilizados en el presente proyecto como: CD3, CD4, CD25 y FOXP3 asi como los
anticuerpos de la via de co-estimulacion (ICOS) tabla 4. Se realizaron curvas de
titulacion con las siguientes concentraciones Las dosis estandarizadas mas
comunes de anticuerpos son: 0.5 ul, 1 ul, 2 pl, 3 ul, y 5 pl. La tabla 6 muestra las

concentraciones utilizadas y los valores reportados de cada concentracion.
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Anticuerpo | Volumen Concentraciéon Porcentaje %
(1) (mg/mi) Células positivas
CD3 0.5 0.25 69.8
1 0.5 74.3
2 1.0 74.2
3 15 744
CD4 0.5 0.25 31.8
1 0.5 38.7
2 1.0 39.1
3 1.5 39.3
CD25 0.5 0.25 5.45
1 0.5 9.04
2 1.0 13.4
3 1.5 14.2
FOXP3 0.5 0.25 2.45
1 0.5 245
2 1.0 33
3 1.5 34.2

Tabla 5. Concentraciones de anticuerpos utilizadas para titulaciéon
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Figura 6. Titulacion de anticuerpos CD3, CD25, CD4 y FOXP3. La figura muestra los resultados
de citometria para cada una de las condiciones analizadas. Panel A, Células marcadas con

anticuerpo anti-CD3. A1) Control negativo, A2) 0.5 pl, A3) 1.5ul, A4) 2 pl. Panel B, Células
marcadas con anticuerpo anti-CD25. B1) Control negativo, B2) 0.5l , B3) 1.5 pl, B4) 2 pl. Panel
C, Células marcadas con anticuerpo anti-CD3. C1) Control negativo, C2) 0.5 ul, C3) 1.5 pl, C4)
2 pl. Panel D, Células marcadas con anticuerpo anti-FOXP3. D1) Control negativo, D2) 1 ul,
D3) 1.5 pl, D4) 2pl.

Los resultados de la tabla 6 y figura 6, muestran los valores para el indice

correspondiente a la titulacion de anticuerpo que permite la mejor discriminacidn
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entre poblaciones que expresan determinado antigeno y las poblaciones negativas
para el mismo. Esto demuestra que la estandarizacion de la citometria es correcta,
seleccionando de esta manera las concentraciones para CD3+ 1.5mcl, CD4+ 2 mcl,
CD25+ y FoxP3+ 1 mcl. El mismo procedimiento se siguié para obtener la dosis

optimas de anticuerpos para el analisis de ICOS.

VIILII Determinacion de Linfocitos reguladores

Con el objetivo de caracterizar si existen cambios en la poblacion de células T reg
en nuestros grupos de estudio y definir si estas diferencias pueden ser utilizadas
durante en el seguimiento clinico, se realiz6 citometria de flujo en los tres grupos de
estudio. Los resultados de los dot plots de la citometria de flujo se observan en la

figura 7.
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Figura 7: Grafica de puntos del inmunofenotipo T regulador: A) 1-3 Grafica de puntos, donde
se muestran tres de los controles para CD4+, CD25+ y FOXP3+ respectivamente. B1 muestra
el anadlisis para la identificacion de las poblaciones de linfocitos dobles positivos para CD3+
y CD4+ B-3 FOXp3 se incluyé en conjunto con CD3+, CD4+ y CD25+. Estos resultados
establecen el fenotipo T regulador

Los datos obtenidos se analizaron mediante la pruebe de Kruskal-Wallis, las
poblaciones CD3+, CD4+ no mostraron cambios significativos entre los tres grupos,
indicando una proporcion homogénea de ceélulas T colaboradoras. Con la finalidad
de hacer mas especifico el estudio de Treg, se agrego el analisis de la poblacion de
mononucleares CD25 (cadena alfa del receptor de Interleucina 2). No se observaron
diferencias significativas en ninguno de los grupos, sugiriendo que en los pacientes
con nefropatia crénica y los de trasplante renal estas poblaciones celulares
permanecen estables independientemente de la patologia renal. Se evaluaron

diferencias en la expresion del marcador FOXP3 en el fenotipo celular CD3+, CD4+,
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CD25+, FOXP3+, el analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los

tres grupos de pacientes.

La comparacién entre los sujetos sanos y los pacientes en hemodialisis mostraron
en este ultimo grupo mayor porcentaje de células T reg. El analisis para tres grupos
mostro diferencias significativas en todos los grupos. La prueba pos hoc de Dunn
fue significativa, indicando que la proporcion de células Treg en los pacientes con

trasplante renal es menor que en el resto de los grupos (Figura 8).
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Figura 8. Graficas de los resultados de Treg comparando los tres grupos de estudio
La grafica muestra el contraste de los tres grupos caracterizando las poblaciones
CD3+ y CD4+ C=controles, HD=hemodialisis y TR=trasplante renal. Analisis Kruskal-
Wallis test p =0.97.

% CD4+ CD25+ T Cels
w

La grafica muestra el contraste de los tres grupos caracterizando las poblaciones
CD3+, CD4+ y CD25+ HC=sanos, HD=hemodialisis y KT=trasplante renal . Analisis
Kruskal-Wallis test p =0.72.
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La grafica muestra el contraste de los tres grupos, HC=sanos, HD=hemodialisis y
KT=trasplante renal. Analisis p <0.0001. El analisis post-hoc de Dunn demostré diferencias
significativas entre los tres grupos.

VIILIII Determinacion de linfocitos Co- estimulador inducible (ICOS)

Con la finalidad de conocer el comportamiento y participacion de la via de Co-
estimulacién inducible de la célula T CD4+. Se inmunotipificaron linfocitos T en
sangre periférica de los grupos de estudio, utilizando los anticuerpos descritos en
las tablas 1y 3. El analisis cuantifico la proporcion de células T CD4+ ICOS+ (Figura
9). Se observo en sujetos sanos las siguientes proporciones de CD4+ICOS+: sanos
3.311.06 %, hemodialisis 2.94 + 1.45 % y TR 2.75 + 1.0 %, en el analisis estadistico

no se encontro diferencia significativas p=0.47 Figura 10.
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Figura 9. Grafica de puntos de sistema ICOS A). Grafica de puntos, donde se muestra la
distribucién de las células por tamaio y complejidad. B). Grafica de control negativo para
CD4+, ICOS+. C). En la grafica se muestran tres poblaciones; la poblacién en estudio (%ICOS)
dobles positivas, ICOS+, CD4+, una poblacién doble negativa y la poblaciéon CD4+, ICOS-.

37



% Celula TCD4+ ICOS+

Kruskal-Wallis test

P value

0.4744

6 -
u —
24 L
—_

0 L] L] L]

o @ (]

o R &
[~ \fb‘ \@
() Q
o 22
& S
)
By

Figura 10. El analisis no paramétrico mediante el uso de la prueba de Kruskal-Wallis no mostré
diferencias significativas. Lo que indica que el estudio tal como esta disefiado no tiene la

capacidad de discriminar la participacion de estos linfocitos en ninguno de los grupos.
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Figura 11. Contraste observado en la intensidad media de fluorescencia (IMF)
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Mann Whitney test
P value 0.0005

800 | kil ]

600- E
4001 =

200

IMF Cel TCD4+ ICOS+

Figura 12. Se muestra estadistica no paramétrica con la prueba de Mann Whitney, esta
diferencia significativa fue congruente en el analisis de dos grupos (p=0.0005); lo que indica
un proceso de inmuno reactividad diferente entre estos dos grupos.

Los resultados observaron en la intensidad media de fluorescencia (IMF) en las células T
CD4+,ICOS+ en el grupo de sanos fue 526.9 + 86.7%, hemodialisis 625.7 + 67.06%, TR
460.3 + 59.9%. La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0023) entre la IMF de los tres grupo en estudio. En el analisis post hoc
mediante la prueba de comparaciones multiples con la prueba Dunn encontré significancia

en el contraste de los grupos HD con TR (Figura 11).
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IX. DISCUSION

La identificacién oportuna de pacientes con riesgo de desarrollar fibrosis después
del trasplante renal es un reto en la nefrologia, el objetivo de los grupos de
investigacion es disminuir la pérdida del injerto. Los estudios de las células inmunes
que estan involucradas en los mecanismos que participan en la respuesta
reguladora antes y después del trasplante puede ser de gran utilidad en el desarrollo
de nuevas herramientas para poder identificar aquellos pacientes que tienen alto

riesgo de desarrollar nefropatia crénica al injerto (Nankivell & Kuypers, 2011).

Este trabajo evalu6 dos de las vias inmunes que pudieran estar participando en la
regulacion de la respuesta inmune en estos pacientes. Durante el presente proyecto
se caracterizaron dos tipos de células, las células T reguladoras, asi como las
células co-inducibles (ICOS). Se analizaron y contrastaron tres grupos de pacientes,
un grupo de pacientes con enfermedad renal crénica en tratamiento sustitutivo en
hemodialisis, un grupo de pacientes con trasplante renal un afio después de la
cirugia, ademas de incluir un grupo de sujetos aparentemente sanos sin problema
infecciosos o autoinmune (Tabla 5). Esta composicién de grupos se disefié por
varios objetivos. Uno de ellos fue evaluar la capacidad de discriminar con nuestras
técnicas de citometria de flujo poblaciones celulares en sangre periférica de
pacientes con trasplante renal. Se decidi6 agregar a la poblacion sana para
establecer el contraste mas importante de trasplante vs sujetos sanos vy
posteriormente realizar el segundo contraste de pacientes trasplantados en

diferentes circunstancias.
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El estudio inicial al establecer o definir las poblaciones celulares CD4+, CD3+ no
mostraron ninguna diferencia estadistica al contraste de los tres grupos. Estos datos
indican que las células T periféricas no se ven afectadas por el tratamiento, y se
mantienen estables. La combinacion de linfocitos T CD4+, CD25+ de igual manera
no mostré6 cambios entre los grupos (Afzali et al., 2013), al no identificar ningun
cambio podemos sugerir que no existe un efecto bioldgico en la inmunidad mediada
por estas células. Al incluir dentro de la plantilla de marcadores estudiados FoxP3,
se observan diferencias estadisticamente significativas en los tres grupos. La
comparacion entre el grupo de pacientes en hemodialisis revelé una mayor
expresion del fenotipo T regulador CD4+, CD3+; Cd35+, FOXP3 (celulas T
reguladoras), en comparacién de los pacientes con trasplante renal y los sujetos
sanos. Estos resultados sugieren que existe un estado inflamatorio cronico en los
pacientes que se encuentran en hemodialisis. Es posible que los pacientes con
hemodialisis desarrollen una condicion clinica y sistémica de respuesta inflamatoria
cronica, en donde un desbalance entre la respuesta inmune celular y humoral
permanente promueve un estado inflamatorio. Esto puede ser una explicacién al
porque estos pacientes, en presencia de mediadores pro inflamatorios asi como de
activacion de monocitos, son susceptibles de desarrollar mayor numero de

infecciones que aquello sujetos sanos. (Caprara et al., 2016).

La observacion en los pacientes con trasplante renal que presentan porcentajes de
células T reguladores mas bajos con respecto a los demas grupos podria implicar
un prondstico adverso del injerto relacionado con un efecto deletéreo en la

produccion de IL-10 o TGF-beta ya que la disminucion del factor de transcripcion
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Foxp3 sugiere una disminucion en la capacidad para activar poblaciones de
linfocitos T. Existen varios experimentos en modelos animales que sugieren un
papel de las células T en la regulacién y mantenimiento del rifién; el balance entre
las células T ayudadores y las Treg es crucial para mantener la homeostasis
inmune. Estos mecanismos involucran la activacion de células T ayudadoras,
seguido de una expansion de Treg con la finalidad de limitar la funcion de la
activacion de células T efectoras. En varios reportes en la literatura la
caracterizacion de células Treg mediante citometria de flujo es generalmente
identificadas con la co-expresion de CD4 y CD25, sin embargo, recientemente se
ha mostrado que la expresion del factor de transcripcion FoxP3 es un fenbmeno
estrictamente relacionado al desarrollo de la actividad de células T reguladores.
Ejemplo de esto el grupo de (Gavin et al., 2007)(Hori, Nomura, & Sakaguchi, 2003)
han mostrado que la respuesta inmune esta controlada por la poblacion de Tregs
de la misma manera que se ha observado en los experimentos de induccion de
tolerancia inmunologica post trasplante en modelos animales en donde se ha
asociado con un incremento de un sub grupo de células Treg. Estas células
previenen de enfermedad autoinmune inhibiendo a la activacion mediada por
células en contra de sus propios blancos celulares, incluyendo células T efectoras
y células presentadoras de antigeno, lo que resulta en la prevencion del rechazo al
injerto en modelo animal (Sagoo et al., 2010). Los hallazgos obtenidos con las
células T reguladores sugieren que estas células podrian ser utilizadas como
herramienta pronostica, a través de monitorear sus niveles en los pacientes con

trasplante renal.
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Nuestros resultados muestran diferentes aspectos de la via de estimulacion.
Inicialmente describimos la estandarizacion de la técnica para estudiar en sangre
periférica las vias de Co-estimulacion. En este trabajo se encontr6 que el grupo de
sujetos sanos tuvo una proporcion de célula T CD4+ ICOS+ fue 3.3 £1.06 %
congruente con otros trabajos publicados en la literatura con 2 + 1 %. (Chen et al.,
2009) Estos resultados dan certeza a nuestra técnica de estandarizaciéon y a la
exploracién del fendbmeno en una poblacién de pacientes mediante citometria de

flujo en el modelo de trasplante renal.

En cuanto a la proporcion de la expresion de ICOS en la célula T entre los diferentes
grupos de estudio no encontramos diferencias. Esto puede explicarse en funcion de
varios fendbmenos. El mas importante podria ser la naturaleza del sistema que
utilizamos para el estudio, como son las células mononucleares totales analizadas
de manera directa y siendo ICOS esencialmente inducible, nuestro estudio lo valoré
de forma basal. De tal manera que este mismo fenbmeno lo tendriamos que explorar
en un modelo de cultivo celular con estimulo. Otra explicacion del por qué no
encontramos diferencias entre los grupos de estudio podria ser la magnitud del
fenobmeno, en este estamos explorando en trasplante renal son pacientes sin
eventos de rechazo agudo, son principalmente pacientes que tuvieron en algun

momento de su evolucidon un evento de rechazo.

Aunqgue no hubo diferencias entre las proporciones de las células T positivas para
ICOS, si encontramos diferencias en la IMF, este resultado se refiere de manera
directa a la presencia del antigeno ICOS, no a la expresion de la

inmunofluorescencia en la superficie de la célula T. Nuestros resultados evidencian
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una menor actividad de las células T CD4+ ICOS+ de los pacientes trasplantados

en relacion a los pacientes en HD, posiblemente explicado por la inmunosupresion.

Finalmente nuestros resultados sugieren que la via ICOS medida mediante
citometria de flujo en sangre periférica no tiene la capacidad de discriminar
proporciones basales de células CD4+ ICOS+ entre las diferentes poblaciones aqui
estudiadas, de tal manera que en futuros trabajo se tendra que considerar
fuertemente trabajar en cultivos celulares y también hacer énfasis no solo en las
diferencias entre las proporciones de células positivas si no que tan activas estan

mediante la IMF.
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