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RESUMEN

Introduccion: Las células T reguladoras (Tregs) FOXP3" son esenciales para la induccion y
el mantenimiento de la tolerancia al aloinjerto, por lo tanto, serian una alternativa terapéutica
al uso de farmacos inmunosupresores, los cuales tienen efectos adversos en pacientes con
trasplante renal a largo plazo. Debido al bajo nimero de células Tregs en sangre, es necesario
expandirlas ex vivo para obtener los numeros necesarios para su aplicacion clinica. Ademas,
nuestro grupo recientemente reporté que receptores renales tratados con belatacept (un
inhibidor especifico de la coestimulacion) tienen una disminucion de las células Tregs en
sangre, las cuales presentabann menor expresion del FOXP3 (factor de transcripcion que
modula la funcién inmunorreguladora), menor capacidad supresora in vitro y disminucion de
la desmetilacion de citosinas en una region especifica (TSDR) del locus de Foxp3, una marca
epigenética necesaria para mantener la expresion de FOXP3. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar si es factible expandir las Tregs de pacientes con enfermedad renal cronica (ERC)
candidatos a trasplante y de pacientes con trasplante renal tratados con belatacept (Tx-BLT),
para obtener Tregs funcionalmente estables que puedan ser usadas como inmunoterapia.
Metodologia: Para muestras de pacientes Tx-BLT: células Tregs purificadas de sangre, se
expandieron policlonalmente con anti-CD3/-CD28, IL-2 y rapamicina ("*'Tregs) durante
cuatro semanas. Para muestras de pacientes con ERC: células Tregs se estimularon con
células dendriticas alogénicas durante siete dias; después, se purificaron las Tregs
aloantigeno-especificas (¥°Tregs) y se expandieron policlonalmente cuatro semanas. Al final
de la expansion, se realizo: la evaluacion de la expresion de proteinas inmunorreguladoras
mediante citometria de flujo; ensayos de supresion in vitro; ensayos de estabilidad funcional
en presencia de citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-4, IL-6 y TNF-0) y se determind la
desmetilacion de citosinas en la TSDR-Foxp3. Resultados: Las P Tregs de los pacientes Tx-
BLT: expresaron altos niveles del FOXP3, CD25, CTLA-4 y CCR7; mostraron una fuerte
actividad supresora, aun en presencia de citocinas proinflamatorias; sin embargo, las Tregs
disminuyeron la expresion de FOXP3 en presencia de IL-6 y TNF-a, lo que se correlacion6
con una hipermetilacion de la TSDR-Foxp3. Las #°Tregs de los pacientes con ERC
expandidas: tienen altos niveles de marcadores CD25, FOXP3, CTLA-4, LAG-3y CD39;
suprimieron la proliferacion de células T de manera antigeno-especifica, ain en presencia de
citocinas inflamatorias; mantuvieron su fenotipo supresor después de ser activadas en un
microambiente inflamatorio y ser criopreservadas; datos preliminares muestran que la
estimulacion in vitro a largo plazo disminuye la desmetilacion de la TSDR en las células
aloTregs. Conclusiones: 1) La expansion ex vivo de células Tregs de los pacientes Tx-BLT
aumenta la expresion del FOXP3 y su capacidad supresora in vitro, sin embargo, mantiene
la hipermetilacion de citosinas en la CNS2-Foxp3. 2) Las células Tregs aloantigeno-
especificas de pacientes con ERC pueden ser expandidas ex vivo para obtener células
funcionales con un potencial terapéutico para la induccion de tolerancia al trasplante.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del trasplante renal

Los rifiones son organos que realizan funciones vitales en el cuerpo como el control del
balance hidroelectrolitico y el pH corporal, modulando la cantidad de agua y solutos en la
sangre. Filtran aproximadamente 200 litros de sangre al dia, lo cual permite la eliminacion
de sustancias de desecho y la reabsorcion de nutrientes. También secretan hormonas como la
eritropoyetina para estimular la produccion de eritrocitos de la sangre, y la renina para regular
la presion arterial. Ademas, metabolizan la vitamina D que es esencial para mantenimiento
6seol™. Por lo anterior, una alteracion en la funcion del rifion afecta significativamente la

calidad y esperanza de vida de las personas.

La enfermedad renal (ER) describe una situacion clinica en la cual, los rifiones han perdido
la capacidad de llevar a cabo sus funciones eficazmente y actualmente es uno de los
principales problemas de salud en México, debido a sus altas tasas de morbilidad y
mortalidad. En el 2018, la ER fue la décima causa de muerte en nuestro pais, registrandose
13845 defunciones por esta enfermedad(l. La ER se presenta en dos formas clinicas: aguda
y cronica. La enfermedad renal aguda (ERA) es definida como una disminucién abrupta de
la funcion renal que puede darse en horas, dias 0 semanas (<90 dias)Fl. La ERA esta asociada
con altas tasas de morbilidad y de mortalidad. Se estima que aproximadamente 2 millones de
personas en todo el mundo mueren cada afio de ERA, mientras que los sobrevivientes tienen

un mayor riesgo de desarrollar enfermedad renal cronical®l,

La enfermedad renal cronica (ERC) se define como la presencia de un dafio renal que persiste
durante tres o mas meses, independientemente de la causal’l. La ERC es un proceso
fisiopatoldgico multifactorial, progresivo e irreversible que frecuentemente resulta en la
necesidad de terapia de reemplazo renal (dialisis o trasplante)!l. Existen diversas condiciones
clinicas asociadas a la ERC, entre las que se encuentran la hipertension arterial sistémica, la
diabetes mellitus, infecciones, glomerulonefritis, farmacos nefrotdxicos, antecedente de
ERA, entre otrast®. En México, la etiologia mas frecuente de ERC es la diabetes mellitus
(~50%), seguida por la hipertension arterial (~20%) y las glomerulopatias (~13%)[l. Lo
anterior toma relevancia clinica dado que la diabetes mellitus y la hipertension son dos de las

principales enfermedades cronicas en el pais, afectando a 8.6 millones y 15.2 millones de



mexicanos, respectivamentel’). Ademas, un estudio reciente realizado en México reporté que
del total de registros en los que se consignd a la ERC como causa del fallecimiento,

aproximadamente 48% era concomitante con diabetes mellitus y 16% con hipertension(®l.

El trasplante renal es actualmente la terapia de eleccion para la mayoria de las causas de
ERC, debido a que mejora la calidad de vida del paciente al prescindir de la dependencia de
didlisis y lo mas importante, prolonga la vida del paciente. De acuerdo al Centro Nacional de
Trasplantes (CENATRA), el rifidn es el segundo 6rgano mas trasplantado en los mexicanos
habiéndose realizado 2939 trasplantes renales en el 20191, Ademés, es importante
mencionar que actualmente existen 17410 pacientes en espera de un trasplante renal, lo cual
representa casi tres cuartas partes (74%) de todos los receptores en lista en espera de cualquier
organo solido (sistema informéatico del CENATRA, corte al 31 de agosto de 2020).

1.2. Inmunobiologia del trasplante

El objetivo principal después del trasplante renal es prevenir el rechazo del injerto y, al
mismo tiempo, aumentar la calidad de vida y la sobrevida del paciente. El rechazo al
trasplante es una consecuencia de las diferencias genéticas entre el donador y el receptor, lo
cual trae consigo que proteinas expresadas especificamente en el rgano trasplantado puedan
ser reconocidas como antigenos extrafios (aloantigenos) por el sistema inmunoldgico del
receptor, desencadenando una respuesta inflamatoria cuyo objetivo es la eliminacion de los
elementos extrafiosl*?). Las principales diferencias genéticas entre el donador y el receptor se
encuentran codificadas en el sistema del antigeno leucocitario humano (HLA), también
conocido como el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) para todos los
vertebrados. En el humano, las proteinas del HLA son las méas polimérficas, es decir,
contienen minimas diferencias en la secuencia de aminoécidos de un individuo a otro. La
funcidn de estas proteinas es participar en la presentacion antigenica y existen dos tipos: las
de clase-1, expresadas por todas las células nucleadas, y las de clase-11, presentes solo en las
células presentadoras de antigenos (CPAs) profesionales (células dendriticas, células B,
macrofagos, células epiteliales timicas). Estas proteinas son los principal fuente de

aloantigenos que desencadenan una respuesta inmune contra el 6rgano trasplantado!*®l,

Se pueden definir tres tipos de rechazo de 6rganos vascularizados, como el rifion, basados en
el tiempo que ocurren después del trasplante y las caracteristicas histopatoldgicas (Figura 1):



1. Rechazo hiperagudo: ocurre en los primeros minutos después de que se anastomosen los
vasos sanguineos del receptor al injerto y es causado por anticuerpos anti-donador especificos
(Ac-ADE) preexistentes en la sangre del receptor previo al trasplante (Figura 1a). Los Acs-
ADE se unen a los antigenos expresados en el endotelio del injerto, lo cual induce: 1) la
activacion local del complemento y del endotelio vascular, y la secrecion de factores
procoagulantes; 2) la adhesion y la agregacion plaquetaria, generando una trombosis
intravascular que causa necrosis isquémica irreversible del 6rgano trasplantado, y finalmente,
lleva a la pérdida del injerto. Actualmente, los eventos de rechazo hiperagudo se han evitado
debido a las pruebas de compatibilidad que se realizan previo al trasplantet*] .

2. Rechazo agudo: ocurre dias a semanas después del trasplante (Figura 1b). Se caracteriza
por una lesién del parénquima del injerto y de los vasos sanguineos debido a dos mecanismos
inmunoldgicos que, pueden ocurrir solos 0 en combinacion: i) rechazo agudo celular mediado
por células T, el cual se caracteriza por una infiltracion leucocitaria que causa inflamacion
en los tubulos renales, el intersticio y en la intima arterial; ii) rechazo agudo humoral mediado
por anticuerpos, el cual se caracteriza por la inflamacion de los glomérulos renales o de los
capilares peritubulares, debido a la union de los Acs-ADE al endotelio, lo que desencadena
la activacién del complemento, el reclutamiento y la activacién de leucocitos, y la formacion
de trombos*?l. Se han identificado varios factores de riesgo para el rechazo agudo e incluyen
la compatibilidad de los HLA, funcion retardada del injerto, donante fallecido, trasplante
repetido, nivel de los Acs-ADE previos al trasplante, raza y sexo!*®l. Con los tratamientos
actuales, se ha reportado que la incidencia de rechazo agudo es menor al 10% dentro del
primer afio posterior al trasplantel**],

3. Rechazo crdnico: ocurre més alla de tres meses post-trasplante, consiste en el deterioro
lento y progresivo de la funcion del aloinjertol*?. Se caracteriza principalmente por la
proliferacion de las células musculares lisas de la intima arterial e incremento de
miofibroblastos, lo que lleva al desarrollo de fibrosis intersticial generando una oclusion
vascular (vasculopatia), y finalmente, una lesion isquémica en el injerto™*?! (Figura 1c). En la
actualidad, el rechazo crénico es la principal causa de perdida de trasplante renal a largo
plazo. Varios factores pueden influenciar la sobrevida del injerto a largo plazo, y estos
pueden dividirse en dos!*> *6I: 1) los factores inmunol6gicos, los cuales estan mediados por
células T y/o por células B productoras de anticuerpos; 2) factores no inmunoldgicos,
incluyen la recurrencia de la enfermedad renal inicial, el tiempo de didlisis, la edad del
donador/receptor, el tipo de donador (vivo o muerto), el retraso de la funcion renal, una
isquemia fria prolongada, efectos adversos de los tratamientos inmunosupresores, entre otros.
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Figura 1. Tipos de rechazo de drganos vascularizados trasplantados. a) Rechazo hiperagudo: ocurre
en los primeros minutos después del trasplante, es causado por anticuerpos anti-donador especificos
preexistentes en la sangre del receptor previo al trasplante, los cuales generan una trombosis intravascular y
necrosis isquémica irreversible. b) Rechazo agudo: ocurre dias a semanas después del trasplante, y se
caracteriza por una lesion del parénquima del injerto y de los vasos sanguineos; es mediado por células Ty
por anticuerpos. ¢) Rechazo crénico: ocurre meses post-trasplante, consiste en el deterioro lento y
progresivo de la funcidn del 6rgano, puede ser mediado por células T y/o por anticuerpos; se caracteriza por
el desarrollo de fibrosis intersticial y oclusion vascular.

En forma general, durante la respuesta inmune contra el 6rgano trasplantado se producen dos
principales mecanismos inmunolégicos: 1) una respuesta innata inespecifica que predomina
en la fase temprana de la inflamacion y una de las principales funciones que desempefia es
estimular la respuesta inmune adaptativa (ver seccion 1.2.1); 2) una respuesta adaptativa
especifica que aparece después de la respuesta innata, es principalmente regulada por las
células T y las principales caracteristicas de esta respuesta es que es antigeno-especifica y
genera memoria inmunologica (ver seccion 1.2.2). En las siguientes secciones se describe a

detalle la contribucion del sistema innato y el adaptativo en la respuesta inmune al trasplante.



1.2.1. Respuesta inmune innata en el trasplante
El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa para la proteccién contra
agentes extrafios, como microorganismos patdgenos. Aunque la respuesta inmune adaptativa
desempefia un papel primordial en el rechazo al trasplante, una considerable cantidad de
investigaciones han descrito distintos mecanismos del sistema innato implicados en la

respuesta contra el aloinjerto.

La activacion del sistema inmune innato es una consecuencia de eventos asociados con el
proceso de recuperacion, preservacion e implantacion del 6rgano trasplantado, lo cual causan
un deterioro inevitable del injerto conocido como dafio por isquemia/reperfusion (I/R). El
dafio por I/R tiene como consecuencia la muerte celular y la liberacion de moléculas
intracelulares conocidas como patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs)*"]. Los
DAMPS pueden ser reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones
moleculares (PRRs), que se encuentran expresados en las células del sistema inmune, como
los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores para productos finales de la glicosilacion
(RAGE) y los purireceptores (P2X7), los cuales provocan una rapida y potente respuesta
inmune de manera similar a la respuesta generada por microroganismos patogenos®l,
Algunos ejemplos de estos DAMPs incluyen proteinas de organelos celulares (HMGB1,
calreticulina) o de citoplasma (proteinas de choque térmico, galectinas y proteinas S100),
ADN mitocondrial, nucleétidos (ATP), cristales de acido Urico, entre otrosi*’l. Diversos
estudios evidencian la participacion de los DAMPs y los PRRs en la respuesta inmune al
trasplante, principalmente cuasando inflamacion (Tabla 1).

Posterior al reconocimiento de los DAMPs, los PRRs generan sefiales intracelulares que
llevan a la activacion de células del sistema inmunel'® °1. En este contexto, dos estudios
demostraron que la expresion de Myd88 y TRIF, proteinas adaptadoras que participan en la
sefializacion rio abajo de los TLR, es esencial para que se lleve a cabo el rechazo de los
aloinjertos?> 24, En humanos, los niveles de expresion de Myd88 se han encontrado
significativamente incrementados en muestras de pacientes con rechazo agudo y crénicol?2l,
La sefializacion intracelular desencadenada por la interaccion de DAMPs-PRRs induce la
produccién de citocinas y el aumento de la expresion de moléculas relacionadas con funcion

celular (ej. moléculas del MHC, coestimuladoras, receptores de quimiocinas, etc.)8 91,
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Tabla 1 I Participacion de los DAMPs y los PRRs en la respuesta inmune al trasplante.

DAV

Reconocida por TLR2/4 y RAGE para inducir una respuesta inflamatorialt” 18,

Incremento de su expresion en biopsias renales durante las primeras horas
HMGB1 peritrasplante renal™® 241y en pacientes con rechazo renal crénico!?!.

En modelos de raton, la neutralizacion de las proteinas HMGB1 protege al rifion

del dafio por I/R5:271 'y prolonga la sobrevida de injertos cardiacos?®l,

. Inicia una respuesta inflamatoria al interactuar con los receptores P2X7[?°,
ATP . En modelos animales, el bloqueo de los receptores P2X7 disminuye el dafio
renal por I/R?°!'y prolonga la sobrevida de aloinjertos de piel y corazont® 311,

Proteinas . Inducen inflamacion durante la lesion renal por I/R después de ser reconocidas
de choque por los TLR2/432],
térmico . Incremento de los niveles séricos en pacientes con rechazo renal agudo®?,

Acido . Esreconocido por TLR2/4 y participan en el dafio renal por I/R4,
hialurénico . Se encuentra incrementado en pacientes con rechazo renal agudofsl.

Una vez activadas, las células inmunes innatas no solo participarian en el dafio por I/R, sino
también en el rechazo agudo y crénico (revisado en [8). Estas células incluyen los
neutrofilos, las células NK, los monocitos, los macrofagos, y las células dendriticas (CDs).
Dentro del injerto, estos leucocitos participarian en el rechazo mediante diversos
mecanismos, incluyendol®l: la produccion de citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, I1L-12, IL-
18, IL-23, TNF-a, IFN-y) y quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL10); la citotoxicidad celular,
mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno, granzimas y perforinas; y de
manera importante, participarian en el reclutamiento y la activacion de las células del sistema
inmune adaptativo. En este Gltimo punto, las CDs tendria una funcion primordial ya que son
consideradas las células presentadoras de antigeno mas eficientes para activar las células
T, En el contexto del dafio por I/R, los DAMPS y las citocinas inflamatorias (p. ej. TNF-
a, IL-6, IL-1) inducen la maduracion de las CDs aumentando su expresion de moléculas del
MHC (clase I y Il) y coestimuladoras (ej. CD80 y CD86), por lo tanto, incrementa su
capacidad para presentar antigenos y activar las células T en el ganglio y/o en el injertot®® 371,
Asimismo, este mismo microambiente inflamatorio incrementa la expresion de receptores de
quimiocinas (ej. CCR7, CXCR4) y moléculas de adhesion (ej. LFA1) en las CDs, lo cual les
permite migrar a los ganglios linfaticos donde interacttan y activan las células T aloantigeno-
especificas®®l. Este proceso es esencial para iniciar la respuesta inmune adaptativa al

trasplante.
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1.2.2. Respuesta inmune adaptativa en el trasplante

La respuesta inmune adaptativa esta mediada por las células T y B, pero a diferencia de la
respuesta innata, estas células tienen la capacidad de reconocer de manera especifica las
diferencias presentes en la estructura de las proteinas alogénicas. Esta especificidad es
conferida gracias al amplio repertorio de los receptores de antigeno (rango de 107 a 10°) que
adquieren las células T y B durante su ontogenial*®. Las células T virgenes o naive pueden
ser activadas durante una respuesta inmune y esta activacion requiere por o menos tres
sefiales, que son reconocidas por los receptores expresados en la membrana plasmética y se

transducen en cambios bioquimicos intracelulares (Figura 2, revisado en).
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Figura 2. Vias de sefializacion del TCR. La interaccion de los complejos TCR-af3/CD3 y los correceptores
(CD4 o CD8) con el complejo péptido-MHC activa la cinasa de tirosinas Lck. La Lck fosforila la cadena
CD3( en los motivos de activacion de inmunorreceptores basados en tirosina (ITAM). Los ITAM
fosforilados reclutan la cinasa ZAP-70 y se convierte en sustrato de Lck. La ZAP-70 fosforilada adquiere la
capacidad de cinasa de tirosina y fosforila proteinas adaptadoras como LAT. La LAT fosforilada recluta la
fosfolipasa C-y (PLCy) y se activa mediante las cinasas de tirosinas, incluida ITK que también es reclutada
por LAT fosforilada. La hidrolisis de fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2) por PLCy libera el diacilglicerol
(DAG) y el inositol trifosfato (IP3). El IP3 incrementa la concentracion de calcio intracelular, lo cual activa
la calcineurina, la cual desfosforila NFAT para permitir su translocacion al ndcleo. La formacién de DAG
conduce a la activacion de una cascada de fosforilacion de serina/treonina cinasas (cascada de MAP cinasas)
que al final resulta en la translocacion nuclear de cinasas ERK (AP-1, CREB). EI DAG activa el complejo
CARMA/BCL-10/ MALTI que conduce a la fosforilacion de la cinasa de kB (IKK). IKK activa fosforila a
IxB, lo que lleva a la degradacion de IxB y la liberacion de NF-kB al ntcleo. PI3K activado por TCR cataliza
la formacion de PIP3 a partir de PIP2 asociado a membrana; la fosfatasa PTEN antagoniza la formacion de
PIP3. PIP3 activa PDK1, que fosforila y activa la cinasa Akt. Akt activa promueve la activacion de mTOR
y la via PKC-CARMA-NF«B y, bloquea la regulacidn transcripcional dependiente de FoxO. Los factores de
transcripcion NFAT, NF«kB y los activados por la via MAPK cooperan para regular la transcripcién de genes,
como IL-2 o aumento de la expresion de CD25, criticos para la activacion de las células T.
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La union del complejo TCR/CD3 y un correceptor CD4 o CD8 de las células T con el
complejo péptido-MHC expresado en una CPA, es imprescindible para el inicio de la
activacion del linfocito T, Ademas, para la eficaz activacion de células T se requiere que
la misma CPA genere una segunda sefial, la sefial coestimuladora, cuyo efecto principal es
incrementar la sefializacion intracelular. Las moléculas coestimuladoras mejor conocidas son
miembros de la familia B7, CD80 y CD86, que reconocen receptores de la familia CD28
expresados en las células TI%. Los receptores y correceptores activan varias vias de
sefializacion intracelular (Figura 2), que tienen como resultado final cambios en la expresion
de moléculas de superficie (ej. moléculas de adhesidn, receptores citocinas y quimiocinas),
la sintesis de citocinas, la proliferacion celular y la diferenciacion en células T efectoras y/o
de memorial*®. En el caso de las células T CD4*, una tercera sefial es proporcionada
principalmente por las citocinas presentes en el microambiente inflamatorio, lo cual induce

la diferenciacion a subgrupos efectores denominados células T cooperadoras (Th).

Rechazo al trasplante mediado por células T
Actualmente es ampliamente aceptado que la respuesta inmune adaptativa mediada por las
células T, constituye el punto critico que determina el éxito del trasplante renal a corto y
largo plazo. El reconocimiento de los aloantigenos (alorreconocimiento) por las células T es
posible gracias a la participacién de las CPAs, principalmente las CDs, tanto del receptor

como del donador. Se han descrito tres vias de alorreconocimiento (Figura 3):

1. Via directa: En esta via, las CDs del donador presentes en el 6rgano trasplantado maduran
y migran a los 6rganos linfoides secundarios del receptor, en los cuales las células T CD8" y
CDA4" del receptor reconocen los aloantigenos en las moléculas intactas del MHC 1y I,
respectivamente, expresados en las CDs del donador (Figura 3a)i3"- 3% 401 |a frecuencia de
células T del receptor con aloespecificidad directa se ha estimado entre 1-10%, una
proporcion alta en comparacion con antigenos convencionalest®” 4%, Se han propuesto dos
modelos no mutuamente excluyentes para explicar este fenomeno® 4. El primero, el
modelo de alta densidad de determinantes, postula que los TCRs del receptor pueden
reconocer los aminoacidos polimarficos del MHC alogénico expuestos, independientemente
del péptido unido a la molécula del MHC. EI segundo, el modelo de maltiples complejos
binarios, se basa en la habilidad de cada molécula del MHC alogénica para presentar diversos
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péptidos que pueden servir como ligandos para varias clonas de células T. El analisis
cristalogréfico de la interaccion entre una célula T aloespecifica y un MHC alogénico sugiere
que la alta frecuencia precursora de ceélulas T aloespecificas via directa se debe
principalmente al reconocimiento multiple de complejos binarios“?l.

2. Via indirecta: en esta via, las CDs del receptor capturan, procesan y presentan
aloantigenos como péptidos en sus moléculas del MHC. Las CDs del receptor, que expresan
moléculas del MHC clase 1 y I, pueden presentar los aloantigenos a las células T CD8 o
CD4* (Figura 3b)> 41 Dado que el aloinjerto puede expresar antigenos de
histocompatibilidad mayor y menor, se podria generar un gran nimero de alopéptidos que
serian presentados de manera indirecta. EI mapeo de epitopos y estudios de repertorio de los
TCRs revelaron que la respuesta indirecta inicialmente esta dirigida a pocos epitopos
generalmente ubicados dentro de las regiones polimorficas del MHC alogénico.
Progresivamente, la alorespuesta indirecta tiende a extenderse a nuevos péptidos del MHC
alogénicos, especialmente de la clase 1140411,

3. Via semidirecta: este tipo de alorreconocimiento se caracteriza por la capacidad de las
CDs del receptor para presentar moléculas del MHC 1 y Il del donador estructuralmente
intactas adquiridas por contacto de célula a célula o por fusién con exosomas del donante.
En esta via, las células T CD8" y CD4" aloespecificas son estimuladas por

alorreconocimiento directo e indirecto (Figura 3c)4% 411,

Donador
3 Receptor
—== MHCII
& MHCI
V\* === TCR
- Péptido procesado
a) Directa b) Indirecta c) Semidirecta
‘“«*\f - N ?
&_Gg;@u == ) == ) ¥~ ==
o y
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Figura 3. Vias de reconocimiento del aloantigeno por las células T. a) En la via de alorreconocimiento
directa, el aloantigeno se reconoce en una proteina intacta del MHC clase 1l o clase | en la superficie de las
células presentadoras de antigeno del donante (CPA) por las células T CD4* o CD8*, respectivamente. b) En
el alorreconocimiento indirecto, el aloantigeno del injerto (tipicamente antigenos del MHC) es internalizado
por la CPA del receptor (tipicamente una CD), procesado y presentado como péptidos en las moléculas del
MHC del receptor. ¢) En la via semidirecta, el complejo MHC-aloantigeno es adquirido por las CDs del
receptor, pero en lugar de presentarse como alopéptido procesado, se vuelve a presentar como una proteina
conformacionalmente intacta.
14



En los o6rganos sélidos vascularizados, como el rifidén y el corazon, el rechazo agudo es
esencialmente iniciado por las células T CD4" con alorreconocimiento directo, lo cual es
asociado con el rapido trafico de las CDs del donador a los 6rganos linfoides secundariost*®-
421 Estudios en ratones y en humanos sugieren que las respuestas de las células T CD4* de la
via directa se limitan a las primeras semanas después del trasplante, lo cual se correlaciona
con la vida media de las CDs de donadort. Adicionalmente, existe evidencia que estos
organos vascularizados pueden ser rapidamente infiltrados por células T aloespecificas de
memoria (Tm) del receptor (presumiblemente activadas via directa) que mediarian el rechazo
agudol®®l aln en ausencia de tejidos linfoides secundarios™*, lo que concuerda con la
habilidad de las células Tm de migrar y proliferar en tejidos no linfoides“®l. Estas células Tm
serian generadas por mimetismo con antigenos microbianos o exposicion previa a moléculas
del MHC alogénicas después de eventos como el embarazo o la transfusion sanguineal*?.
Aunado al anterior mecanismo, a través de la microscopia intravital recientemente se ha
revelado que las células T aloespecificas se reclutan y transmigran en el érgano alogénico solo
cuando su antigeno especifico se encuentra expresado en el rifionl, Este mecanismo es
dependiente de la presencia de las CDs en el aloinjerto, ya que cuando son eliminadas
selectivamente o son deficientes de moléculas del MHC, disminuyen las interacciones células
T-CDs, lo que trae como consecuencia una menor supervivencia y proliferacion de las células
T infiltrantes y, como resultado final, una mayor sobrevida del aloinjertot® 471, Finalmente, es
importante resaltar que la mayoria de los 6rganos sélidos vascularizados son rechazados
crénicamente, un proceso asociado con la fibrosis progresiva del tejido del injerto y la oclusién
de los vasos sanguineos, donde las respuestas de células T CD4* con activacion indirecta

predominan progresivamentel*!],

Una vez que células T aloespecificas son activadas por las células presentadoras de antigeno,
el microambiente inflamatorio lleva la diferenciacion de distintas subpoblaciones efectoras
incluyendo las células T CD4" cooperadoras tipo 1 (Thl), Th2, Th17y foliculares (Tfh), cada
una de las cuales contribuye al rechazo agudo y crénico mediante diversos mecanismos
(Figura 4, revisado enl*®)). Por ejemplo, las células Thl inducen la estimulacion de la
respuesta humoral mediada por células B, la diferenciacion de linfocitos T CD8" citotdxicos
(CTL), la activacion de las células NK y macrofagos, y muerte celular través de la expresion
de FasL, y la produccion de granzimas y perforinas. Mientras tanto, la IL-17 producida por
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las células Th17 estimula la produccion de citocinas y quimiocinas inflamatorias que
conducen al reclutamiento de neutrofilos y macréfagos. Las células Th2 y Tfh promueven el
reclutamiento de eosinofilos, y de manera importante inducen la maduracion y diferenciacion
de células B a células plasmaticas productoras de anticuerpos ADE. A su vez, las células B
expresan moléculas del MHC | y |1, y coestimuladoras, por lo tanto, tienen la capacidad de
promover la activacion y diferenciacion de las células T aloespecificas*®l. Por ello, el
entendimiento de la contribucion y regulacion de cada uno de estos mecanismos podria

ofrecer oportunidades para intervenciones inmunoldgicas en el trasplante de 6rganos solidos.
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Figura 4. Participacion de las células T CD4* en la respuesta inmunoldgica al aloinjerto. El dafio por
I/R generado durante el trasplante, induce la produccion de citocinas inflamatorias y DAMPs los cuales
inducen el reclutamiento y/o la maduracion de células dendriticas (CDs) derivadas de donantes y receptores,
asi como otros leucocitos (1). Las CDs captan/procesan el aloantigeno y migran a nddulos linfoides (NLs)
donde presentan el aloantigeno a las células T aloreactivas (2). Las células T CD4* virgenes/memoria se
diferencian en células T cooperadoras tipo 1 (Thl), Th2, Th17 y Tfh (3), las cuales modulan la respuesta
inmune al aloinjerto mediante: la induccién de la muerte celular en el injerto a través de FasL, y la
produccion de granzimas y perforinas (4); promoviendo la diferenciacién y la proliferacion de células T
CD8" citotdxicas (5): reclutando y activando células NK (6), macrdfagos (M6) (7), neutrdfilos (8) y
eosinofilos (9); finalmente, inducen la diferenciacion de células B a células plasmaticas productoras de
anticuerpos anti-donador especificos (10). A su vez, cuando los anticuerpos se reconocen el aloantigeno en
el injerto activan la cascada de complemento, inducen el reclutamiento de otros leucocitos y generan
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mediado por células NK y macr6fagos.

16



1.3. FA&rmacos inmunosupresores y sus efectos adversos

Para suprimir la respuesta inmune del receptor contra el 6rgano trasplantado, los pacientes
requieren un régimen inmunosupresor perioperatorio, la terapia de induccion, y
postoperatorio, la terapia de mantenimiento (Figura 5, revisado en®). La terapia
inmunosupresora de induccién proporciona una inmunosupresion intensa a corto plazo
durante los periodos perioperatorios y postoperatorios inmediatos. En general, los agentes
de induccion acttan eliminando las células T, lo que ha reducido las tasas de rechazo agudo
y una mayor supervivencia del aloinjerto®!. Se utiliza un grupo selecto de agentes para la
terapia de induccién incluyendo alemtuzumab (anti-CD52), timoglobulina (anticuerpos
policlonales anti-timocitos humanos) y basiliximab o daclizumab (anti-CD25)%,

La inmunosupresion de mantenimiento ocurre en el periodo postoperatorio, el cual en la
mayoria de los pacientes es administrado de por vida y consiste en multiples medicamentos
que se dirigen a diferentes mecanismos de la respuesta inmunel® (Figura 5). Con la
introduccion de la ciclosporina A (CsA), un inhibidor de la calcineurina (iCN), a principios
de la década de 1980 condujo a una mayor supervivencia del paciente y del aloinjerto y
redujo las tasas de rechazo agudol?. Actualmente, la mayoria de los centros de trasplante
utilizan un régimen de tres medicamentos que incluye el tracolimus (un iCN de segunda
generacion), el agente anti-proliferativo micofenolato y un corticosteroide. Estudios
recientes sugieren un beneficio de regimenes basados en un inhibidor de mTOR como
rapamicina (sirolimus) o everolimus para preservar la funcion renal a largo plazo!®.
Ademas, se han desarrollado nuevos farmacos inmunosupresores. Belatacept (BLT) es una
molécula quimérica CTLA-4-1g que bloquea la coestimulacion de las células T, la cual fue
aprobada en 2011 para la terapia inmunosupresora de mantenimiento en pacientes con
trasplante de rifion en Estados Unidos de América y la Union Europeal®. Durante un estudio
clinico de siete afos, los resultados mostraron que la funcién renal medida por tasas de
filtracion glomerular (TFG) fueron significativamente mas altas en los pacientes tratados
con BLT en comparacion con pacientes tratados con CsAP?l, Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la supervivencia del paciente y del injerto entre los pacientes
tratados con CsA y BLT. Ademas, se observo una mayor tasa de rechazo agudo en los

pacientes tratados con BLT dentro del primer afio post-trasplantel®? %31,
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Figura 5. Mecanismos de accion de agentes inmunosupresores. Los agentes inmunosupresores usados
en las terapias de induccidn en los pacientes con trasplante estan dirigidos a eliminar las células T mediante
uso de anticuerpos (anti-CD3/-CD52/-CD25) o inhibiendo la coestimulacion con proteinas quiméricas
(CTLA-4-1g). Otro grupo de inmunosupresores, usados en terapias de mantenimiento, estan dirigidos a
inhibir la diferenciacion y proliferacion de células T como inhibidores de calcineurina (ciclosporina A,
tracolimus), inhibidores de mTOR (sirolimus, everolimus), anti-proliferativos (micofenolato, azatioprina) y
corticosteroides, asi como sefializacion de citocinas (inhibidor JAK).

A pesar de las excelentes tasas de supervivencia del injerto a corto plazo (>90% dentro del
primer afio del trasplante)®, actualmente la supervivencia del injerto y del paciente
disminuyen gradualmente a lo largo del tiempo!®*. En este contexto, un estudio retrospectivo
de cuatro décadas realizado en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMN-SZ), reportd que las tasas de sobrevida del injerto renalen 1,5y
10 afios post-trasplante fueron del 90%, 76% y 61%, respectivamente, con una media de
supervivencia de 12.8 afiost*4l. Esta disminucion de las tasas de supervivencia puede deberse
a dos principales factores. Primero, debido a que la inmunosupresion no elimina
especificamente a las células T aloespecificas, por lo que, las actuales terapias
inmunosupresoras no han podido evitar el rechazo cronico. Segundo, los regimenes
inmunosupresores administrados a largo plazo estan asociados con una amplia gama de
complicaciones (Tabla 2), principalmente enfermedades cardiovasculares, cancer e
infecciones por microorganismos patdgenos, las cuales a su vez actualmente representan
aproximadamente el 30%, 24% y 13%, respectivamente, de la mortalidad general en

receptores renales®4.,
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Tabla 2 | Efectos adversos de los farmacos inmunosupresores.

Anti-CD25
(basiliximab, daclizumab)

Anti-CD52
(alemtuzumab)

Anafilaxia, reacciones alérgicas, mayor riesgo de infeccidn.

Mayor riesgo de infeccion, alteracion gastrointestinal.
Timoglobulina Linfopenia, anafilaxia, shock, broncoespamos, mayor riesgo de infeccidn.

Retencion de liquidos, diabetes mellitus, hipertension, retraso crecimiento,

Corticosteroides TR . Lo .
hiperlipidemia, osteopenia, menor cicatrizacion de heridas.

Nefrotoxicidad, neurotoxicidad, hipertension, hiperlipidemia e
hiperpotasemia, diabetes mellitus, mayor resorcion Osea, hirsutismo,
hiperplasia gingival, discapacidad auditiva, sindrome colestasico.

Inhibidores de
Calcineurina (iCN)

Azatioprina Hiperplasia nodular hepatica, esclerosis hepatoportal, mielosupresion

Micofenolato Alteracion gastrointestinal, retraso del crecimiento, mielosupresion.
Modificado de®!,

Debido a lo anterior, la meta final del trasplante es lograr la tolerancia, un estado fisiolégico
en el cual se crea un entorno inmunolégico que favorece la regulacién, respaldando la
supervivencia del aloinjerto, sin interferir con los mecanismos cruciales de vigilancia
inmunoldgica y de esta manera eliminar la necesidad de usar f&rmacos inmunosupresores.
De hecho, ha habido reportes de un estado de tolerancia postoperatoria espontanea en
pacientes con trasplante de rifion[®®! e higado!®"l. En tales casos, los pacientes renuncian a la
necesidad de la terapia inmunosupresora, mientras mantienen la funcion normal del injerto.
Sin embargo, este fendmeno es raro, y en el contexto del trasplante de higado se ha
demostrado que ocurre afios después del trasplante®". Ademas, se ha sugerido que la terapia
inmunosupresora dificulta el desarrollo de la tolerancia postoperatoria mediante la supresion
indiscriminada de células inmunes que se consideran necesarias para la induccién de la

tolerancia.

En la basqueda de la panacea de la inmunologia del trasplante, se ha dirigido un esfuerzo
considerable en la basqueda de células inmunes reguladoras que induzcan tolerancia. Durante
las dltimas décadas ha habido innumerables descubrimientos de células inmunorreguladoras
que abarcan la mayoria de los linajes del sistema inmune. No obstante, una poblacién en
particular que ha recibido mucha atencion ha sido las células T reguladoras (Tregs), debido
a que tienen la capacidad de inducir tolerancia de manera antigeno-especifica.
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1.4. Células T reguladoras

Las células T CD4" reguladoras (Tregs) son una subpoblacién especializada de linfocitos
requeridos para la induccion y mantenimiento de la tolerancia inmunolégica. Estas células
pueden suprimir la activacion y las funciones efectoras de una amplia gama de células del
sistema inmune, incluyendo los linfocitos T CD4" y CD8", linfocitos B, células NK,
monocitos, neutréfilos y CDs, tanto in vitro como in vivol®l, Esta diversidad de poder
controlar la respuesta inmune hace que las células Tregs sean esenciales para: a) prevenir el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, inmunopatologias y alergias; b) regular la
respuesta inmune contra infecciones de origen viral, bacteriano o parasitario; c) mantener la
homeostasis intestinal; d) participar en la reparacion y la regeneracion del tejido dafiado; e)
inducir y mantener la tolerancia materno-fetal y al aloinjerto® %1, Debido a todas estas
funciones, ha habido un gran interés en poder desarrollar inmunoterapias basadas en el uso

de células Tregs para el tratamiento de inmunopatologias, incluyendo el rechazo al injerto.

Aunque existen varias subpoblaciones de células Tregs y por lo tanto, gran heterogeneidad
en su fenotipo, la subpoblacién mayoritaria y mejor estudiada se caracteriza por la expresién
del factor de transcripcion FOXP3, el cual es indispensable para su desarrollo y el
mantenimiento de su funcion supresoral®®, La importancia de este factor de transcripcion se
pone en evidencia en experimentos donde mutaciones en el gen Foxp3 conllevan una
autoinmunidad hiperproliferativa fatal. En ratones, la mutacion espontanea “Scurfy”, que
induce una pérdida de la funcion del FOXP3, induce la ausencia completa de Tregs
conduciendo a la muerte entre la tercera y cuarta semana de edad™®l. En humanos, pacientes
con enfermedad autoinmune multisistémica IPEX presentan un fenotipo poliendocrino

autoimmune que se relaciona con la pérdida de células Tregs funcionales(®.

1.4.1. Ontogenia de las células Tregs
Las células Tregs FOXP3™ se han clasificado, de acuerdo al lugar anatémico de su
generacion, en células Tregs de origen timico (tTregs) y células Tregs generadas en la
periferia (pTregs) (Figura 6). Ademas, cuando las células Tregs son generadas in vitro a
partir de células T virgenes se denominan células iTregs (in vitro induced Tregs)[®. Existen
diferencias fundamentales en las sefiales que favorecen el desarrollo de cada subpoblacion y

gue se abordan a continuacion.
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Figura 6. Ontogenia de las células T reguladoras. Las células T reguladoras (Tregs) de origen timico
(tTregs) se desarrollan a partir de timocitos CD4 simples positivos (CD4SP) y se caracterizan por la
expresion constitutiva del FOXP3 y CD25, asi como altos niveles del Helios, CTLA-4, GITR, neuropilina
1y PD-1. Para su diferenciacién las tTregs requieren fuertes sefiales a través de su TCR y coestimulacion
por CD28, y por citocinas incluyendo IL-2, IL-15y TGF-B. Las Tregs periféricas (pTregs) se generan en
escenarios extratimicos tolerogénicos a partir de células T CD4" virgenes y se caracterizan por expresar
FOXP3, CD25, CTLA-4, asi como menores niveles de expresion de Helios y neuropilina; para su
generacion requieren sefiales a través del TCR y de citocinas IL-2 y TGF-B, pero coestimulacion suboptima
del CD28. Otro grupo subgrupo de Tregs inducidas son las Tregs tipo 1 (Trl) que Se generan en presencia
de IL-10, y se caracterizan por la expresion de LAG-3, CD49b, produccién de IL-10 y no expresar FOXP3.

Actualmente, se sabe que la diferenciacion de las células tTregs requiere sefiales a través del
TCR, moléculas coestimuladoras y receptores de citocinas. Diversas investigaciones han
respaldado el papel de la sefializacion del TCR de alta afinidad en el desarrollo de las células
tTregs. Usando ratones que expresan proteina fluorescente verde (GFP) bajo el promotor del
gen Nrdal, cuya expresion es inducida por la intensidad de la sefial del TCR, se revel6 que
las células tTregs tienen una mayor expresion de la GFP en comparacion con las células T
CD4* convencionales (Tconv) no reguladoras®l. Adicionalmente, estudios realizados en
ratones deficientes de las proteinas RAG (gque son incapaces de recombinar las cadenas
TCRa para generar los TCRaf maduros) y/o que contienen TCR transgenicos especificos
para péptidos extrafios como OVA, tienen una disminucion o ausencia de células tTregs®®
63,641 Estos mismos modelos de estudio han mostrado que las células tTregs requieren de
una sefial de alta avidez mediada por el TCR y la expresion del antigeno en las células
epiteliales timicas para ser seleccionadas!® 63 641, Se ha propuesto que esta alta avidez es
cercana a la que desencadena la seleccion negativa de los timocitos(®3l. De hecho, se ha

observado que la reduccion de las sefiales inducidas por el TCR se correlaciona con una
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disminucion de las células tTregs, mientras que, el aumento de la intensidad de la sefial del
TCR favorece su generacionl®l. Consistente con los conceptos anteriores, las células tTregs
requieren la activacion de sefiales intracelulares fuertes a través del TCR para favorecer su
desarrollo y homeostasis (Figura 2 y 7). En este contexto, mutaciones o deficiencias de
moléculas involucradas en la sefializacion rio abajo del TCR como LAT, PLCy1, ZAP-70,
PKC-0, Bcll0, Lck, CARMAL, IKKB o NF-KB/Rel, conducen al desarrollo de
autoinmunidad debido a un defecto en el desarrollo y/o el mantenimiento de las células
tTregs® (Figura 7).

Ademas de las sefiales del TCR, las sefiales co-estimuladoras a través del CD28 tienen un
papel esencial en la diferenciacion de las células tTregs. Ratones deficientes del CD28 o
CD80/CD86 presentan una disminucion en los numeros de las células tTregs en el timo y en
6rganos linfoides periféricos!®l. Cabe resaltar que el dominio de union a Lck en la cola
citoplasmica del CD28 y la activacion de c-Rel (miembro de la familia del NF-«xB) rio abajo

de la sefializacion del CD28 son criticos para la induccion de la expresion del FOXP3[65-67],

Por otro lado, existen vias de sefializacion activados a través del TCR y CD28 que
antagonizan la expresion del FOXP3. Especificamente, la activacion de AKT, a través de
PI3K y mTORC2, lleva a la fosforilacion de las proteinas FoxO1 y FoxO3, inhibiendo su
translocacion al nucleo (Figura 2)1. Las proteinas FoxO se unen al locus de Foxp3 y
cooperan para inducir la expresion del FOXP3[©% 7 De esta manera, la via
PISK/AKT/mTOR inhibe la generacion de las células tTregs probablemente a través de la
exportacion nuclear de factores de transcripcion de la familia FoxO (Figura 7). En conjunto,
estos datos sugieren un rol coordinado entre las sefiales del TCR y del CD28 para la

diferenciacion de las células Tregs en el timo.

Aunado a los mecanismos moleculares mencionados anteriormente, se ha documentado que
sefiales generadas por receptores de citocinas son importantes para la generacion de las
células tTregs. Se ha propuesto que la generacion de las células tTregs ocurre en un proceso
de dos pasos: el primero depende de la alta avidez de las sefiales del TCR que da lugar a la
generacion de timocitos precursores CD4*CD25"FOXP3; y el siguiente paso, independiente
del TCR, estos timocitos precursores expresan FOXP3 en respuesta a citocinas como IL-2 e

IL-15, las cuales inducen sefiales a traves de sus receptores y activan el factor de
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transcripcion STATS (Figura 7)1, TGF-p también participa en el desarrollo timico de Tregs
promoviendo la sobrevida de los timocitos precursores de células tTregs y sefializando a

través de su receptor para inducir la expresion del FOXP3[64],

Por otra parte, las células iTregs y las pTregs se pueden generar a partir de células T CD4"
virgenes tanto in vitro como in vivo a través de distintas vias y dependiendo de los contextos
inmunoldgicos. Uno de los mecanismos mejor definidos en la induccidn de las células Tregs
involucra un mecanismo dependiente de TGF-B. De esta manera, la estimulacion de las
células T CD4" virgenes a través de su TCR y en presencia de TGF-f genera de novo una
subpoblacion de células T que son fenotipicamente similares a las células tTregs, en cuanto
a la expresion del CD25, CTLA-4 y FOXP3U'L: 72, Especificamente, TGF-p a través de su
receptor activa al factor de transcripcion SMAD3, el cual se une al gen Foxp3 'y, en conjunto

con otros factores, induce su expresion (Figura 7)I"% 721,

El analisis de repertorios de los TCRs en las células Tregs ha revelado que la especificidad
del TCR que presentan las células pTregs difiere en su mayoria con los TCRs de las células
tTregs, lo que sugiere que cierto tipo de antigenos favorecen la generacion de células Tregs
en periferia y que ambas poblaciones tendrian funciones no redundantes’ 2. Ademas, la
intensidad de las sefiales a través de su TCR y moléculas coestimuladoras en las células
pTregs parecen ser diferentes al de las células tTregs. Se ha observado que la induccién de
células Tregs in vitro es favorecida por sefiales subdptimas del TCR o sefiales 6ptimas en
presencia de alta concentracion de TGF-BI'* 2. Mientras que, en periferia el
entrecruzamiento del CD28 inhibe la induccion del FOXP3 en células T virgenes bajo
estimulacion con TGF-B; por el contrario, un estimulo inhibitorio por medio del CTLA-4
(regulador negativo de la sefializacion del CD28 y del TCR) es necesario para generar las
células pTregs y las iTregs en presencia de TGF-pI’* 7. In vivo existen condiciones
tolerogénicas donde la estimulacion crénica con bajas dosis de antigeno en un
microambiente no inflamatorio favorece el desarrollo de las células pTregs FOXP3*. Por
ejemplo, el microambiente intestinal es rico en una subpoblacion de CDs caracterizadas por
la expresion de CD103 y la alta produccion de acido retinoico y TGF-B, ambas moléculas

inducen la expresién de FOXP3 en las células T CD4" virgenes; de esta manera, la
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exposicion crénica a antigenos de la dieta y de la flora bacteriana comensal favorece la

generacion de células pTregs especificast’® 721,

1.4.2. Regulacion transcripcional y epigenética de la expresion del FOXP3
Factores de transcripcion activados rio abajo del TCR, CD28 y de los receptores de citocinas
(IL-2 y TGF-B), se unen a la region promotora y a secuencias no codificantes conservadas
(Ilamadas CNSO0-3) en el locus de Foxp3 para regular su transcripcion (Figura 7). Ademas de
la regulacion mediada por factores de transcripcion, la expresion del FOXP3 en las células
Tregs esta bajo un control epigenético. La desmetilacion de citosinas combinado con
modificaciones permisivas de las histonas, establecen una estructura de la cromatina abierta
que favorece la expresion del FOXP3 en las células Tregs. Dentro del locus de Foxp3, el
promotor y las secuencias no codificantes conservadas son las principales regiones reguladas
epigenéticamente, por lo tanto, son necesarias para la estabilidad de la expresion del
FOXP3I60. 3771/ A continuacion, se describen brevemente cada una de las regiones.

Promotor

El promotor de Foxp3 se encuentra a 6.5 kb (kilobases) rio arriba del exén 1 y
aproximadamente a 500 pb (pares de bases) rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion;
esta region contiene sitios de union de varios factores de transcripcion, incluyendo NF-kB,
FoxO1/3a, NFAT, AP-1, c-Rel, STATS5, y Nr4al”® 771, Respecto a su regulacion epigenética,
en las células Tregs el promotor contiene motivos CpG desmetilados y modificaciones
permisivas de histonas tales como la acetilacion de la histona 3 (H3) y H4, asi como di- y
tri-metilacion de la lisina 4 (K4) de la H3 (H3K4)["31,

CNSO
Region recientemente descrita, en la CNSO se une Satb1, un organizador de cromatina, que
actla como un factor pionero para activar super-enhancers ("potenciadores™) en el gen de
Foxp3, y otros genes como Ctla4 y 112ra, en estadios iniciales de la diferenciacion de las
células tTregst’” 7. La union Satbl a la CNSO induce cambios en la accesibilidad de la
cromatina y modificaciones de histonas en Foxp3, permitiendo asi que otros factores de
transcripcion se unan y activen los otros elementos reguladores de las CNS que conducen al
inicio de la expresion del FOXP3['” 78l Esta region contiene la modificacion de histonas
H3K27Acl™],
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CNS1
La CNS1 esté situado dentro del primer intrén, aproximadamente 2 kb rio abajo del promotor
y es una region critica para la induccion del FOXP3 durante la diferenciacion de las células
iTregs y pTregs, pero no es indispensable para la generacion de tTregs™ ™1, La unién de los
factores de transcripcion NFAT, SMADS, y el receptor de &cido retinoico (RAR) a esta
region facilitan la induccién de la expresion de FOXP3 en las células T CD4" virgenes
activadas por medio de su TCR en presencia de TGF-B y de &cido retinoicol’> "> 771, La CNS1
es regulada a través de modificaciones permisivas de histonas H3Ac, H4Ac, H3K4me3,
H3K4me2; estas modificaciones se encuentran mas enriquecidas en las células tTregs y en

las iTregs, en comparacion con las células Tconv(™,

CNS2
La CNS2 (también Ilamado TSDR, Treg-specific demethylated region) es un elemento rico
en islas CpG que se encuentra en el primer intron, aproximadamente 4 kb rio abajo del
promotor. En células tTregs, las islas CpG se encuentran totalmente desmetiladas para
permitir la union de factores de transcripcion, incluyendo c-Rel, FoxO1/3a, NFAT, RUNX,
CREB, STAT5, y FOXP3[™ 771 Consistente con esto, la CNS2 se requiere para el
mantenimiento de la expresion de FOXP3 cuando las células Tregs han sido activadas y se
encuentran en division celular, especialmente en presencia de citocinas proinflamatorias o
cuando la IL-2 es limitada®!, Tras la activacion del TCR, la CNS2 interactGia con el
promotor de Foxp3 mediante la via calcineurina/NFAT; dicha interaccion permite que otros
factores de transcripcion se unan a la CNS2, incluyendo STATS, y se favorece el
mantenimiento de la desmetilacion de esta regionl™ 8. Diversos estudios han revelado que
la TSDR esta completamente desmetilado en las células tTregs y las pTregs, pero total o
parcialmente metilado en las células Tconv y en las células Tregs generadas in vitro, lo cual
sugiere que las células iTregs podrian ser mas inestables”l. Ademas de la desmetilacion de
citosinas, la CNS2 en las células Tregs contiene niveles incrementados de metilacion en
H3K4 y acetilacion de las H3/H4, lo que sugiere que la desmetilacion del ADN vy las
modificaciones permisivas de las histonas generan un estado de cromatina abierta en la

CNS2 que promueven la estabilidad de la expresion del FOXP37l,
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CNS3
La CNS3 esta localizado inmediatamente después del primer exon y aproximadamente a 7
kb rio abajo del promotor; también es llamado "elemento pionero”, ya que tiene una funcion
fundamental para iniciar la expresion del FOXP3 tanto en las tTregs como pTregs, pero es
prescindible una vez que FOXP3 se expresal™ ™. En la CNS3 se une c-Rel, el cual es
requerido para una eficiente induccion del FOXP3[®l Las células Tregs tienen un
enriquecimiento de mono- y di-metilacion en H3K4, y estas modificaciones permisivas de
las histonas ya se encuentran incrementadas subpoblaciones de timocitos, lo que sugiere que

la CNS3 facilita la apertura del locus de Foxp3 en los precursores de las células tTregst™ 7],
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Figura 7. Regulacién transcripcional de la expresion del FOXP3. Factores de transcripcion activados rio
abajo del TCR y de CD28 (naranja y negro), de los receptores de las citocinas IL-2 (azul) y TGF-p (verde),
asi como el metabolito acido retinoico (morado), se unen a la regién promotora y a secuencias no codificantes
conservadas (CNS0-3) en el locus de Foxp3 para inducir su expresion. La CNSO, a través de la union de
Satbl, actlia como un elemento pionero requerido para la remodelacién de la cromatina y modificaciones de
histonas para la activacion de los otros elementos CNS, y que conducen al inicio de la expresion de Foxp3
durante la diferenciacion de células tTregs. La CNS1 es esencial para la induccion del FOXP3 en células
pTregs y iTregs. La CNS2 (también llamado TSDR) es una regién que funciona como un enhancer
(“potenciador) para la transcripcion de Foxp3; ademas, contiene sitios CpG desmetilados esenciales para la
estabilidad de la expresion del FOXP3. La CNS3 también actia como elemento pionero en el inicio de la
transcripcion de Foxp3 y es importante para la generacién de células pTregs y tTregs.
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1.4.3. Mecanismos de supresion de las células Tregs
Después de su activacion a traves del TCR, las células Tregs llevan a cabo su funcién
supresora mediante mecanismos que incluyen, la produccion de citocinas antiinflamatorias,
la induccion de apoptosis, la disrupcién metabolica y la modulacion de las CDs (Figura

8)82l, Estos mecanismos han sido involucrados en la aceptacion al trasplante (Tabla 3).

: Regulacion
Produccién de CPA' D dela célula
citocinas PMN " dendritica
La °
antiinflamatorias ~~ ¢ °® ® =y

®
Consumo .
delL-2  °
® --"Expresion de
q' moléculas
® o> coinhibitorias
Foo ScAMP 0 LA
Metabolismo e é;ranzima
del 6\° O 3 8Perforina
ATP-Adenosina e“ ........ X
s Induccién
’)i AR de
A \ 2 apopotosis
® o5 W

e |

Figura 8. Mecanismos de supresion ejercidos por las células T reguladoras. Las células Tregs producen citocinas
antiinflamatorias I1L-10, IL-35, TGF-B y anfiregulina (AREG), las cuales inhiben las funciones de células presentadoras
de antigeno (CPA), linfocitos T CD4*y CD8* efectores (Tef) y polimorfonucleares (PMN). Las células Tregs consumen
la IL-2 del microambiente debido a su alta expresion de CD25, lo cual inhibe la proliferacion y sobrevida de células
Tef. Las ectoenzimas CD39 y CD73 metabolizan el ATP del microambiente y generan adenosina, la cual es reconocida
por el receptor A2a (A2aR) expresados en células Tef y células dendriticas (CD) incrementando la adenosina
monofosfato ciclico (CAMP) intracelular que tiene como resultado inhibicidn de las funciones de células Tef y la
maduracion de las CDs; ademas, las Tregs pueden transferir cAMP directamente a células Tconv y CDs a través de
proteinas de unién (GJ, gap junctions).Tregs inducen citolisis dependiente de la expresion de Fas-L y la secrecion de
granzimas/perforinas. La modulacion de las CDs incluye: la expresion de LAG-3 que se une a moléculas del MHC 11
para inhibir la maduracion de las CDs y trogocitosis de moléculas del MHC; expresion de CTLA-4 que al unirse a sus
ligandos CD80/CD86 induce trans-endocitosis 0 la producciéon de IDO, enzima que favorece el catabolismo del
triptéfano hacia un metabolito toxico para los linfocitos Tconv; Neuropilina-1 (Nrp-1) favorece interacciones mas
prolongadas entre Tregs-CDs disminuyendo la activacidn de células Tef. Receptores coinhibitorios como CTLA-4,
Nrp-1, TIGIT, PD-1 y Tim-3 sefializan para favorecer el mantenimiento del fenotipo supresor en las células Tregs.

IL-10 es importante en las células Tregs para mantener la tolerancia al ejercer efectos
inmunosupresores en varios tipos de célulast®l. En las células T, la IL-10 inhibe la
proliferacion y la produccion de citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a)®*
%l En las CDs, la IL-10 inhibe la expresion del CD80 y CD86 y moléculas del MHCI?],
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Ademas, la IL-10 producida por las células Tregs juega un papel importante al regular la

respuesta inmune de la flora intestinal o antigenos ambientalest®2.

TGF-B es una citocina primordial para el mantenimiento de la tolerancia, ya que, la
deficiencia de TGF-B o de su receptor lleva al desarrollo de una enfermedad autoinmune
multiorganica severa mediada por células T %4, |os efectos inmunoreguladores de TGF-
B sobre las células Tconv incluyen la inhibicion de la proliferacion celular, la citotoxicidad
y la diferenciacion de las células Thly Th2[*9], Ademas, TGF-p disminuye la proliferacion
de los linfocitos B, la citotoxicidad de las células NK, la maduracion de las CDs y la
activacion de células de origen mieloide®!. Interesantemente, las células Tregs pueden tener
TGF-B unido a membrana, y asi ejercer su funcién supresora de manera dependiente de

contactol®®: %1,

IL-35 es principalmente producida por las células Tregs para inhibir las funciones de las
células Tconv®l. In vivo, las células Tregs deficientes de IL-35 son incapaz de inhibir la
proliferacion de las células Tconv y de prevenir el desarrollo de la enfermedad inflamatoria
intestinal*®, Ademas, IL-35 inhibe la actividad citotoxica de las células T CD8", la
diferenciacion de las células Th17 y la produccidn de citocinas (IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-17,
IL-23, TNF-a); simultineamente, IL-35 incrementa la proliferacion de células Tregs y su
produccion de IL-1010-104 Asimismo, recientemente se ha demostrado que la 1L-35
producida por celulas Tregs es importante para disminuir el dolor en un modelo
encefalomielitis autoinmune experimentall!® y la inflamacion durante un proceso
alérgicol%8l. Interesantemente, la 1L-35 induce una subpoblacion reguladora denominada

células iTr35[° las cuales contribuyen a la tolerancia materno fetall71,

De manera importante, las células Tregs participan en la reparacion del tejido mediante la
produccion de IL-10, TGF- y anfirregulina (AREG)™®. La AREG, un ligando del receptor
del factor de crecimiento epidérmico, producida por las células Tregs participa en la
liberacion local de TGF-B y en la cicatrizacion del tejido dafiadol'%. Adicionalmente, en las
células Tregs la AREG estimula la secrecion de exosomas, a través de los cuales, transfieren

micro-ARN (miRNA) inmunosupresores a las células Tconv[% 109,

Adicionalmente, las células Tregs pueden inhibir las células del sistema inmune mediante
induccion de apoptosis. Después de la activacion a traves del TCR, las células Tregs
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producen perforina y granzima y mediante estas moléculas inducen apoptosis en las células
Tconvi'™® y en las células B 112 Ademas, las células Tregs pueden inducir in vivo la

muerte programada de células Tconvi**¥ly CDs** mediante la expresion de FasL.

Las células Tregs tienen la capacidad de causar disrupcion metabolica en las células Tconv
mediante diferentes mecanismos. Primero, las células Tregs no son capaces de producir IL-
2 pero tienen niveles mas altos del CD25 (cadena a del receptor de IL-2) que las células
Tconv, por lo cual, son mas eficientes para utilizar la IL-2 del microambiente; mediante este
mecanismo pueden disminuir la proliferacion y la sobrevida de las células Tconvi 128 | a5
células Tregs también tienen una alta expresién de CD39 y CD73, dos ectoenzimas que
hidrolizan el ATP o ADP a AMP y el AMP a adenosina, respectivamentel®. La adenosina
generada, a traves de la activacion del receptor de adenosina 2A (A2aR), incrementa la
concentracion intracelular de adenosina monofosfato ciclica (CAMP), la cual suprime las
funciones efectoras de las células Tconv y CDs['-1201 Cabe resaltar que en comparacion
con las células Tconv, las células Tregs tienen una mayor concentracion de cCAMP debido a
una alta expresion de la adenilato ciclasa, y a través de una comunicacion intercelular
dependiente proteinas de unién (GJ, gap junctions), las células Tregs pueden transferir
directamente el CAMP a las células Tconv y CDs*9,

Las células Tregs también pueden modular la maduracion y/o funcién de las CDs a traves de
la expresion de moléculas inmunomoduladoras como CTLA-4, neuropilina-1 y LAG-3.
CTLA-4, miembro de la familia del CD28, es una molécula coinhibitoria expresado
constitutivamente en las células Tregs humanas y de raton, cuyos ligandos son
CD80/CD86!%l. La competencia con CD28 en células T por los ligandos CD80/CD86
expresados sobre las CPAs*?! y trans-endocitosis de CD80/CD86?21 constituyen los dos
principales mecanismos biologicos de supresion mediados por CTLA-4. Neuropilina-1 (Nrp-
1), un correceptor de semaforina-4a, promueve interacciones mas prolongadas entre las
células Tregs y las CDs, y de esta manera disminuyen la probabilidad de que se activen las
células Tconv[*?% 1241 Adicionalmente, la sefializacion a través de Nrp-1 contribuye a la
estabilidad y la actividad supresora de las células Tregs mediante la inhibicion de la via
Akt/mTOR. En este sentido, las células Tregs deficientes de Nrp-1 muestran un fenotipo
inflamatorio caracterizado por la secrecion de IFN-y y menor produccion de 1L-10125 126],
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LAG-3 es una molécula altamente homdloga al correceptor CD4 que también se une a
moléculas del MHC clase 11 pero con mucha mayor afinidad(®. La expresion de LAG-3 en
las células Tregs interactia con moléculas del MHC Il para inhibir la maduracion de las
CDs!*271291 y para reducir su capacidad presentadora adquiriendo moléculas MHC 11 a través

de trogocitosisi*3,

Asimismo, las células Tregs expresan moléculas coinhibitorias como PD-1, Tim-3y TIGIT,
las cuales favorecen el mantenimiento de su fenotipo supresor. La sefializacion del PD-1, un
miembro de la familia del CD28**!, regula la produccion de IL-101%21 y el mantenimiento
de la expresion de FOXP3 en las células Tregs!*®l, Ademas, la expresion del PD-1 en células
Tregs es importante para que estas puedan suprimir las células B y promover la generacion
de novo de células Tregs!*3. La expresion de Tim-3 es incrementada en las células Tregs
después de una activacion, y las células Tregs Tim-3" muestran una mayor expresion de
moléculas inhibitorias (CTLA-4, LAG-3 y PD-1) y mayor secrecion de citocinas supresoras
como IL- 10 y TGF-B2% 1% De manera similar, subpoblaciones de células Tregs TIGIT*
se han descrito que son mejores supresoras en comparacion con células Tregs TIGIT", ya
que tienen una mayor expresion de genes relacionados a la inmunoregulacién (PD-1, CTLA-
4, Tim3, LAG-3, FOXP3, CD25, GITR, IL-10)1%7, Una caracteristica peculiar de las células
Tregs TIGIT" es su capacidad de suprimir preferencialmente las respuestas tipo Thly Thil7,
pero no Th2, mediante la secrecion de proteina 2 similar a fibrindgeno soluble (Fgl2) e IL-
10[137]_

Por ltimo, las células Tregs también tienen la capacidad de inhibir los monocitos y las
células polimorfonucleares. Por ejemplo, después del cocultivo con las células Tregs, los
monocitos exhiben caracteristicas clésicas de los macréfagos M2 con una capacidad
reducida para producir citocinas inflamatorias (IL-6 y TNF-a), baja expresion del CD86,
aumentada produccion de IL-10 y menor capacidad de activar las células Tconv*® 13 por
otra parte, las células Tregs regulan limitan la acumulacion de neutrofilos en tejidos
inflamados mediante la disminucion de la expresion de quimiocinas (CXCL1y CXCL2)M0l,
Ademas, los neutrofilos cocultivados con celulas Tregs producen mas I1L-10 y TGF-p junto

con una disminucion de la produccion de IL-6141,
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Tabla 31 Participacion de los mecanismos de supresion de las células Tregs en la
respuesta inmune al trasplante.

Evidencia cientifica

e En modelos de ratdn, la 1L-10 prolonga la sobrevida de aloinjertos de piel(®*-%¢1, pulmdnl&”
IL-10 81 corazonl®, islotes pancreaticos®® 142 y rifion®Y, asi como inhiben la EICH aguda y
cronical™, al inhibir la proliferacion y secrecion de citocinas en células T aloespecificas.

e Induce la generacion de novo de Tregs [8* #4141 y aumento de la expresion de moléculas
TGF-g coinhibitorias en células Tconv*¢! durante la respuesta inmune al trasplante. Asimismo,
TGF-B inhibe los sintomas de EICH inhibiendo las funciones de las células Tconvi®,

e En modelos de raton, 1L-35 favorece la sobrevida del aloinjerto cardiacol®Y e islotes

IL-35 " . - .
pancreaticos %%, asi como inhibe la severidad de la EICH!03 1041,

e La administracién de AREG estimula la regeneracion hepatica después de un trasplante

AREG parcial de higadol*47],

e Fundamental para el mantenimiento de la tolerancia a largo plazo mediada por las células

Granzima . . .
Tregs!**®l y es necesaria para controlar la EICH gastrointestinal(4%],

e Este eje prolongan la sobrevida de injertos piel™, islotes pancreéticos!*®d, corazontt® 1531,
traqueal® e higado™, disminuyendo la infiltracién leucocitaria (linfocitos T, PMNSs,
macrofagos), la produccion de citocinas inflamatorias y proliferacion de las células Tconv.

CD39-
CD73

e Enmodelos de ratdn, el bloqueo™>¢-1%% o d eficiencia [*61: 162 de CTLA-4 acelera el rechazo

de aloinjertos debido a un incremento de la activacion y proliferacién de las células Tconv.

e En estudios preclinicos en raton, la administracion de CTLA4-1g prolonga la supervivencia
del injerto de islotes pancreaticos['®, corazon [156-160, 163-166] y; pje| 11671,

CTLA-4

e Las células Tregs Nrp-1* promueven la aceptacién del aloinjerto de piel a largo plazo

Nrp-1 regulando la produccion de IFN-y e IL-17A en las células Tconv CD4* [168.169],

e EIl aumento de la expresion de LAG-3 en células Tregs prolongan la sobrevida de
aloinjertos de islotes pancreaticos modulando la produccion de 1L-21 e IL-1727,

e Encélulas Tconv CD4*y CD8*, LAG-3 es esencial para inhibir su activacion, proliferacion
y produccion de citocinas inflamatorias durante la EICHM130 1711,

LAG-3

o La deficiencial’”>771 o bloqueol!46: 172 176-180] ge PD-1 lleva a un rechazo acelerado del
aloinjerto. PD-1 expresado en células Tconv CD8* aloespecificas inhibe su activacion,
proliferacion, sobrevida, produccidn de citocinas y su diferenciacion a células Tm [72 173,
175-177.180] asi como induce anergia de células T CD8*[M6],

PD-1

e En modelo de trasplante de piel, las células Tregs Tim-3* infiltran el aloinjertol*%],
mientras el bloqueo de Tim-3 acelera el rechazo del aloinjertol*8, Pero, la transferencia
adoptiva las Tregs Tim-3* fueron inferiores en prolongar la supervivencia del injerto en
comparacion Tregs Tim-3", ya que eran mas propensas a apoptosis!**l,

Tim-3

e Enun modelo de EICH aguda alogénica, el tratamiento con TIGIT-Fc retrasé los sintomas
TIGIT y la mortalidad, incluso después del inicio de la EICH, mediante la inhibicién de la
infiltracion de células T CD8*Granzima-B*IFN-y* en el del higado e intestino delgado™®,
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1.5. Células Tregs en la induccion de tolerancia al trasplante

Actualmente es ampliamente aceptado que las células Tregs juegan un rol esencial en la
tolerancia al trasplante de 6rganos solidos mediante diversos mecanismos (Figura 9). Se ha
demostrado que las células Tregs suprimen la activacion y funcion de las células Tconv
efectoras, células B y células del sistema innato, lo que da como resultado tolerancia al
aloinjerto en varios estudios con modelos animales incluyendo de riignt*8 1841 pjg| 1185 1861
corazonl*®! e islotes pancreaticos!*®” 1881 asi como previenen el desarrollo de la EICHM8:
1901 Asimismo, se han descrito células Tregs funcionales que infiltran distintos aloinjertos
(ej. piel, corazdn y rifién), cuando se transfieren adoptivamente pueden conferir tolerancia a

un raton que recibe por primera vez un trasplante*®l,
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Figura 9. Participacion de células Tregs en la induccidn de tolerancia al trasplante. Las células Tregs
pueden reconocer aloantigenos presentados mediante via directa o indirecta y de esta manera ser activadas.
Una vez activadas, las células Tregs pueden migrar al aloinjerto donde tienen la capacidad de suprimir las
funciones efectoras de una amplia de células del sistema inmune que han sido implicadas en el rechazo al
aloinjerto incluyendo células T convencionales (CD4* y CD8"), células dendriticas (CDs), monocitos (Mon),
neutrofilos (Neut) y células B. Los mecanismos de supresion incluyen produccién de citocinas
antiinflamatorias (IL-10, TGF-B), induccidon de apoptosis (granzimas, perforinas) y por expresion de
moléculas coinhibitorias (CTLA-4, LAG-3). Ademas, pueden amplificar la regulacion de la respuesta inmune
mediante la induccién de células con caracteristicas inmunorreguladoras como CDs tolerogénicas (tolCDs),
macréfagos reguladores (Mregs) o tipo M2, y células Tregs inducidas. Finalmente, las células Tregs podrian
participar en la reparacién y regeneracion del tejido dafiado mediante la produccion de TGF-B e IL-10.
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Uno de los primeros estudios que describieron la contribucion de las células Tregs en la
aceptacion del trasplante fue realizado hace 25 afios por Sakaguchi et al.['®? quienes
demostraron que la transferencia adoptiva de células T CD4*CD25" en ratones impedian el
rechazo de injertos de piel alogénicos. Los modelos de ratdn en los que las células Tregs
pueden ser eliminadas de manera especifica y sistémical'® 81 han evidenciado
definitivamente el papel de las células Tregs FOXP3" en la induccion de tolerancia al
trasplante de rifion. En estos modelos, la eliminacion de las células Tregs resulta en un
rechazo acelerado del injerto caracterizado por una severa inflamacion distinguida por una
gran infiltracion de células T, neutr6filos y monocitos, acompafiado de un incremento
significativo en suero de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-y, TNF-0) y creatininal*& 1841,
Ademas, en los ratones tolerantes las células Tregs se expanden y se establecen por un largo
periodo en el injerto y en ganglios linfaticos drenantes y, también, muestran caracteristicas
de células Tregs efectoras con una mayor expresion de TGF-f e IL-10, Blimp-1 y
CXCR3U8I, Interesantemente, las células Tregs que inducen tolerancia se concentran dentro
del rifién trasplantado en estructuras linfoides organizadas y ricas en CDs CD11c* inmaduras
caracterizadas por la baja expresion de moléculas coestimuladoras(*®l. Ademas, las células
T FOXP3" infiltrantes son capaces de transferir la tolerancia dominante de manera
aloantigeno-especifical'®l. Curiosamente, ratones tolerantes a aloinjertos renales también
desarrollan una tolerancia sistémica a aloinjertos de piel y corazén de la misma cepa donante.
Este fendmeno también se ha demostrado en cerdos**® 1%, primates no humanos!*®!, y hasta
cierto punto en humanos**-1%1 |0 que sugiere que los mecanismos tolerogénicos naturales

del rifidn en raton serian similares en humanos.

Estudios realizados en humanos también apoyan el rol de las células Tregs en la aceptacion
al aloinjerto. Pacientes con trasplante de higado™®°-201] o de rifion[2°% 2% que desarrollaron
tolerancia clinica operacional exhiben un numero significativamente mayor de celulas T
FOXP3" en sangre o en biopsias, en comparacién con receptores estables no tolerantes o con
rechazo activo. Cabe resaltar, las células T CD4*CD25"CD45RA™ (Tregs de memoria) de
receptores renales con tolerancia operacional presentan una mayor capacidad de suprimir in
vitro la proliferaciéon de las células Tconv CD4" en comparacion con las células Tregs
provenientes de receptores no tolerantes, lo cual se correlaciona con un incremento de la

hipometilacion de citosinas en el locus de Foxp32%21. Adicionalmente, la disminucion tanto

33



de la funcion supresora in vitro?°, como, de la proporcion de células Tregs en sangret?%],
previo al trasplante, han sido utilizadas como biomarcadores para predecir el retraso de la
funcion del injerto renal y incremento de episodios de rechazo agudo®l. Acorde a esto, el
incremento de células T CD25" FOXP3* en sangre o en biopsias de pacientes con trasplante
de rifién se correlaciona con una mayor funcion renal?7-21%1y mejor prondstico de aceptacion
del injerto a largo plazol2%8 209 211-2141 - Asimismo, el aumento de las células Tregs FOXP3*
también ha sido utilizado como biomarcador para el pronéstico de aceptacion de corazont?%],
higado?l y pulmon®4, Por lo tanto, dilucidar los mecanismos celulares y moleculares
(Figura 9), por los cuales las células Tregs inducen tolerancia a un aloinjerto en raton y en

humanos puede revelar posibles nuevos regimenes aplicables clinicamente.

1.6. Inmunoterapia con células Tregs en trasplante y sus retos

La inmunoterapia con células Tregs en humanos tendria varias ventajas sobre los
tratamientos convencionales. En primer lugar, median su inmunosupresion de manera
antigeno-especifica, evitando asi efectos adversos de los farmacos inmunosupresores. En
segundo lugar, al ser células autlogas no deben ser rechazadas por el sistema inmune del
receptor al reintroducirlas. Tercero, la terapia con células T FOXP3" puede establecer la
tolerancia inmunoldgica y tener efectos terapéuticos a largo plazo, como ha sido demostrado
en estudios preclinicos. A pesar del potencial terapéutico que tendrian las células Tregs, la

aplicacion clinica en humanos ha tenido varios retos los cuales se describen a continuacion.

1.6.1 Aislamiento y expansion ex vivo
Ademas de la expresion del CD25 y FOXP3, las células Tregs humanas también expresan
CD27, CD45RA, CD39, CD122, CTLA-4 (CD152) y GITR, entre otros®®. Sin embargo, la
mayoria de estos marcadores de superficie celular no son exclusivos de las células Tregs y
también son expresados por las células Tconv CD4" activadas, lo que plantea un reto durante
el proceso de aislamiento. A modo de ejemplo, FOXP3 es esencial para el mantenimiento de
la funcién de las células Tregs. A pesar de esto, las células Tconv CD4" al activarse pueden
expresar FOXP3 de manera temporal, sin adquirir un fenotipo regulador?*”l. Ademas, al ser
una proteina intracelular, este marcador no se puede utilizar para aislar las células Tregs. Por
lo tanto, es necesario encontrar marcadores de superficie que definan poblaciones Tregs
"puras” para terapia celular. En este aspecto, distintas combinaciones de marcadores han sido

34



propuestas para el aislamiento de las células Tregs con fines terapéuticos. Por ejemplo, el
aislamiento de células CD4*CD25*CD127'°% permite obtener Tregs con alta pureza, ya que
existe una inversa correlacion entre la expresion del CD127 y del FOXP3[?%8l incluso esta
poblacién celular tienen una mayor capacidad para inducir tolerancia al aloinjerto en

comparacion con aislamiento basado solo en la expresion del CD25[2%9,

Un obstaculo importante en la aplicacion clinica de células Treg es su numero limitado en
sangre, que no excede el 5-10% del total de las células T CD4" (25000-50000 Tregs/mL
sangre), por consiguiente, es necesario expandir las células Tregs para obtener los nimeros
necesarios para su aplicacion clinica (ver adelante seccion 1.6.3). Las células Tregs son
relativamente anérgicas en respuesta a la estimulacion de su TCR in vitro, pero pueden ser
activadas para proliferar mediante la combinacion de una estimulacién policlonal con anti-
CD3/anti-CD28 y altas concentraciones de IL-2 y/o con IL-15[2202221 |n vivo, diversos
ensayos preclinicos han demostrado que las células Tregs expandidas policlonalmente son
funcionalmente eficaces para prevenir el rechazo de aloinjertos de piel??] corneal??,
corazonl??> 2261y el desarrollo de EICH??7201 adn en ausencia de inmunosupresion.
Asimismo, las células Tregs humanas expandidas policlonalmente prolongan
indefinidamente la sobrevida de aloinjertos de piel™®!! e islotes pancreéticos [142 2321 en

modelos de ratén humanizados.

1.6.2. Especificidad
En los modelos preclinicos, la terapia con células Tregs tiene una caracteristica muy
interesante: las células Tregs purificadas de receptores tolerantes son mas eficaces para
transferir la tolerancia a nuevos hospederos de aloinjertos, en comparacion con las células
Tregs aisladas de individuos sin un previo trasplante*® 191 2211 Esto puede deberse al
incremento de la frecuencia de las células Tregs especificas a aloantigenos del donador
(aloespecificas). En consecuencia, un elemento importante a considerar a la hora de disefiar

las estrategias de inmunoterapia es el uso de las células Tregs antigeno-especificas.

La mayoria de los protocolos publicados de expansidn ex vivo de las células Tregs con fines
terapéuticos, se basan en la estimulacion con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 para obtener
células Tregs con un amplio repertorio (policlonales)i??® 2221, Otro enfoque que se ha

planteado es aislar y expandir células Tregs con una especificidad de antigeno dada, en un
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contexto de trasplante, capaces de reconocer aloantigenos. En este aspecto, diversos estudios
preclinicos han resaltado la capacidad de las células Tregs aloespecificas expandidas ex vivo
y transferidas para inducir la aceptacion a largo plazo de injertos de piel?%3-2421 corazon!?3®:
243-248] jslotes pancreaticost>*”, higado[®® y corneal®*®, al igual que pueden retrasar el
desarrollo de la EICH!?38: 250. 2511 "y sean activadas mediante via de alorreconocimiento
directa[233' 235, 237, 239, 241, 244-251] 0 indirecta[234, 236, 238-240, 242, 243]_ De heChO, se ha demOStradO
que las células Tregs aloespecificas tienen una superioridad para prolongar la sobrevida del

injerto en comparacion con las células Tregs policlonalesl238: 245-247, 252, 253]

Dos estudios compararon la eficacia de células Tregs activadas por la via directa e indirecta
en ratonest?3:2%% | o primero que destacan estos estudios es la capacidad de las células Tregs
con aloespecificidad directa para prevenir el rechazo agudo. En cambio, las células Tregs con
especificidad indirecta fueron mas eficaces para prevenir el rechazo agudo y crénico, y en
consecuencia inducir aceptacion del 6rgano injertado a largo plazo[?®® 2*°1. No obstante, otras
investigaciones han demostrado que la transferencia adoptiva de células Tregs con
aloespecificidad directa a dosis mas altas son capaz de inducir tolerancia al aloinjerto?32: 4%
244, 2471 En la literatura, el aislamiento y expansion de células Tregs con aloespecificidad
directa ha sido el enfoque de expansién preferente debido, posiblemente, a la alta frecuencia
precursora que existen de estas células en individuos®“. Por el contrario, la expansion de
células Tregs con especificidad indirecta ha demostrado ser mas desafiante debido a la baja
frecuencia de estas células naturalmente presentes en la periferia antes de un procedimiento
de trasplante?> 21 Una alternativa que puede adoptarse para obtener células Tregs
especificas de antigeno es conferir su especificidad mediante modificacién genética. De
hecho, el concepto de usar células Tregs que expresan TCRs antigeno-especificos obtenidas
por ingenieria genética ha sido investigado en el contexto de trasplantel236: 237, 239, 242, 243, 252,
2531 'y estos trabajos ponen en manifiesto el potencial clinico de la terapia genética celular.
Un trabajo realizado en ratones resalta el hecho que solo las células Tregs con doble
especificidad protegieron a aloinjertos cardiacos del rechazo crénico?®®l, Tomados en
conjunto, se ha propuesto que la combinacion de células Tregs aloespecificas directas e
indirectas puede ser un enfoque 6ptimo en la induccion de tolerancia al injerto cuando el

nimero de células Tregs es limitantel??!],
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1.6.3. Dosis

El objetivo para la induccion de tolerancia es inclinar la balanza a favor de la
inmunorregulacion, basados en el aumento in vivo de los numeros de las células Tregs sobre
las Tconv. Los datos extrapolados de los modelos en animales, en los cuales se han
transferido células Tregs junto con células Tconv para determinar las relaciones que
promueven tolerancia, han sugerido proporciones entre 1:2 a 5:1 de Tregs: Tcony [225 227230,
233-231, 240, 242, 244, 250-283, 2561 Aynque son limitados los estudios para establecer la dosis 6ptima
de células Tregs para su uso en ensayos clinicos, se ha postulado que, en ausencia de terapia
de induccion inmunosupresora, se necesitara administrar de 49-79x10° de células Tregs
policlonales para aumentar la poblacion de Tregs a ndmeros clinicamente eficaces para la
aceptacion del trasplante[??? 2222561 por e| contrario, en conjunto con terapias de induccion
con inmunosupresores que generen una reduccion de linfocitos T (como la timoglobulina o
el alemtuzumab), se ha sugerido que una dosis tnica de 3-5x10° de células Tregs policlonales
seria suficiente para aumentar la proporcion de Tregs a niveles clinicamente eficaces. En
cambio, usando terapias antigeno-especificas, se ha sugerido que sélo se requeririan de una
décima a una centésima parte de estos nimeros empleando Tregs aloespecificas para lograr
la misma eficacia que las Tregs policlonalest??l: 222 2%1_Sin embargo, es importante tener en
cuenta que estas extrapolaciones se han realizado a partir de modelos en ratones. Con el inicio
de ensayos clinicos en humanos que demuestran la seguridad de la terapia con distintas dosis
de Tregs, se espera poder determinar en un futuro proximo la dosis de Tregs clinicamente
eficaz.

1.6.4. Estabilidad
Un estudio realizado por Hoffmann et al.[?>™; report6 que la estimulacion in vitro repetitiva
del TCR en células Tregs CD25"CD127 a largo plazo (mayor a tres semanas de expansion)
causa la pérdida de la expresion del FOXP3, lo cual correlaciond con una hipermetilacién de
citosinas en el locus de Foxp3. Existe suficiente evidencia que las células Tregs son plasticas
y tienen el potencial de convertirse en células inflamatorias bajo ciertas condicionest’®l. En
este contexto, distintos estudios han demostrado que las células Tregs pueden disminuir la
expresion de FOXP3 cuando son activadas in vitro en presencia de citocinas inflamatorias
(IL-6, 1L-1, 1L-23, TNF-)[?%8-26% ¢ in vivo bajo condiciones linfopénicas u otras patologias
inflamatoriast’®l, lo que se ha correlacionado con el estatus epigenético en las células Tregs.
Especificamente, la TSDR desmetilada es requerido para el mantenimiento de la expresion
de FOXP3 cuando las células Tregs se encuentran en proliferacion, especialmente en
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presencia de citocinas proinflamatorias o cuando la IL-2 es limitada®®. Por lo tanto, estudios
en Tregs con fines de aplicacién clinica, requeriran una mayor comprension de los factores
que causan inestabilidad en las células Tregs para disefiar estrategias que permitan estabilizar
la expresion del FOXP3 'y, por lo tanto, su funcidn supresora, durante la estimulacion ex vivo.
En este sentido, existen estudios in vitro que han demostrado que la adicion de rapamicina,
un farmaco inhibidor de la via PI3K/Akt/mTOR, inhibe la proliferacion de las células Tconv
y confiere una ventaja selectiva para la proliferacion de las células T
CD4*CD25"FOXP3*1261: 2621 Ademas, la rapamicina incrementa la funcion reguladora y la
expresion del FOXP3[263-2661 Otros estudios in vitro han demostrado que la adicion de 4cido
retinoico?®” o de oligodeoxinucleétidos CpGP®8l durante la expansion ex vivo de células
Tregs CD25"FOXP3" mantienen una completa hipometilacion de la TSDR-Foxp3 y por
consecuencia estabilizan la expresion del FOXP3.

1.6.5. Efecto de los farmacos inmunosupresores sobre las células Tregs
La preservacion de la funcion de las células Tregs in vivo sera clave para lograr con éxito la
supervivencia del injerto a largo plazo sin causar episodios de rechazo, especialmente porque
la principal meta es sustituir parcial o completamente los niveles de inmunosupresion
generalizada para minimizar sus efectos secundarios. Por lo tanto, en el disefio de
inmunoterapias basadas en la transferencia de células Tregs se debe tomar en cuenta el efecto
de los farmacos inmunosupresores sobre la homeostasis de las Tregs2%%-211 (tabla 5).

Dado que distintas sefiales a través del TCR, CD28 o receptores de citocinas controlan la
generacion, mantenimiento y funcién de las células Tregs, los farmacos inmunosupresores
tendrian diferentes mecanismos de accion sobre la homeostasis de las células Tregs. Por
ejemplo, la activacion excesiva de la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR conduce a la
desestabilizacion de la expresion del FOXP3 y la funcion de las células Tregs®7. Por lo
tanto, los inhibidores de mTOR (rapamicina o everolimus) favorecen el incremento de las
células Tregs tanto in vitrol?®: 262l como in vivol?61-266:2701 por el contrario, los iCN blogquean
la translocacion nuclear de NFAT vy asi afectan a las células Tregs directa o indirectamente
(641 a union de NFAT a CNS1 es importante para la induccion células pTregs y su union a
CNS?2 es critica para la estabilidad de células Tregst’ 77 8L 2701 Ademés, los iCN afectan
indirectamente, al limitar la produccion de IL-2 por células Tconv, dado que la IL-2 es
indispensable para el desarrollo de células Tregs, su homeostasis y su funcion64 115 116.270]
Mientras que, las sefiales coestimuladoras a través del CD28 tienen un papel esencial en la
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diferenciacion de las células tTregs y expresion del FOXP3[4¢l En este aspecto,
recientemente nuestro grupo reportd que receptores renales tratados con BLT a largo plazo
(6 a 8 afios) tienen una disminucion significativa de la proporcion de células Tregs en sangre
en comparacion con individuos sanos?’?, Ademas, las células Tregs de estos pacientes tenian
un aumento de la metilacion de la TSDR de Foxp3, lo cual se asocid con disminucion de su

expresion del FOXP3 y de su capacidad supresora in vitrot?’l,

Tabla 5 I Efecto de los inmunosupresores sobre la homeostasis de las células Tregs.

Farmaco Datos

EFECTO POSITIVO

Timoglobulina

e In vitro, induce la expresion del FOXP3 y la producciéon de citocinas
antinflamatorias en células T CD4* [270. 273-275],

e In vivo, reduce el nimero absoluto de células Tregs, pero en menor grado
comparado con las células Tconv, y ademas las Tregs se recuperan mas rapido

durante la reconstitucion inmune incrementando la relacioén Tregs/Tcony [269-27%,
276]

Alemtuzumab

e In vivo, reduce preferentemente los nimeros de células Tconv sobre Tregs, lo que
resulta en un aumento de la relacion Tregs/Tcony[270. 277 278],

e Invitro, induce la conversién de células T virgenes a Tregs, aumenta la produccion
de citocinas antinflamatorias (IL-10, TGF-B), y suprime la secrecion de citocinas
proinflamatorias (IFN-y, IL-17)[270. 2711,

Micofenolato

e In vitro, no afecta el fenotipo supresor de las células Tregs e inhibe la
diferenciacion de células Th17[270. 2791,

¢ In vivo, datos preclinicos y clinicos revelan un incremento de células Tregs en
individuos tratados con micofenolato?7% 271 280, 281],

Inhibidores
mTOR

e In vitro, rapamicina favorece la proliferacion selectiva de células Tregs sobre las
Tconv, e incrementa su funcion y expresion de FOXP3[261-266, 270]

e Pacientes tratados con rapamicina (sirolimus) o everolimus muestran incremento

de los niimeros y proporcion de células Tregs en sangrel269-271, 282-287]

Corticoesteroides

¢ Incrementa el porcentaje de células Tregs en comparacion con otras Tconv en

pacientes(?7l,

e Favorece la generacion de novo de células Tregs en presencia de TGF-B, e

inhibiendo la produccidn de citocinas inflamatorias 271,

EFECTO NEGATIVO

Anti-CD25

¢ Disminuye transitoriamente los nimeros de células Tregs en sangre e inhibe su

expresion del CD25[279. 288, 289],

Inhibidores de
calcineurina

e Dosis terapéuticas altas o un tratamiento prolongado de iCN disminuye la

frecuencia y nimeros totales de células Tregs en sangre, asi como su funcion
supresora in vitr0[269»272, 281, 286, 287, 290].

Bloqueadores de
la coestimulacion

¢ Disminuyen la proporcién y funcion in vitro de las células Tregs en pacientes con

trasplante renal tratados a largo plazo con belatacept (CTLA-Ig)?72,
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1.7. Primeros ensayos clinicos con células Tregs en humanos

Después del 2009 en que se realizo la primera infusion de células Tregs en pacientes con
EICH, varios ensayos clinicos de fase 1 o I/1l han sido iniciado o completado[??® 2221, |_os
objetivos principales de tales ensayos han sido evaluar la seguridad, la viabilidad y la eficacia
de la infusion de las células Tregs en el contexto del trasplante de drganos solidos,
enfermedad de injerto contra huésped (EICH) y autoinmunidad!?2% 2221,

En el contexto del trasplante, un primer enfoque de la terapia con células Tregs ha sido para
el tratamiento de pacientes con EICH activa (Tabla 5). En el primero de estos ensayos,
células Tregs policlonales expandidas ex vivo fueron usadas para tratar dos pacientes: un
paciente afectado con EICH cronica mejor0 después de la terapia con células Tregs
reduciéndole las dosis de inmunosupresores; el segundo paciente presentaba EICH aguda,
pero sélo tuvo una mejora temporal después de la infusion de Tregs®Y. En un segundo
estudio dirigido por Theil et al.[?%?, trataron cinco pacientes con EICH crénica con células
Tregs expandidas, sin embargo, sélo dos pacientes tuvieron un respuesta parcial. Por lo tanto,
si bien la terapia parece prometedora, se necesitan ensayos clinicos mas grandes para evaluar
la eficacia de la terapia adoptiva de células Tregs para revertir los sintomas de la EICH

activa.

Un segundo enfoque abordado ha sido transferir células Tregs durante el periodo
perioperatorio del trasplante para prevenir el desarrollo de EICH. Un primer grupo de
ensayos clinicos utilizaron sangre del cordon umbilical para aislar, expandir e infundir células
Tregs policlonales a diferentes intervalos en pacientes que recibieron un trasplante de células
troncales hematopoyéticas (TCTH) alogénicol?® 2%, a infusion de células Tregs no solo
previno las manifestaciones de EICH, sino que tampoco se observd un mayor riesgo de
infeccion oportunista u otros efectos adversos?®® 2%41. En un segundo grupo de estudios se ha
evaluado el impacto de la transferencia de células Tregs no expandidas en pacientes con
(TCTH)[29-297] |_a administracion de células Tregs redujo las tasas de EICH aguda y crénica,
las infecciones oportunistas y la incidencia acumulada de mortalidad sin recaidal?®>-2"1, atn
en ausencia de inmunosupresiont?®> 2%l En conjunto, estos estudios apoyan el potencial

terapéutico de las células Tregs policlonales para prevenir el desarrollo de EICH.
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Tabla 5 | Terapia adoptiva de células Tregs en humanos para prevenir o tratar la EICH.

Trasplante

(# de
pacientes)

EICH
cronica (P1)

EICH aguda
(P2)

EICH
crénica
refractaria
(n=5)

SCU

(n=23)

SCu
(n=11)

CD34* de SP
(n=43)

CD34* de SP
(n=12)

Tregs
Infundidas

CD4*CD25"CD1

27" SP del
donador
expandidas
policlonalmente

CD4*CD25* de
SP del donador
expandidas
policlonalmente

CD4*CD25* de
SCU expandidas
policlonalmente

CD4*CD25" de
SCU expandidas
policlonalmente

CD4*CD25* de
SP del donador

CD4*CD25"MCD1
27 de SP del
donador

Pureza

40-90%
FOXP3*

77-92 %
FOXP3*

31-96 %
FOXP3*

78-95 %
FOXP3*

65-96 %
FOXP3*

91-96
%
FOXP3*

Dosis

(Tregs/kg
de peso)

105 (P1)
3x10° (P2)

0.5-4.5x10°

0.1-3x108

3-100 x108

15-25x
106

1-3 x 108

No. de dosis
(tiempo PT)

1 (3er afio) (P1)
3 (+75d, +82d
y +92d) (P2)

lo2(+28a
+51 meses)

2 (+1dy +15d)

1 (+1d)

1 (-4d)

1 (0d)

Terapia de

Mantenimiento

Prednisona,
MMF,
Tracolimus

Prednisolona,
Everolimus,
Imatinib

CsA, MMF;
Rapamicina,
MMF

Rapamicina,
MMF

No se realiz

Tracolimus o
Rapamicina

Resultados clinicamente relevantes

P1: retiro de MMF, insulina y broncodilatadores; | dosis

de prednisona; 1 % Tregs (2 al 5%) después de 6 meses

después de la infusion; Themoglobina; | IL-6, 1L-10, IL-
7, CCL21 en sangre. P2: mejoria clinica temporal.

En 21 meses PT: dos pacientes tuvieron una respuesta
parcial entre la semana tres y cinco; los tres pacientes
restantes con enfermedad estable.

En 12 meses PT: |incidencia EICH aguda y cronica; sin
toxicidad relacionada a la infusion; | infecciones
oportunistas (virales y fungicas), recaidas y mortalidad
temprana; sin afectar reconstitucion inmunoldgica; 18
pacientes sobrevivieron.

En 12 meses PT: | EICH aguda, sin toxicidad relacionada
a infusién; similar recuperacion hematopoyética,
infecciones, mortalidad, recaida y supervivencia libre de
enfermedad, respecto al grupo control. 8 pacientes
sobrevivieron.

En 46 meses PT: | incidencia EICH aguda y crénica; sin
afectar la reconstitucion inmunoldgica; | menor % de
infecciones oportunistas y recaida; 29 pacientes
sobrevivieron.

En 25 meses PT: sin toxicidad relacionada a la infusion, 5
pacientes desarrollaron EICH aguda y 2 EICH cronica;
todos pacientes tuvieron reconstitucion inmunoldgica; 8

pacientes sobrevivieron.

Ref.

[291]

[292]

[293]

[294]

[295,
296]

[297]

EICH, Enfermedad injerto contra huésped; SCU, Sangre de cordon umbilical; SP, sangre periférica; |, disminucion; 1 incremento; CsA, ciclosporina A; MMF, micofenolato de
mofetilo; Ref., Referencia; PT, post-trasplante.




Hasta la noviembre del 2020, s6lo se han publicado cinco ensayos clinicos basado en la
infusion de células Tregs en el contexto de trasplante de 6rganos sélidos (Tabla 6). En el
primer ensayo publicado en el 2016, siete pacientes con trasplante de higado de donante vivo
recibieron una infusion de un producto celular enriquecido en linfocitos T anergicos con
caracteristicas inmunorreguladores, el cual no gener6 un incremento de episodios de rechazo
0 eventos adversos y, ademas, los pacientes toleraron con éxito el retiro total de la terapia
inmunosupresora comenzado a los 6 meses y se completd a los 187%I. Un estudio de
seguimiento a los cinco afios después del trasplante, los pacientes tenia una funcién normal
del injerto y se mantenian sin inmunosupresion!?®®l, En un segundo ensayo fase 1 divulgado
en el 2017, tres receptores de trasplante renal bajo tratamiento inmunosupresor que
presentaban inflamacion subclinica del injerto, recibieron una infusion de células Tregs
policlonales autélogas seis meses después del trasplante: el producto celular fue bien
tolerado y, después de un afio de la infusién, los pacientes tenian una funcion renal normal
y se mantenian bajo inmunosupresiont%!. En el 2018, se publicd un ensayo fase 1 en el cual
nueve receptores renales recibieron una dosis Unica de células Tregs policlonales expandidas
dos meses post-trasplante: durante el seguimiento, no se detectaron eventos adversos graves
atribuibles a la infusion de células Tregs, episodios de rechazo o incremento de
infecciones®®. En el presente afio se han publicado los datos del ONE Study, un ensayo
clinico multicéntrico de fase 1/2a, en el cual se evaluo la seguridad y eficacia de la infusién
de diferentes células reguladoras (Tregs, CDs tolerogénicas, macrofagos reguladoras),
administradas por separado, en receptores renales de donante vivo durante en el periodo
perioperatoriol*®?l. Después de 60 semanas, los pacientes tratados con las células reguladoras
tenian menor incidencia de infecciones oportunistas y, mas importante, 15 de los 38
pacientes tratados con células reguladoras estaban en monoterapia con tracolimus al final del
estudio, mientras que, todos los pacientes del grupo control (sin infusion de células
reguladoras) continuaron con terapia dual (tracolimus y micofenolato). Finalmente, en el
ultimo estudio clinico realizaron una infusién de Tregs policlonales expandidas a 11
pacientes siete dias después del trasplante renal: lo mas destacado de sus resultados fue que
después de tres afios, ocho pacientes estaban mantenidos en monoterapial®®l.

En general, estos trabajos demostraron que la terapia adoptiva de células Tregs es factible,
segura y potencialmente eficaz en el contexto de trasplante. Ademas, la informacién
recabada de estos ensayos clinicos es fundamental para el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas con células Tregs en humanos. Sin embargo, ain no se han publicado ensayos
clinicos de células Tregs aloespecificas en pacientes candidatos a trasplante renal o en
pacientes con trasplante renal que aun son mantenidos bajo un régimen inmunosupresor.
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Tabla 6 I Terapia adoptiva de células Tregs en humanos en pacientes con trasplante de érganos sélidos.

Trasplante

Hepético de
donador
Vivo
(n=7)

Renal de
donador
Vivo
(n=3)

Renal de
donador
vivo
(n=9)

Renal de
donador
Vivo
(n=38)

Renal de
donador
Vivo
(n=11)

Tregs
Infundidas

Enriquecimiento
de linfocitos del
receptor anérgicos

CD4*CD127"°“CD
25" de SP del
receptor
expandidas
policlonalmente

CD8-CD19-
CD25* de SP del
receptor
expandidas
policlonalmente

- Tregs del
receptor
expandidas
- Células
dendriticas
tolerogénicas
- Macréfagos
reguladores

CD8-CD19-
CD25* de SP
del receptor
expandidas
policlonalmente

Pureza

Sin datos

>93%
FOXP3*

>90%
FOXP3*

Sin datos

>95%
FOXP3

Dosis

36+
2.0x108
/kg de

masa
corporal

320 x
108
(total)

05,10
5x10°
(total)

0.5a10
x 106/kg
de masa
corporal

05,10
02510
x 106/kg
de masa
corporal

No. de dosis Terapia de

Mantenimiento

(tiempo PT)

Esteroide, MMF,

1 (dia +13) tracolimus

Tracolimus,
MMF +/-
prednisona

1 (6 meses)

MMF,
Tracolimus (0 al
dia +30); cambio

a MMF,
rapamicina (dia
+30)

1 (dfa +60)

Prednisona (0 a
+15sem); MMF,
Tracolimus

1 (dias -7 al
+10)

Prednisona (0 a

+14sem), MMF

(0 a +48 sem),
Tracolimus

1 (dias +7)

Resultados clinicamente relevantes

En 5.9 afios PT: ausencia de eventos adversos relacionados
a la infusién; sin 1 de infecciones, neoplasia maligna de
novo, enfermedades metabolicas, episodios de rechazo o

Acs-ADE; histopatologia de biopsias normales;
supervivencia del paciente e injerto del 100%; todos los
pacientes se mantuvieron sin inmunosupresion.

En 1.5 afios PT: ausencia de eventos adversos relacionados
a la infusién: sin 1 infecciones oportunistas o0 malignidades
de novo: Tregs infundidas detectadas tres meses después;
supervivencia del paciente y el injerto de 100%.

En 2 afios PT: sin eventos adversos relacionados a la
infusién de Tregs; histopatologia de biopsias normales; sin
1 infecciones severas, malignidades de novo o Acs-ADE; la

infusion de Tregs no interfieren con la reconstitucion

inmunoldgica (CD4, CD8, células B, monacitos, NK);
supervivencia del paciente/injerto del 100%.

En 60 semanas PT: sin eventos adversos relacionados a la
infusién de Tregs; sin 1 de episodios de rechazo,
malignidades de novo o Acs-ADE: la funcion renal e
histopatologia de biopsias normales: 15 pacientes
mantenidos en monoterapia con tracolimus; | incidencia de
infecciones; supervivencia de paciente e injerto del 100%.

En 3 afios PT: sin eventos adversos relacionados a la
infusién de Tregs; sin 1 de episodios de rechazo,
malignidades de novo o Acs-ADE: la funcion renal e
histopatologia de biopsias normales: 8 pacientes
mantenidos en monoterapia con tracolimus; | incidencia de
infecciones; la infusion de Tregs no interfieren con la
reconstitucion inmunoldgica; supervivencia de paciente e
injerto del 100%.

Ref.

[298,
299]

[300]

[301]

[302]

[303]

SP, sangre periférica; |, disminucion; 1 incremento; CsA, ciclosporina A; MMF, micofenolato de mofetilo, —, cambio; Acs-ADE, anticuerpos anti-donador especificos; PT, post-trasplante.
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2. JUSTIFICACION

El trasplante de rifidn es indiscutiblemente el tratamiento de eleccion para la mayoria de los
pacientes con enfermedad renal cronica (ERC). El principal objetivo después del trasplante
es evitar el rechazo, un proceso caracterizado por una respuesta inflamatoria mediada
principalmente por células T. Con la introduccion de farmacos inmunosupresores, dirigidos
a eliminar las células T o inhibir sus funciones efectoras, se redujo significativamente la
incidencia de rechazo agudo. Sin embargo, las tasas de supervivencia del injerto renal a largo
plazo siguen siendo suboOptimas debido a la morbilidad y mortalidad asociadas con el
tratamiento con inmunosupresores a largo plazo, caracterizado por un incremento en la
susceptibilidad al desarrollo de patologias cardiovasculares, neoplésicas e infecciosas, las
cuales a su vez representan las principales causas de muertes en los receptores renales.
Debido a lo anterior, las actuales investigaciones se han enfocado en desarrollar
inmunoterapias dirigidas a regular especificamente las células T aloespecificas implicadas
en la patogénesis del rechazo del aloinjerto y que permitan en un futuro sustituir parcial o

totalmente la terapia con farmacos inmunosupresores.

Una creciente cantidad de investigaciones apoyan el papel de las células Tregs FOXP3* en
la induccién y mantenimiento de tolerancia al trasplante, por lo cual, ha habido un gran
interés en desarrollar terapias fundamentadas en la transferencia adoptiva de células Tregs.
La inmunoterapia basada en células Tregs en humanos podria tener varias ventajas sobre los
tratamientos convencionales. En primer lugar, median su inmunosupresion de manera
antigeno-especifica, evitando asi efectos adversos de los farmacos inmunosupresores. En
segundo lugar, las células Tregs pueden establecer la tolerancia inmunoldgica y tener efectos
terapéuticos a largo plazo, como ha sido demostrado en estudios preclinicos. Por lo tanto, el
presente trabajo contribuird a la reciente informacion que se estd recabando para la
implementacion de células Tregs como inmunoterapia en pacientes con trasplante renal.
Ademas, realizar aportaciones biotecnoldgicas que optimicen la terapia actual de pacientes
con trasplante renal representa una necesidad nacional que impactara directamente en los
mexicanos en edad productiva, ademas de convertirse en una solucion para la poblacion

mayoritaria en espera de trasplante de un érgano vital.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una limitante para la aplicacion clinica de células Tregs FOXP3* en humanos es el nimero
limitado de esta subpoblacion en sangre las cuales serian insuficientes para obtener el efecto
terapéutico deseado. La expansion ex vivo permitiria superar este obstaculo, por lo que se
han publicado diversos protocolos estimulando las células Tregs con anti-CD3/-CD28
(policlonal) o con células presentadoras de antigeno (antigeno-especifico) en presencia de
IL-2. Sin embargo, a pesar de que el estudio de células Tregs en el contexto de trasplante es
un area de investigacion de gran interés por el potencial terapéutico que representaria, la
mayoria de los protocolos de expansion ex vivo (policlonales o aloespecificas) disponibles se
han realizado usando células Tregs provenientes de individuos sanos y ain son muy limitados
los estudios con pacientes candidatos a trasplante renal o en pacientes que han recibido un
trasplante renal. Aunado a lo anterior, recientemente nuestro grupo de investigadores reporto
que receptores renales tratados con BLT a largo plazo tienen una disminucion de su expresion
de FOXP3 y su funcion supresora disminuidal?’?. En el presente trabajo se evaluara si es
factible la expansidn ex vivo de células Tregs (policlonales o aloespecificas) de pacientes con
ERC y de receptores renales tratados a largo plazo con BLT para obtener células Tregs

funcionalmente estables que puedan ser usadas como inmunoterapia.

4. OBJETIVO GENERAL
Expandir ex vivo células T reguladoras aloespecificas de pacientes con trasplante renal y

evaluar su fenotipo inmunosupresor.
5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Expandir ex vivo células Tregs policlonales de pacientes con trasplante renal Tx-BLT.

2. Evaluar la expresion de moléculas inmunorreguladoras (FOXP3, CD25, CTL4-4, Helios,
entre otros) y la funcidn supresora in vitro en células Tregs de pacientes tratados con BLT
expandidas policlonalmente.

3. Evaluar in vitro el efecto de un microambiente inflamatorio sobre la expresién de
moléculas inmunorreguladoras y la funcién supresora de las células Tregs de pacientes
Tx-BLT expandidas.

4. Aislar y expandir ex vivo células Tregs aloespecificas de pacientes ERC candidatos a

trasplante renal.
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5. Analizar la expresion de moléculas inmunorreguladoras y la funcién supresora de células
Tregs aloespecificas de pacientes con ERC expandidas.

6. Estudiar el efecto de un microambiente inflamatorio sobre la expresion de moléculas
inmunorreguladoras y la funcion de las células Tregs aloespecificas expandidas in vitro.

7. Determinar la desmetilacion de citosinas de la TSDR en el locus de Foxp3 de células Tregs

expandidas ex vivo.

6. METODOLOGIA
6.1. Sujetos

Poblacion en Estudio
Se incluyeron pacientes con trasplante renal tratados con belatacept (BLT) y pacientes

diagnosticados con ERC reclutados en el INCMN-SZ y del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez (INC-ICh). Un grupo control de individuos sanos se recluté en el banco de
sangre del Instituto de Enfermedades Respiratorias. Para realizar el estudio, se contd con la
previa aprobacion del protocolo por el Comité Institucional de Investigacion Bioética en
Humanos del INCMN-SZ, y del INC-ICh, asi como el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El estudio se realizé en conformidad con la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, la Declaracion de Estambul de
las Sociedades Internacionales de Trasplantes y de Nefrologia, y con las Buenas Préacticas
Clinicas. Los individuos fueron incluidos en el presente estudio una vez explicado el

protocolo y habiendo firmado la carta de consentimiento informado.

Grupos de Estudio
e Grupo A: Individuos sanos, que cumplieron con los criterios de inclusion.

e Grupo B: Pacientes con trasplante renal tratados con BLT (Tx-BLT) incluidos en el
estudio BENEFIT que cumplieron con los criterios de inclusion. Todos los pacientes
recibieron terapia de induccién con basiliximab. Para la terapia de mantenimiento se
administr6: BLT (dosis de 5 mg/kg cada 4 semanas), micofenolato de mofetilo (1 g/dia)
y prednisona (5 mg/dia). BLT fue provisto por el Bristol Myers Squibb y se conto6 con la
aprobacion de dicha compafiia para la realizacion del protocolo de investigacion.

e Grupo C: Pacientes diagnosticados con ERC que cumplieron con los criterios de inclusién.

46



Criterios de Inclusién

e Grupo A:
1. Individuos sanos sin antecedentes de enfermedad neoplésica, inflamatoria cronica o

proceso infeccioso activo, que aceptaron participar en el estudio.
2. Ambos sexos, con edad entre 18 y 50 afos.

o Grupo B:
1. Receptores de primer trasplante renal de donante vivo Tx-BLT, y que aceptaron participar

en el estudio.
2. Ambos sexos, con edad entre 18 y 50 afos.
3. Ausencia de enfermedad neoplasica, inflamatoria cronica o proceso de rechazo activo.

e Grupo C:
1. Pacientes con ERC candidatos a un primer trasplante, que contaban con un donante vivo

seleccionado, y que aceptaron participar en el estudio.
2. Ambos sexos, con edad entre 18 afios y 50 afios.
3. Ausencia de enfermedad neoplasica o inflamatoria crénica.

Criterios de Exclusion:
e GrupoA,ByC
. Negativa a firmar el consentimiento informado.
. Pacientes con proceso infeccioso sistémico agudo en la toma de muestra.

N

Criterios de Eliminacion.
= GrupoA,ByC

. Sujetos en los que no se logro obtener el nimero de células Tregs necesarias para cumplir
con los requisitos de nuestro modelo experimental.

[EEN

6.2. Materiales y reactivos

Anti-CD25 PECy5 vy anti-LAG-3 R700 fueron obtenidos de BD Biosciences (San José,
E.U.A)). Anti-CD4 APC, anti-CD8 PECy7 y Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Kit
fueron de Tonbo Biosciences (San Diego, E.U.A.). Anti-FOXP3 Alexa Fluor 647 de
Beckman Coulter (Brea, E.U.A.). Anti-CD25 PE, anti-CTLA-4 PECy7, anti-CCR7 APC-
Cy7, anti-Helios FITC, anti-CD39 Brilliant Violet 711, Zombie NIR Fixable Viability Kit y
Zombie Aqua Fixable Viability Kit se obtuvieron de Biolegend (San Diego, E.U.A.). Anti-
CD3 PECy5, anti-CD8 Pacific Blue, Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester (CFSE),
CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit (CTV), Dynabeads Human T-activator CD3/CD28
(perlas anti-CD3/anti-CD28), DynaMag-5™ Magnet (DynaMag), CTS™ OpTmizer™ T
Cell Expansion SFM medium (medio de expansion), L-Glutamina 100X, Piruvato de Sodio
100X, Aminoacidos No-Esenciales 100X, Azul de Tripano (0.4 %), medio de cultivo RPMI
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1640 y suero fetal bovino (SFB) se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific (Waltham,
E.U.A.). Albamina Sérica Bovina (BSA), Rapamicina, ATRA (acido holo-transretinoico) y
dimetilsulfoxido (DMSO) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (San Luis, USA). Las citocinas
humanas recombinantes IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, GM-CSF, TGF- y TNF-a de PeproTech
(Nueva Jersey, E.U.A.). Todos los medios de cultivo se suplementaron con L-Glutamina,
piruvato de sodio, aminodcidos no-esenciales y antibidtico-antimicético. Todos los cultivos
se realizaron a 37°C y 5% CO..

6.3. Separacion y criopreservacion de células mononucleares

Se obtuvo sangre periférica por puncién venosa mediante el sistema Vacutainer, la toma se
realizé por la mafiana y con ayuno previo de 8 horas. La sangre se diluyé en PBS 1X en una
relacion de 1:2, se estratific en un gradiente de densidad en 1 mL Ficoll-Paque™ PLUS
(GE Healthcare, Reino Unido) por cada 3 mL de sangre diluida, se centrifugé a 2000 rpm
durante 30 minutos a 18 °C. Las células mononucleares (CMNS) se recolectaron a partir de
la interfase, se lavaron dos veces con PBS 1X, y una vez con medio de cultivo RPMI
suplementado con 10% de SFB y se contaron las células. Para algunos ensayos, se
criopreservaron CMNSs en una solucion que contiene 90% SFB y 10% DMSO durante 24
horas a -70 °C, y posteriormente se transfirieron a nitrogeno liquido para su almacenamiento
a largo plazo. Para los ensayos funcionales, las CMNs se descongelaron en un bafio de agua
a 37°C, se recolectaron en RPMI suplementado con 10% SFB (37°C), se lavaron dos veces
con el mismo medio, se suspendieron en la solucion apropiada y se contaron las células.
Todos lavados celulares se realizaron centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm. Para
todos los conteos celulares, se determind la viabilidad celular por exclusion con azul tripano.

6.4. Purificacion de células Tregs

Las CMNs se tifieron con anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos anti-CD4,
anti-CD25 y anti-CD127 durante 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X (centrifugando durante 5 minutos a 1500
rpm) y se purificaron las células Tregs CD4*CD25" o CD4*CD25"CD127" usando el
citometro de flujo FACSAria™ I (BD). Las células purificadas se colectaron en medio de
cultivo RPMI suplementado con 20% SFB, se centrifugaron (1500 rpm durante 10 min) y se
lavaron con medio de expansion suplementado con 10% de suero humano AB (SH-AB)
(Gemini Bio Products, Sacramento, E.U.A.). Al final, las células se suspendieron en medio

de expansion con 10% SH-AB, se contaron las células para los posteriores ensayos.
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6.5. Expansion policlonal de células Tregs

Las células T CD4"CD25" purificadas de individuos sanos o de pacientes Tx-BLT fueron
cultivadas en medio de expansion suplementado con 10% SH-AB e IL2 (200-300 UI/mL) y
se estimularon con perlas magnéticas acopladas con anti-CD3/anti-CD3 en distintas
proporciones perlas:Tregs (1:1 0 2:1) en presencia de rapamicina (100 ng/mL). En el dia 4
de expansion, las perlas magnéticas fueron removidas usando el DynaMAg, se lavaron las
células y se cultivaron en medio de expansion suplementado con 10% SH-AB e IL-2 (50-
100 Ul/mL) durante tres dias (reposo o “resting). Tres rondas adicionales de
estimulacion/reposo fueron realizadas (Figura 10a). En los dias 0, 14 y 28 de expansion se
determing el fenotipo de las células Tregs mediante citometria de flujo (Seccién 7.11). En el
dia 28, se realizaron ensayos de supresion policlonal in vitro (Seccion 7.6) y una muestra de
células Tregs fueron estimuladas una semana mas en presencia de citocinas inflamatorias

IFN-Y;, IL-6, IL-4 y TNF-a (en concentracion de 10 ng/mL cada citocina).

6.6. Ensayo de supresion policlonal in vitro

Las células T CD4*CD25" de individuos sanos o de pacientes BLT expandidas fueron co-
cultivadas con CMNs auto6logas (descongeladas y marcadas con 5 uM CFSE, siguiendo las
instrucciones del fabricante) en distintas proporciones Tregs: CMNs (0:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16)
en medio RPMI 10% SH-AB. Las células fueron estimuladas con perlas anti-CD3/-CD28
(proporcion de 1 perla: 10 células) e incubadas 4 dias. En algunos co-cultivos se adicionaron
IFN-Y, IL-6, IL-4 y TNF-a en una concentracién de 10 ng/mL para cada citocina.
Posteriormente, se realizé una tincion superficial con anti-CD4 y anti-CD8 durante 20 min
a 4°C en la oscuridad, se lavaron con solucion amortiguadora FACS (PBS 1X, 2% SFB,
EDTA 2 mM, 0.01% azida de sodio); al final, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2% (incubando 5 min a 4°C) y lavadas con solucion FACS. Las
muestras se adquirieron en el citometro de flujo Attune® Acoustic Focusing (Life
Technologies) para determinar la proliferaciéon de células T CD8* y CD4" por dilucion del
CFSE. Los resultados se analizaron con el programa FlowJo vX.0.7 (Tree Star, USA). Ver
estrategia de analisis en la Figura B del anexo Il. Para calcular el porcentaje de supresion se

utilizo la siguiente férmula:

% de Proliferacién de Tresp sin Treg— % de Proliferacién de Tresp con Treg x100

% Supresion =
% p % de Proliferacién de Tresp sin Treg
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6.7. Células dendriticas derivadas de monocitos (CDs-Mo)

Se purificaron monocitos CD14" de las CMNs (provenientes de donadores de trasplante renal
0 individuos sanos) mediante el uso de kit Human CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se descongelaron las
CMNSs (seccion 7.3), se lavaron con solucion MACS (PBS 1X, BSA 0,5 %, EDTA 2 mM);
después, se adicionaron 10 pL de CD14 MicroBeads por cada 10’ de CMNSs y se incubaron
20 min/ 4 °C. Posterior a la incubacion, las células se lavaron con solucion MACS; los
monocitos CD14" fueron separados por seleccién positiva usando una columna magnética
MACS (Miltenyi Biotec) y se lavaron con RPMI 10% SH-AB. Al final, los monocitos CD14*
aislados se cultivaron durante 8 dias en RPMI 10% SH-AB suplementado con IL-4 (50
ng/mL) y GM-CSF (50 ng/mL); en los dias 3 y 5 se realizaron cambios de medio de cultivo

con citocinas.

6.8. Aislamiento y expansidn ex vivo de Tregs aloespecificas

Las células Tregs CD4*CD25"CD127- de individuos sanos o de pacientes con ERC se
marcaron con CTV, siguiendo las instrucciones del fabricante, y se co-cultivaron con CDs-
Mo alogénicas en distintas proporciones Tregs:CDs (1:1 o 2:1) en medio de expansion
suplementado con 10% SH-AB, IL-2 (500-1000 UI/mL) y ATRA (10 uM). En el dia 7 de
cocultivo, se purificaron las células Tregs proliferantes CD4*CD25"CFSE- (aloespecificas)
usando citémetro de flujo MoFlo XDP (Beckman Coulter), colectando las células en medio
de cultivo RPMI 20% SFB. Las células Tregs aloespecificas purificadas se lavaron con
medio de expansion 10% SH-AB y se cultivaron en medio de expansion suplementado con
10% SH-AB e IL-2 (50-100 UI/mL) durante 3 dias. Posteriormente, las células Tregs
aloespecificas fueron expandidas policlonalmente en medio de expansion 10% SH-AB
realizando cuatro ciclos de estimulacion/reposo, cada uno de 7 dias, que consistieron en lo
siguiente (Figura 10): cuatro dias de estimulacién con perlas anti-CD3/anti-CD28 en
distintas proporciones Tregs: perla (1:1, 1:2), rapamicina (100 ng/mL), TGF-B (2.5-5 ng/mL)
e IL-2 (200-400 Ul/mL); seguido de tres dias de reposo en medio de expansion suplementado
con 10% SH-AB e IL-2 (50-100 Ul/mL). Después de las 4 semanas de expansion policlonal,
se realizaron ensayos de supresion in vitro aloespecifico (Seccion 7.10) y una muestra de las
células Tregs fueron estimuladas una semana mas en presencia de citocinas inflamatorias
IFN-Y, IL-6, IL-4 y TNF-a (en concentracion de 10 ng/mL c/u). Ademas, una muestra de
las células Tregs expandidas se criopreservaron siguiendo el protocolo de la seccion 7.3.
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6.9. Ensayo de supresion aloantigeno especifico in vitro

Primero, se purificaron células Tconv CD3" de las CMNs descongeladas de individuos sanos
0 de pacientes utilizando Pan T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las CMNs se lavaron con solucion MACS
centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm: se adicionaron 10 uL del coctel de anticuerpos
biotinilados (anti- CD14, -CD16, -CD19, -CD36, -CD56, -CD123y -Glicoforina A) por cada
107 de CMN's e incubd 20 min a 4 °C: después, se adiciond 20 pL de anti-Biotin MicroBeads
e incubd 15 min a 4 °C. Posteriormente, las células se lavaron con solucion MACS vy las
células T fueron separadas por seleccion negativa.

Las células Tregs aloespecificas expandidas fueron marcadas con CTV y co-cultivadas con
células T CD3* convencionales (Tconv) autélogas (marcadas con CFSE) en una proporcion
1 Treg: 4 células Tconv. Las células se estimularon con CDs-Mo alogénicas en medio de
expansiéon con 10% SH-AB. En algunos co-cultivos se adicionaron IFN-Y, IL-6, IL-4 y
TNF-o en una concentracion de 10 ng/mL por cada citocina. Al dia 4, se realiz6 una tincion
superficial con anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD3 durante 20 minutos a 4°C en oscuridad, se
lavaron con solucion FACS y las células se fijaron con paraformaldehido al 2%. Las
muestras se adquirieron en un citometro de flujo para determinar la proliferacion de células
T CD8"y CD4" por dilucion del CFSE. Los resultados se analizaron con el programa FlowJo
vX.0.7. Ver estrategia de analisis en la Figura D del Anexo Il. Para calcular el porcentaje de
supresion se utiliz6 la formula de la seccion 7.6.

6.10. Analisis del fenotipo por citometria de flujo

Muestras de células Tregs expandidas se marcaron superficialmente con anti-CD4, anti-
CD25, anti-CCRY7, anti-LAG-3, anti-CD39 y el marcador de viabilidad Zombie durante 20
min a temperatura ambiente en oscuridad; después, las células se lavaron con amortiguador
FACS. Para la tincion intracelular se utilizé Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Kit
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, después del lavado con la solucion
FACS, las células se suspendieron en la solucion de Fijacion/Permeabilizacion (1 parte de
la solucién concentrada con 3 partes del diluyente) y se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente en la oscuridad; luego, las células se centrifugan (1500 rpm durante 5 min) y se
lavaron con solucion de Permeabilizacion 1X. Posterior a esto, se realizo la tincion con anti-
FOXP3, anti-Helios y anti-CTLA-4 durante 30 min a 4°C en oscuridad; al final, las células
se lavaron con solucion de Permeabilizacion 1X. Las muestras se adquirieron en el citbmetro
de flujo Attune® y los resultados (frecuencias e Intensidades Medianas de Fluorescencia) se
analizaron con el programa FlowJo vX.0.7. Ver estrategia de analisis en la Figura A del
anexo II.
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6.11. Andlisis de la metilacion de la TSDR en el gen de Foxp3

Para la extraccion de ADN vy tratamiento con bisulfito de sodio se usé el kit EZ DNA
Methylation Direct (Zymo Research Corp., E.U.A), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los siguientes cebadores fueron usados para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) empleando el ADN tratado con bisulfito de sodio: p-5'-
TGATTTGTTTGGGGGTAGAGGATTTAGAG-3' vy 0-5-TATCACCCCACCTAAACC
AAACCTACTACA-3'". Las condiciones de amplificacion fueron: 95 °C por 15 min y 40
ciclos de 95 °C por 1 min, 62.5 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min, y una extension final de 10
min a 72 °C. Los productos de PCR fueron purificados usando QIAEX Il gel extraction Kit
(Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante, y estos productos fueron
clonados usando el pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, E.U.A), siguiendo las
instrucciones de cada fabricante. Las bacterias Escherichia coli DH5a (quimiocompetentes)
fueron transformadas con los vectores recombinantes; las colonias bacterianas positivas
fueron seleccionadas individualmente, de las cuales se purifico el ADN plasmidico
recombinante usando el Mini Kit de Extraccion de Plasmido FavorPrep (Favorgen, Pingtung,
Taiwan). Los pldsmidos fueron secuenciados con 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific). Las secuencias se analizaron utilizando el programa MEGA-X (Universidad
Estatal de Pensilvania, E.U.A).

6.12. Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizo con el programa de computo GraphPad Prism
6.01 (San Diego, E.U.A). Para determinar la distribucion de los datos, se utilizé la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Las pruebas T de Student pareada o no pareada fueron usadas
para comparar los datos de dos grupos con distribucion normal; la prueba de la Suma de
rangos de Wilcoxon o la prueba U de Mann-Whitney se utilizaron para comparar datos de
dos grupos pareados o no pareados con distribucién no normal, respectivamente. Las
diferencias entre mas de dos grupos se calcularon utilizando la prueba ANOVA de una via o
Kruskal-Wallis para datos con distribucion normal o no normal, respectivamente. Los
gréficos se expresan como Media + Error Estandar de la Media (EEM). Los valores con

p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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6.13. Diagrama de Flujo
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Figura 10. Esquemas de los protocolos de aislamiento y expansion ex vivo

de células Tregs. a)

Protocolo de expansién de células Tregs policlonales usado para muestras de los pacientes con
trasplante renal tratados a largo plazo con belatacept y de sus respectivos controles sanos. b)

Protocolo de expansion de células Tregs aloespecificas usado para muest
con ERCy de sus respectivos controles.
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7. RESULTADOS

7.1. Expansion ex vivo de células Tregs policlonales de receptores renales tratados con
BLT

7.1.1. La expansion de células Tregs de los pacientes Tx-BLT aumenta la expresion del
FOXP3 y su funcion supresora

En un estudio previo de nuestro grupo, se reportd una disminucion de la proporcion de células
Tregs en sangre de pacientes con trasplante renal tratados con belatacept (Tx-BLT) a largo
plazo, en comparacion con individuos sanosf?’?. Ademas, las células Tregs de los pacientes
tenian disminuidos tanto la expresion del FOXP3, como, su capacidad supresora in vitro?2l,
Para investigar si la expansion ex vivo podria restaurar la expresion del FOXP3 y la funcion
de las células Tregs de los pacientes sometidos a terapia inmunosupresora a largo plazo, se
aislaron las células Tregs CD4*CD25" de los pacientes Tx-BLT o de individuos sanos (grupo
control), y se expandieron policlonalmente con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 e IL-2 en
presencia de rapamicina ("°"Tregs). En la tabla 8 se presentan los principales datos
demograficos de los pacientes Tx-BLT incluidos en el presente trabajo. Después de cuatro
semanas de expansion ex vivo, no hubo diferencia en la proliferacion de las células Tregs de
los pacientes Tx-BLT en comparacion con los controles sanos en cada dia evaluado (Figura
11a). Ademas, la proporcién de las células T CD25*FOXP3* en las Tregs purificadas (dia 0)

se mantuvo en las P"Tregs de ambos grupos a lo largo de la expansion (Figura 11b).

Tabla 7 | Datos demograficos de los receptores renales tratados con BLT.

Belatacept Control
(n=9) (n=9)

Edad (Afios) 31.08 + 10.1 (18-57) 35 + 10.5 (24-54)

| Edad(Afios) |

5/4 5/4

36.12 + 9.47 (21-54) N/A

2/4/3 N/A
Causa de ERC Diabetes mellitus: 3 N/A

Glomerulonefritis: 3
79.6 + 16.5 (40.1-107.7) N/A
e p—— o

TFGe, tasa de filtracion glomerular estimada; N/A, no aplica.
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Similar al reporte anterior?”l, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expresaron niveles
mas bajos del FOXP3 (Intensidad Mediana de Fluorescencia, IMF) en el dia O (Figura 11c:
Sanos=29.7 £ 11.8 vs BLT=16.8 + 10.0, p<0.05), pero de manera importante, este factor de
transcripcion fue incrementado significativamente en las P Tregs de ambos grupos en los
dias 14 (Figura 11c: Sanos=102.0 + 51.8, p<0.001; BLT=115.5 + 64.5, p<0.01) y 28 (Figura
11c: Sanos =114.9 £ 50.5, p<0.001; BLT=94.5 + 79.1, p<0.01) de expansion. Asimismo, en
el dia 28 de cultivo la expresion del CD25 aument6 significativamente en las P Tregs de
ambos grupos (Figura 11d: Sanos dia 0= 19.0 + 20.3 vs Sanos dia 28=122.7 +£ 105.2, p<0.01;
BLT dia 0= 25.0 £ 22.0 vs BLT dia 28=99.8 + 59.7, p<0.05). Es importante resaltar que, la
expresion de ambas proteinas FOXP3 y CD25 en las P Tregs fue similar entre ambos grupos

de estudio en los dias 14 y 28 de expansion (Figura 11c y d).
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Figura 11. Las células Tregs de los receptores renales tratados con belatacept aumentan la expresion
del FOXP3 y CD25 después de ser expandidas ex vivo. a-f) Las células Tregs CD4*CD25" aisladas de
sangre de receptores renales tratados con belatacept (BLT, triangulos negros) o controles (Sanos, circulos
blancos) fueron expandidas durante 4 semanas con anti-CD3/anti-CD28 e IL-2 en presencia de rapamicina
(protocolo Fig. 10a). La expresion de las proteinas CD25 y FOXP3 se evalué mediante citometria de flujo
(Estrategia de analisis: Figura A del anexo Il). La proliferacion de las células Tregs de pacientes TXx-BLT
fue similar a las células Tregs de individuos sanos. El incremento relativo se calculé dividiendo el nimero
de Tregs obtenidas en el dia evaluado entre el nimero de células Tregs del dia 0. b) La proporcion de
células CD25*FOXP3* se mantuvo en células Tregs de ambos grupos expandidas a largo plazo. La
expresion del FOXP3 (c) y CD25 (d) se incrementd en las células Tregs expandidas. La Intensidad Mediana
de Fluorescencia relativa (IMFr), se calculé dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control FMO.
En los incisos b, ¢ y d se muestran experimentos representativos del dia 28 de expansién, y como control
se utilizd FMO representado como histogramas grises. El andlisis estadistico se realizé utilizando la prueba
U de Mann-Whitney o la prueba de Suma de rangos de Wilcoxon. Los resultados se presentan como media
* error estandar de la media. Los resultados estadisticamente significativos se indican como * p <0.05, **
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Para una mejor caracterizacion de las células Tregs expandidas, se evalud la expresion de
otros marcadores tipicos de células Tregs incluyendo Helios, CTLA-4 y CCR7. Helios, un
miembro de la familia de los factores de transcripcion Ikaros, es importante para la funcion
inmunoreguladora de las células Tregst*4. Como se muestra en la Figura 12a, después de 28
dias de expansion, la proporcion de las células Helios* y la expresion del mismo factor de
transcripcion se mantuvo en las " Tregs de los pacientes Tx-BLT y de los controles sanos.
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Figura 12. Las células Tregs de los receptores renales Tx-BLT expandidas con rapamicina mantienen su
expresion de Helios e incrementan su expresion del CTLA-4 y CCRY. La expresion del Helios, CTLA-4y
CCRY7 se evalu6 mediante citometria de flujo (Estrategia de analisis: Fig. A del anexo Il) en las células Tregs
de pacientes Tx-BLT (triangulos negros) o de los controles sanos (circulos blancos) expandidas durante cuatro
semanas (Fig. 11). a-c) Las células Tregs expandidas de los pacientes Tx-BLT y de los controles sanos
mantienen tanto en el porcentaje como en la IMFr de Helios (a), asi como un aumento en la expresion del
CTLA-4 (b) y CCR7 (c). En los incisos a, b y ¢ se muestran experimentos representativos del dia 28 de
expansion; como control se utilizo FMOs representados como histogramas grises. Los resultados se presentan
como media + EEM. El analisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de
Suma de rangos de Wilcoxon. Los resultados estadisticamente significativos se indican como * p <0.05, ** p
<0.01, *** p <0.001.
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CTLA-4 es un receptor coinhibitorio importante en la funcion mediada por las células Tregs,
bloqueando la coestimulacion de las células TI*®H, Nuestros datos mostraron un aumento
significativo en la frecuencia de las células CTLA-4" (Figura 12b: Sanos dia 0= 29.6 + 23.0
vs Sanos dia 28=86.0 £ 14.1 %, p< 0.001; BLT dia 0= 29.8 + 29.0 vs BLT dia 28=76.0 +
17.7 %, p<0.05) y la expresion del CTLA-4 (Figura 12b: Sanos dia 0= 10.8 + 12.2 vs Sanos
dia 28=37.2 £ 17.8, p< 0.001; BLT dia 0= 5.15 £ 6.3 vs BLT dia 28= 25.6 + 16.6, p<0.01)

en las Tregs de los pacientes Tx-BLT y de los individuos sanos después de la expansion.
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Figura 13. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas tienen una gran capacidad
supresora in vitro. En el dia 28 de expansion, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT (tridngulos
negros) o de individuos sanos (circulos blancos) se cocultivaron con células mononucleares (CMN)
marcadas con CFSE y se estimularon con anti-CD3/anti-CD28. En el dia 4 de cultivo, se determing la
proliferacion de las células T CD4* y CD8* por dilucién del CFSE (Estrategia de analisis: Fig. B del
anexo II). a) Se muestra un experimento representativo. b, ¢) Las células Tregs de los pacientes tuvieron
una alta capacidad supresora de la proliferacion de células T CD4* (izquierda) y CD8* (derecha) en todas
las condiciones evaluadas (b), aln en presencia de citocinas inflamatorias (c). El incremento relativo (IR)
del porcentaje de supresion se calculé dividiendo el porcentaje de supresion en presencia de la citocina
entre el porcentaje de supresion en ausencia de citocinas (medio). Los resultados se presentan como media
+ EEM. El anélisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba U de Mann-Whitney 0 ANOVA de una via.
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CCRY participa en la migracion de las células Tconv y las células Tregs a los ganglios
linfaticos®®%. La proporcion de las células CCR7* (Figura 12c: Sanos dia 0= 63.5 + 23.4%
vs Sanos dia 28=91.8 + 12.2 %, p<0.01; BLT dia 0= 59.4 + 33.4% vs BLT dia 28=90.5 +
4.4 %, p<0.05) fue incrementado en las P'Tregs de los pacientes Tx-BLT y de los controles

sanos como resultado de la estimulacién in vitro.

Para evaluar si el aumento de la expresion de marcadores relacionados con una funcion
inmunoreguladora, observado en las P Tregs después de la expansion ex vivo, se correlaciona
con una mayor capacidad funcional de estas células, se realizaron ensayos de supresion in
vitro. De manera importante, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas durante
14 dias (datos no mostrados) y 28 dias (Figuras 13a and b) suprimieron la proliferacion de
las células T CD4* y CD8" autélogas, de manera similar a las células Tregs de los controles

sanos, en todas las proporciones evaluadas.

7.1.2. Las células Tregs expandidas mantienen su funcion supresora ante un microambiente

inflamatorio

Para evaluar la estabilidad funcional de las células Tregs expandidas en un microambiente
inflamatorio, se realizaron ensayos de supresion in vitro en presencia de citocinas IFN-y, IL-
4, 1L-6 0 TNF-a. En la Figura 13c se muestra que las P"Tregs de pacientes Tx-BLT
presentaron una gran capacidad para inhibir la proliferacién de las células Tconv CD4" y

CD8" en presencia de cada citocina evaluada, similar a las "' Tregs de los controles sanos.

Para ahondar més en la estabilidad de las células Tregs, evaluamos el efecto de un
microambiente inflamatorio en el fenotipo de las P"Tregs después de una semana adicional
de expansion en presencia de IFN-y, IL-4, IL-6 0 TNF-a. Las P!'Tregs de los pacientes y de
los controles mantuvieron la proporcion de células CD25*"FOXP3* (Figura 14ay b) y CTLA-
4* (Figura 14c) en todas las condiciones evaluadas. Ademas, la expresién de FOXP3 no
disminuy6 significativamente en las P'Tregs de ambos grupos cuando se expandieron en
presencia de IFN-y e IL-4 (Figura 14d). Sin embargo, cuando las *''Tregs fueron estimulados
en presencia de IL-6 0 TNF-a, los niveles del FOXP3 disminuyeron significativamente sélo
en las células Tregs de los pacientes Tx-BLT (Figura 14d). Por el contrario, la expresion
CD25 no disminuy6 ni en P"Tregs de los controles sanos, ni en las ™" Tregs de los pacientes
Tx-BLT, después de la activacion en presencia de cualquier citocina inflamatoria (Figura
14e).
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Figura 14. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas disminuyen la expresién del
FOXP3 en presencia de IL-6 y TNF-a. En el dia 28, las células Tregs expandidas de los controles sanos
(circulos blancos) o de los pacientes Tx-BLT (triangulos negros) se estimularon una semana con anti-
CD3/anti-CD28 en presencia o ausencia de IFN-y, IL-4, IL-6 0 TNF-a. La expresion de las moléculas
CD25, CTLA-4 y FOXP3 se determiné mediante citometria de flujo (Estrategia de anélisis: Fig. A del
anexo Il). a) Se muestra un experimento representativo. b-d) La activacion de células Tregs de los
pacientes tratados con BLT en presencia de citocinas inflamatorias no tuvo un efecto sobre el porcentaje
de las células CD25*FOXP3* (b) y CTLA-4* (c), similar a las Tregs de los controles. d) La expresion del
FOXP3 (IMF relativa) se mantuvo en las Tregs expandidas cuando se activaron en presencia de IFN-Y e
IL-4, pero esta expresion disminuyd significativamente sélo en las células Tregs de las pacientes activadas
en presencia de L-6 y TNF-a. El incremento relativo (IR) del porcentaje de las células o de la IMF se
calculd dividiendo el valor en presencia de la citocina entre el valor en ausencia de citocinas (medio). Los
datos se presentan como media £ EEM. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de
una via. Los resultados estadisticamente significativos se indican como * p <0.05.
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7.1.3. La expansion ex vivo de las células Tregs no restaura el estado de desmetilacion de la
TSDR en las Tregs de los pacientes Tx-BLT

Para determinar si el fenotipo y estabilidad funcional observada en las P°'"Tregs se asocié con
su estado epigenético, se evaluo la desmetilacion de citosinas en la TSDR (por sus siglas en
inglés, Treg-specific demethylated region) del gen de Foxp3. Como se report6 anteriormente
2721 e] porcentaje de desmetilacion en la TSDR de Foxp3 en las células Tregs recientemente
purificadas (dia 0) fue menor en las Tregs de los pacientes Tx-BLT en comparacion con los
controles sanos (Figura 15ay b: Sanos=69.3 + 20.1 vs BLT=38.7 £ 29.2, p=0.212). Al final
de la expansién ex vivo (dia 28), la desmetilacién de los sitios CpG de la TSDR fue menor
en las células Tregs de los pacientes en comparacion con células Tregs de individuos sanos
(Figura 15ay b: Sanos=62.2 + 18.5 vs BLT=33.2 + 12.5, p=0.087).
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Figura 15. La expansion ex vivo en presencia de rapamicina no restablece el estado de desmetilacion
en las células Tregs de los pacientes tratados con BLT. El analisis de metilacion de los sitios CpG del
TSDR (por sus siglas en inglés Treg-specific demethylated region) en el gen Foxp3 se evaluo en las células
T CD4*CD25" antes (Dia 0) y después de 4 semanas de expansion (Dia 28). a) Cada cuadrado representa
un sitio de CpG analizado. El c6digo de color de la metilacion varia de blanco (0% de desmetilacion) a
azul (100% de desmetilacion) segun la escala de colores. Las células T naive muestran un TSDR
completamente metilado y se usaron como control negativo. b) El porcentaje de desmetilacién del TSDR
de Foxp3 fue menor en las células Tregs de los pacientes tratados con BLT en comparacion con células
Tregs de controles, y este estatus se mantuvo después de 4 semanas de expansion. Los datos se presentan
como la media + EEM El anélisis estadistico se realizo utilizando la prueba t de Student de dos colas. Los
resultados estadisticamente significativos se indican como * p <0.05.

Los resultados de la expansion de células Tregs de pacientes con trasplante renal tratados con

belatacept fueron recientemente publicados%®!,
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7.2. Expansion ex vivo de células Tregs aloespecificas de pacientes con ERC

7.2.1. Las células Tregs de los pacientes con ERC mantienen su expresion de FOXP3 después

de ser expandidas a largo plazo

La enfermedad renal crénica (ERC) es un proceso fisiopatolégico multifactorial de caracter
progresivo e irreversible que frecuentemente requiere terapia de reemplazo renal, es decir
dialisis o trasplante™. Por tanto, los pacientes con ERC podrian ser candidatos a la
inmunoterapia basada en células Tregs para la induccion de la tolerancia al trasplante, como
alternativa al uso de farmacos inmunosupresores. Las caracteristicas clinicas y demogréaficas
de los pacientes con ERC que participaron en el presente estudio se encuentran resumidas en

la tabla 9. No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

Tabla 8 I Caracteristicas demograficas de los pacientes con enfermedadrenal cronica.

Pacientes con ERC Controles Sanos
(=) (n=14)
Edad (Afios) 33.2+125 385+11.6
Genero (F/M) 2/3 6/8

Edad Donador (Afios) 442 £135 N/A
Genero Donador (F/M) 3/2 N/A

Haplotipos (2-H, 1-H, 0-H) 0/3/2 N/A

Desconocida: 2
Nefropatia por IgA: 1
Diabetes mellitus tipo 2: 1
Hipoplasia renal: 1

N/A

Causa de ERC

Primero, se evaluo la frecuencia de las células Tregs en sangre de pacientes con ERC. Los
pacientes presentaron una proporcion de células Tregs CD4*CD25"CD127- similar al de
individuos sanos (Figura 16a). Ademas, la frecuencia de las células FOXP3* dentro de la
poblacion CD4*CD25MCD127- fue semejante entre ambos grupos de estudio (Figura 16b).
Mas importante, no se encontré una diferencia significativa en la expresion de los marcadores
FOXP3 (Figuras 16¢) y CD25 (Figuras 16d) dentro de la poblacién celular
CD4*CD25"CD127,, respecto al grupo control.
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Figura 16. Pacientes con enfermedad renal crdnica tienen una frecuencia normal de células Tregs
CD4*CD25MCD127 en sangre. Muestras de sangre de los pacientes con enfermedad renal crénica (ERC,
circulos relleno negro) o de los individuos sanos (tridngulos blancos) fueron marcadas con anticuerpos
acoplados a fluorocromos anti-CD4, anti-CD25, anti-FOXP3 y anti-CD127; las muestras fueron adquiridas
en un citdmetro de flujo. a) La proporcion de las células Tregs CD4*CD25"CD127- de los pacientes con
ERC fue similar al grupo de los controles sanos. b) Las células T CD4*CD25"CD127- de los pacientes con
ERC tienen un porcentaje de células FOXP3*(b), asi como la expresion de las proteinas FOXP3 (¢) y CD25
(d), similar al grupo control. La IMFr se calculé dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control
FMO. En los incisos a y ¢ se muestran experimentos representativos, y como control se utiliz6 FMO
mostrado en (c) como histograma blanco. La estrategia de analisis se muestra en la Figura C del Anexo II.
El andlisis estadistico se realizé utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Los resultados se presentan
como media £ EEM.

Estudios en modelos animales han sugerido que las células Tregs con especificidad hacia un
aloantigeno serian méas efectivas para la induccion de la tolerancia al trasplante en
comparacion con células Tregs policlonales[?%6: 245-247. 252, 253 'Eny consecuencia, se procedio
aevaluar si es posible aislar células Tregs aloantigenos-especificas (2°Tregs) de los pacientes
con ERC, las cuales sean funcionalmente estables después de una expansion a largo plazo
(protocolo Figura 10b). Como se observa en la Figura 17a, después de ser aisladas las 2°Tregs
de los pacientes con ERC tienen una cinética de proliferacion similar a las células Tregs de
los individuos sanos, llegando a expandirse hasta 2326 veces para las células Tregs de los
pacientes y 1851 veces para las células Tregs de los individuos sanos. De manera importante,
la proporcién de células CD25'FOXP3" incrementa en las ¥°Tregs expandidas a largo plazo

respecto al dia 0 de purificacion, tanto en 2°Tregs de los pacientes (Figura 17b: ERC
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purificadas= 89.4 + 2.5% vs ERC expandidas= 98.7 + 1.1%, p<0.01), como, en las 2°Tregs
de los controles sanos (Figura 17b: Sanos purificadas= 88.2 = 2.0% vs Sanos Expandidas=
96.3 = 3.2%, p<0.05). Ademas, se encontrd un incremento de la expresion (IMF) de FOXP3
en las 2°Tregs expandidas de los pacientes (Figura 17c: purificadas= 20.8 + 15.1 vs
expandidas= 139.0 + 36.0, p<0.01) y de los controles sanos (Figura 17c: purificadas= 20.3 +
11.8 vs expandidas= 127.3 + 77.5, p<0.05). Asimismo, la expresion del CD25 incremento6 en
las ¥°Tregs expandidas de ambos grupos de estudio (Figura 17d: Sanos purificadas= 28.9 +
29.7 vs Sanos expandidas= 94.3 = 80.1, p<0.05; ERC purificadas= 36.8 = 19.4 vs ERC
expandidas= 135.3 + 55.4, p<0.01). Es importante resaltar que, la expresion de las proteinas
FOXP3 y CD25 en las #°Tregs fue similar entre ambos grupos de estudio (Figura 17c y d).
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Figura 17. Las células Tregs aloespecificas de los pacientes con ERC incrementan la expresion de los
marcadores FOXP3 y CD25 después de la expansion ex vivo. Las células Tregs CD4*CD25"CD127
(marcadas con CTV) de los individuos sanos (triangulos blancos) o de los pacientes con ERC (circulos
negros) fueron estimuladas con CDs alogénicas. En el dia 7 se purificaron las Tregs CD4*CD25"CTV-
(aloespecificas) y se estimularon policlonalmente 4 semanas: al término de la expansién se evalué la
expresion de FOXP3 y CD25 mediante citometria de flujo (Estrategia de andlisis: Fig. A del anexo I1). a)
Las células Tregs aloespecificas de los pacientes proliferan de manera similar a las células Tregs de los
individuos sanos. El incremento relativo se calculo dividiendo el nimero de células Tregs obtenidas en el
dia evaluado entre el namero de células Tregs del dia 0. b-d) Las células Tregs aloespecificas expandidas
de ambos grupos de estudio aumentan la proporcion de células CD25"FOXP3* (b), asi como la expresion de
los marcadores FOXP3 (c) y CD25 (d) respecto al dia de purificacion. En los incisos b, ¢ y d se muestran
experimentos representativos del dia final de expansidn, y como control se utiliz6 FMO representado como
histograma blanco en los incisos ¢ y d. La IMFr se calculé dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del
control FMO. El andlisis estadistico se realizé utilizando la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de Suma
de rangos de Wilcoxon. Los resultados se presentan como media £ EEM. Los resultados estadisticamente
significativos se indican como * p <0.05, ** p <0.01.
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Para una mejor caracterizacion de las células Tregs expandidas, se evalud la expresion de
marcadores asociados a una funcioén inmunosupresora. Las *°Tregs de los pacientes con ERC
expandidas a largo plazo presentaron un alto porcentaje de células CTLA-4" (Figura 18a),
LAG-3" (Figura 18b), CD39* (Figura 18¢c) y Helios* (Figura 18d), similar a las 2°Tregs de

los controles sanos.
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Figura 18. Las células Tregs aloespecificas de los pacientes con ERC expandidas tienen una alta
expresion de las proteinas CTLA-4, LAG-3y CD39. Las células Tregs aloespecificas de individuos sanos
(triangulos blancos) o de pacientes con ERC (circulos negros) fueron expandidas ex vivo por 4 semanas y al
final se evalu6 la expresion de CTLA-4, Helios, LAG-3 y CD39 mediante citometria de flujo (Estrategia de
analisis: Fig. A del anexo I1). a-d) Las #°Tregs de los pacientes tienen una proporcion de células CTLA-4*
(a), LAG-3* (b), CD39* (c) y Helios* (d) similar a las Tregs de los individuos sanos. En los incisos b, cy d
se muestran experimentos representativos del dia final de expansién, y como control se utiliz6 FMO
representado como histograma blanco. La IMFr se calculé dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del
control FMO La IMFr se calcul6 dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control FMO. Los
resultados se presentan como media + EEM.

7.2.2. Las Tregs aloespecificas expandidas suprimen la proliferacion células Tconv de
manera antigeno-especifica

Posteriormente, se comprobd la capacidad inhibitoria de las células Tregs expandidas en
ensayos de MLRs in vitro. Para lo anterior, las #°Tregs fueron cocultivadas con las células

Tconv autologas y estimuladas con CDs de sus respectivos donadores o CDs de individuos
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no relacionados (3ro). En la figura 19a se presentan histogramas representativos de un ensayo
de supresion, en los cuales se muestra que las #°Tregs expandidas suprimen la proliferacion
de las células Tconv aloespecificas sélo cuando son estimuladas con las CDs con las cuales
fueron inicialmente expandidas (CDs del donador), pero no suprimen en presencia de CDs
de un individuo no relacionado (3ro). Dicha capacidad supresora de las #°Tregs de ambos
grupos fue significativa para inhibir la proliferacion tanto de las células CD4" (Figura 19b:
Sanos Donador= 47.9 £ 21.0 vs Sanos 3ro= 24.2 + 15.9 %, p<0.05; ERC Donador= 62.2 +
20.3 vs ERC 3ro= 27.9 + 25.3%, p= 0.079) como las CD8" (Figura 19b: Sanos Donador=
60.1 + 9.2 vs Sanos 3ro= 22.7 + 27.9 %, p<0.05; ERC Donador= 69.7 + 30.5 vs ERC 3ro=
19.4 + 17.1 %, p<0.05). Es importante resaltar que las #°Tregs de los pacientes suprimen a

las células Tconv de manera similar a las células Tregs de los controles (Figura 19b).
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Figura 19. Las células Tregs aloespecificas de los pacientes con ERC expandidas ex vivo suprimen la
proliferacién de las células Tconv de manera antigeno-especifica. a) Las células Tregs aloespecificas de
individuos sanos (triangulos blancos) o pacientes con ERC (circulos negros) expandidas fueron cocultivadas
con células Tconv marcadas con CFSE y estimuladas con CDs de sus respectivos donadores o individuos
no relacionados (3ro). En el dia 4, se evalud la proliferacion de células Tconv mediante citometria de flujo
(Estrategia de andlisis: Fig. D del Anexo I1). a) Histogramas representativos de un ensayo, se muestra que
las células Tregs suprimen la proliferacién de las Tconv solo cuando solo en presencia de CDs del donador,
pero no en presencia de CDs del 3ro. b-c) Las células Tregs aloespecificas suprimen la proliferacion de las
células T CD4*y CD8" (b), alin en presencia de citocinas inflamatorias (c). El incremento relativo (IR) se
calcul6 dividiendo el % de supresion en presencia de la citocina entre el % de supresion en ausencia de
citocinas (medio). Los resultados se expresan como media + EEM. El analisis estadistico se realizo con la
prueba U de Mann-Whitney o ANOVA de una via. Los resultados estadisticamente significativos se indican
como * p <0.05.
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Para evaluar la estabilidad funcional de las #°Tregs expandidas ante un microambiente
inflamatorio, se realizaron ensayos de supresion in vitro en presencia de citocinas
inflamatorias. Las °Tregs de los pacientes con ERC y de los individuos sanos presentaron
una gran capacidad para inhibir la proliferacion de las células T CD4" (Figura 19c, izquierda)
y de los CD8* (Figura 19c, derecha) en presencia de todas las citocinas evaluadas (IFN-y, IL-
4, 1L-6 0 TNF-a).

7.2.3. Las Tregs aloespecificas mantienen su fenotipo supresor después de ser estimuladas
en un microambiente inflamatorio y ser criopreservadas

Para evaluar la estabilidad en un microambiente inflamatorio desde otro enfoque, las 2°Tregs
expandidas fueron estimuladas policlonalmente una semana adicional en presencia de
citocinas inflamatorias. Al término del cultivo, se evalu6 por citometria de flujo la expresion
de marcadores inmunoreguladores, y se realizaron ensayos de supresion in vitro. La
proporcién de las células CD25"FOXP3" en las #°Tregs de los pacientes con ERC se mantuvo
en presencia de cada citocina inflamatoria evaluada ((IFN-Y, IL-4, IL-6, TNF-a), al igual
que las ¥°Tregs de los controles sanos (Figura 20a y b). Ademas, la expresion (IMF) de
FOXP3 en las células Tregs de ambos grupos de estudio se conservo en todas las condiciones
estudiadas (Figura 20c). De manera similar, la estimulacion con citocinas inflamatorias no
afectod la frecuencia de las células CTLA-4" (Figura 20d) y Helios" (Figura 20¢) en las
aoTregs tanto de los pacientes con ERC, como, de los controles sanos. Adicionalmente, se
evalud si el mantenimiento del fenotipo de las @°Tregs estimuladas en un microambiente
inflamatorio se correlaciona con su funcién in vitro. Los resultados de este trabajo
demuestran que las #°Tregs de los pacientes inhibieron la proliferacion de células Tconv
CD4* (Figura 20f, izquierda) y CD8" (Figura 20f, derecha) aloespecificas después de ser
estimuladas en presencia de citocinas inflamatorias, y en la misma medida que las 2°Tregs
expandidas de los controles sanos.

Para determinar si la estabilidad observada en las 2°Tregs se correlaciona con su estado
epigenético, se evaluo la desmetilacion de la TSDR de Foxp3. De manera inesperada, a pesar
de que las ¥°Tregs expandidas mostraron un fenotipo y funcién supresora estable, los
resultados preliminares muestran que la expansion ex vivo a largo plazo disminuye la
desmetilacion de los sitios CpG de la TSDR-Foxp3 en las células #°Tregs de los pacientes y

de los individuos sanos (Figura 21ay b).
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Figura 20. Células Tregs aloespecificas mantienen su fenotipo inmunorregulador después de ser
estimuladas en un microambiente inflamatorio. a) Las células Tregs aloespecificas expandidas se
estimularon una semana con anti-CD3/anti-CD28 en presencia o ausencia de citocinas inflamatorias (IFN-y,
IL-6, IL-4 y TNF-a. a) Se muestra un experimento representativo. b-c) Las células Tregs aloespecificas de
ambos grupos de estudio mantienen el porcentaje de células CD25"FOXP3* (b), CTLA -4* (d) y Helios* (e),
asi como la expresion del FOXP3 (c) después de una expansion en un microambiente inflamatorio. f) Las células
Tregs aloespecificas de ambos grupos de estudio mantienen su capacidad de suprimir la proliferacion de las
células T CD4" (izquierda) y CD8* (derecha) después de una expansion en un microambiente inflamatorio. Las
estrategias de analisis de citometria de flujo se muestran en las figuras A y B del anexo Il). El incremento
relativo (IR) del porcentaje de células o de la IMFr se calculd dividiendo el valor en presencia de la citocina
evaluada entre el valor en ausencia de citocinas (medio). Los datos se expnresan como media £ EEM.
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Figura 21. La expansion ex vivo a largo plazo disminuye la desmetilacion de la TSDR en las células
Tregs aloespecificas de pacientes con ERC. a) Cada fila representa un sitio de CpG analizado, y el cédigo
de color de la metilacion varia de blanco (0% de desmetilacion) a azul (100% de desmetilacion) segun la
escala de colores. Las células T naive muestran una TSDR completamente metilado y se usaron como
control negativo. b) Datos preliminares muestran que el porcentaje desmetilacion de la TSDR de Foxp3
disminuyé en las células Tregs aloespecificas expandidas de pacientes e individuos sanos. Los datos se
expresan como la media = EEM.

Finalmente, se evalud el efecto de la criopreservacion sobre la expresion de marcadores
tipicos de células Tregs y la capacidad inhibitoria de las ¥°Tregs expandidas. Para dicho
proposito, las #°Tregs expandidas fueron criopreservadas por un largo periodo (> seis meses)
y después de ser descongeladas, se realizé una segunda expansion policlonal durante dos
semanas. De manera interesante, al final de la segunda expansion, las células ¥°Tregs de los
pacientes con ERC presentaron un incremento tanto del porcentaje de células
CD25'"FOXP3" (Figura 22a: Sanos= 79.9 + 5.9%, ERC= 94.5 + 2.8%; p<0.01), como, la
expresion del FOXP3 (Figura 22b: Sanos=58.8 + 36.0 vs ERC=114.3 + 38.2; p=0.093), en
comparacion con las células Tregs de los controles sanos. En contraste, la expresion (IMF)
y el porcentaje de células positivas para las biomoléculas CTLA-4, Helios, LAG-3y CD39
fue similar en las ¥°Tregs de ambos grupos (Figura 22c y d). Finalmente, para evaluar la
funcionalidad de las ¥°Tregs criopreservadas, se realizaron ensayos de supresion in vitro.
Las 2°Tregs de los pacientes con ERC expandidas tienen la capacidad de suprimir la
proliferacion de las células T CD4" y CD8" después de ser criopreservadas, comparable a

las células Tregs de los controles sanos (Figura 22e).
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Figura 22. Las células Tregs aloespecificas de pacientes con ERC son fenotipicamente estables después
de una criopreservacion a largo plazo. Las células Tregs aloespecificas expandidas fueron criopreservadas
> seis meses; posteriormente, las células descongeladas se expandieron policlonalmente dos semanas y al
final se evalué el fenotipo de las células mediante citometria de flujo (a-d) y ensayos de supresion in vitro
policlonales (e). a,b) Las #°Tregs de los pacientes con ERC tienen una mayor frecuencia de células
CD25*FOXP3*, en comparacion con las células Tregs de individuos sanos al término de la segunda
expansion (a); aunque no hubo diferencia en la expresion de FOXP3 (b). c,d) El porcentaje de células (c) y
expresion (d) de las proteinas CTLA-4, Helios, LAG-3 y CD39 fue similar en las células Tregs
criopreservadas de ambos grupos de estudios después de ser expandidas. €) Las células Tregs aloespecificas
mantienen la capacidad de suprimir la proliferacion de las células T CD4* y CD8" después de ser
criopreservadas. En los incisos a y e se muestran experimentos representativos del dia final de expansién.
Las estrategias de analisis de citometria de flujo se muestran en las Figuras A y B del anexo Il. La IMFr se
calcul6 dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control FMO. Los resultados se presentan como
media + EEM. EIl anélisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Los resultados
estadisticamente significativos se indican como ** p<0.01.
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8. DISCUSION
La inmunoterapia basada en la transferencia adoptiva de células Tregs ha demostrado ser

eficaz en estudios preclinicos para inducir la aceptacion de 6rganos sélidos trasplantados(??*
226, 233-2491 'y nara prevenir el desarrollo de la EICH[?27-2%0. 238, 250, 2511 " En hymanos,
recientemente se ha utilizado la terapia adoptiva de células Tregs en pacientes con TCTH
para prevenir o tratar los sintomas de la EICH. Estos trabajos han demostrado que el
tratamiento es factible, seguro y potencialmente eficaz?®'2"l. Sin embargo, los ensayos
clinicos en pacientes con trasplante de rifién adn son limitados-2%?l y |a mayoria de los

estudios alin se encuentran en cursol22%. 222, 307]

Una de principales limitantes para la aplicacién clinica de células Tregs en humanos ha sido
el nimero limitado de estas células disponibles, ya que representan menos del 10% de los
linfocitos T CD4" en sangre. Derivado de esto, varias investigaciones se han enfocado en
disefiar protocolos para aislar, expandir y preservar células Tregs con el objetivo de obtener
los nimeros celulares necesarios para una inmunoterapia eficaz. Sin embargo, la mayoria de
estos protocolos han sido usando células Tregs provenientes de individuos sanos. Por
consiguiente, en el presente trabajo evaluamos si es factible expandir las células Tregs de
dos grupos de pacientes que serian candidatos a la inmunoterapia con Tregs: el primero, a
partir de pacientes que ya han recibido un trasplante renal, pero han sido mantenidos varios
afios bajo un régimen inmunosupresor; el segundo, a partir de pacientes con ERC candidatos

a trasplante.

Un estudio reciente mostré que es posible el aislamiento y la expansién policlonal de las
células Tregs provenientes de receptores renales sometidos a inmunosupresion durante seis
mesesl®?%. En este contexto, en un trabajo realizado previamente en el laboratorio se reportd
que las células Tregs de receptores renales tratados con belatacept, un bloqueador especifico
de la coestimulacién, a largo plazo (6 a 8 afios) tienen una hipermetilacion de citosinas de la
TSDR-Foxp3, lo cual se asocié con disminucion tanto de su expresion del FOXP3, como, su
funcion supresora in vitrol?’?l, Sin embargo, actualmente se desconoce si es factible expandir
ex vivo las celulas Tregs de pacientes trasplantados bajo terapia inmunosupresora a largo
plazo (> 6 meses) para obtener Tregs funcionalmente estables que puedan ser usadas en
inmunoterapia. En este aspecto, un estudio reportd que la estimulacion in vitro con IL-2

puede restaurar la viabilidad de células Tregs de los receptores de higado tratados con
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inhibidores de calcineurina®®®l. Asimismo, las células Tregs de los pacientes con distintas
inmunopatologias mostraron una mayor capacidad supresora in vitro después de ser
expandidas, en comparacion con las células Tregs recién purificadas de los mismos
pacientest%l. Basado en lo anterior, hipotetizamos que la alteracion funcional de las células
Tregs de los pacientes tratados con BLT podria ser resultado de la exposicion prolongada a
un ambiente alterado de citocinas y/o una sefializacion defectuosa causado por el bloqueo de

la coestimulacion, lo cual podria ser revertido con una estimulacion ex vivo.

Los protocolos de expansion ex vivo de células Tregs consisten en una estimulacion inicial
con anti-CD3/anti-CD28 (policlonal) o con células presentadoras de antigeno (antigeno-
especificas) en presencia de 1L-21??%, Sin embargo, se ha demostrado que la estimulacion
cronica del TCR en células Tregs puede causar una disminucién de los niveles del FOXP3y
de su capacidad supresora®*l. Los protocolos experimentales usados en este trabajo (Figura
10) fueron disefiados para minimizar la estimulacion cronica de las células Tregs y para
mantener la expresion del FOXP3 mediante la adicion de rapamicina (un inhibidor de la via
PI3K/Akt/mTOR), como han reportado trabajos previos?6>26¢1. Notablemente, las células
Tregs de los pacientes tratados con BLT pueden ser expandidas policlonalmente de manera
eficiente en presencia de rapamicina (" Tregs), similar a las células Tregs de los controles
sanos. Estos resultados indican que a pesar de las alteraciones reportadas en las células Tregs
de pacientes sometidos a terapia inmunosupresora a largo plazo, estas mismas células no
tienen un defecto intrinseco en su capacidad de proliferacion. De manera importante, las
PoliTregs de los pacientes Tx-BLT mostraron caracteristicas similares a las células Tregs de
los controles sanos, incluyendo el aumento de los niveles de FOXP3, CTLA-4y CD25. Uno
de los mecanismos moleculares mediados por la rapamicina durante la expansion de las
células Tregs incluye el aumento en la expresion de Pim-2, una serina-treonina cinasa
involucrada en la proliferacion y la supervivencia celular, lo cual confiere una ventaja
proliferativa a las células Tregs sobre las Tconv!?6l, Ademas, la rapamicina incrementa la
expresion de PTENI?%1 una fosfatasa que inhibe la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR, la
cual es importante para mantener la funcion inmunoreguladora de las células Tregs®®l. La
inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR permite la translocacion nuclear de las proteinas FoxO1
y FoxO3, las cuales se unen al locus de Foxp3 y cooperan para regular positivamente la
expresion de FOXP3[6 701,
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Asimismo, se demostro que es posible aislar y expandir las células Tregs de pacientes con
ERC con aloespecificidad directa. De manera importante, con el protocolo disefiado en el
presente trabajo se obtuvieron células Tregs aloespecificas con una alta pureza (mayor al
95%) determinado como la frecuencia de células CD25*FOXP3*, asi como, un incremento
de la expresion (IMF) de las proteinas FOXP3 y CD25, los cuales son requeridos para su
funcién supresora. El fenotipo mencionado anteriormente puede deberse a un efecto de la
adicion de rapamicina, la cual, como se mencioné anteriormente, permite el crecimiento
preferencial de las células Tregs y el mantenimiento de los niveles del FOXP3[261-2661 'y de
TGF-B, el cual se ha relacionado con la estabilizacion a nivel epigenético de la expresion del

FOXP3 mediante la inhibicion del reclutamiento de metilasas de ADN en el Foxp3!1,

El anélisis fenotipico mostré que las P Tregs de los pacientes Tx-BLT y las #°Tregs de los
pacientes con ERC tuvieron un incremento en la expresion de los marcadores CD25 y de
CTLA-4, que se correlaciona con el aumento de los niveles del FOXP3, el cual regula
directamente la transcripcion de ambas proteinas mediante la unién a sus genes l12ra y
Ctla4l®¥l, Esto es funcionalmente relevante, ya que, la expresion del CTLA-4 en las células
Tregs es fundamental para inhibir la funcién de las CPAs y de esta forma suprimir la
proliferacion de las células Tconv aloespecificas®® 3131, a interaccion del CTLA-4 con sus
ligandos CD80/CD86 en las CDs induce la expresion de IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa),
una enzima que favorece el catabolismo del triptéfano hacia quinurenina, un metabolito
toxico para las células Tconvi*2ll, Ademas, se ha demostrado que a través del CTLA-4, las
células Tregs pueden capturar y degradar las moleculas CD80/CD86 expresado en las CPAs
mediante un proceso de trans-endocitosis, y lo que da como resultado una coestimulacion
deficiente en las células T a través del CD28[?%. Consistente con estos conceptos, la
deficiencia especifica del CTLA-4 en las células Tregs reduce su capacidad supresora in vitro
e in vivo, favoreciendo el desarrollo de una enfermedad fatal autoinmune caracterizada por
una hiperproduccion de autoanticuerpos y una linfoproliferacion exacerbadal*!®l. En el
contexto de trasplante, utilizando diversos enfoques en modelos animales se ha establecido
que la sefializacion por CTLA-4 participa en la induccidén temprana de aceptacion al

aloinjerto, al inhibir la activacion y la proliferacion de las células Tcony [156-167. 314, 315]
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La expresion del CD25, cadena a del receptor de IL-2, es esencial para promover la
homeostasis y la funcion supresora de las células Tregs!®. La union de IL-2 al CD25 activa
la fosforilacion del STATS5, un factor de transcripcion que se une a la CNS2 en el locus de
Foxp3 e induce la expresion del FOXP3(% 73 811 Ademés, la union del STATS5 a la CNS2
favorece el reclutamiento de la TET2, una metilcitosina dioxigenasa que cataliza la
desmetilacion de citosinas, a la CNS2 mantiene los sitios CpG en Foxp3 desmetilados®!®
3171 Notablemente, cuando existe cantidad limitada de IL-2, las serina/treonina cinasas Mst1
y Mst2 (altamente expresadas en células Tregs) detectan sefiales de IL-2 para promover la
activacion de STATS y, de esta manera, mantener la homeostasis de las células Treg, la
estabilidad del linaje y su capacidad supresora 8. Asimismo, los altos niveles del CD25 en
las células Tregs favorece el consumo de la IL-2 del microambiente; mediante este

mecanismo pueden disminuir la proliferacion y la sobrevida de las células Tconv[*® 1161,

Adicionalmente, las células Tregs expandidas de ambos grupos de pacientes mantuvieron la
expresion del Helios, un miembro de la familia de factores de transcripcion Ikaros, el cual es
expresado por algunas subpoblaciones de células Tregst*l. Estudios previos han descrito
que la expresion de Helios es necesaria en las células Tregs para regular la transcripcion de
genes inmunomoduladores (Gitr, Cd25, Lag3, Cd39, Cd73, Cd103, Tfgb, 1110)320 321
promover la supervivencia®® y mantener su fenotipo estable durante una respuesta
inflamatorial®2. Asimismo, el aumento de las células Tregs Helios* se ha correlacionado con
un buen pronostico de aceptacion del aloinjerto en humanost23 3241 De manera interesante,
un trabajo reciente ha descrito que la expansion ex vivo de células Tregs de pacientes
diabéticos mantienen su capacidad supresora a pesar de una reduccién de la expresion de
Heliost®®] o que sugiere que este marcador podria no definir necesariamente un estado

funcional de las células Tregs.

Interesantemente, las células Tregs de los pacientes TX-BLT expandidas mostraron una alta
expresion del CCR7, un receptor de quimiocinas que participa en la migracion de las células
Tconv y de las células Tregs a los ganglios linfaticos, contribuyendo tanto a la respuesta
inmune contra patdgenos como en la tolerancial®®!. La expresion del CCR7 en las células
Tregs esta regulada por FoxO1, el cual se une directamente al locus de Ccr728, Por lo tanto,
la expresion constitutiva de PTEN en las células Tregs®® y la adicion de rapamicina en los
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cultivos, podrian favorecer la transcripcion del gen Ccr7 en las Tregs expandidas al inhibir
la via PI3K/Akt/mTOR y permitir la traslocacion del Fox01 al nticleo!®® 702651 | os resultados
obtenidos en los modelos animales sugieren que el CCR7 desempefia un papel fundamental
en la induccién de tolerancia al aloinjerto, mediante la regulacion de la migracion y el
posicionamiento de las células Tregs en nichos funcionales definidos dentro de los ganglios

linfaticos durante la respuesta inmune al trasplante327-3%1,

Por otra parte, un analisis mas profundo del fenotipo de las células Tregs aloespecificas de
pacientes con ERC revel6 que tienen una alta expresion de las proteinas LAG-3 y CD39.
LAG-3, un miembro de la familia de CD4 altamente expresado en las células Tregs,
interactia con las moléculas del MHC-II con una alta afinidad e induce una via de
sefializacion inhibitoria que tiene como resultado final la inhibicion de la maduracion y la
capacidad presentadora de antigenos en las CDs*?7-12%1, Ademas, LAG-3 es esencial para la
maxima supresion de las células Tregs, ya que el bloqueo de LAG-3 en las células Tregs
anula su funcion supresora in vitro e in vivol*?®l, Es de destacar que las células Tregs pueden
adquirir moléculas MHC-11 a través de trogocitosist*3? y se habia demostrado que células
Tregs MHC II* son mas supresoras que células Tregs MHC 11" 331, En el contexto de
trasplante, el aumento de la expresion de LAG-3 en las células Tregs contribuye a prolongar
la sobrevida de aloinjertos modulando la produccién de citocinas inflamatorias (IL-21 e IL-

17) en las células Tconv y la funcion de las CDslt30 170, 171

Por otro lado, la expresion del CD39 en las células Tregs es importante para generar
adenosina pericelular, la cual, inhibe las funciones de las células Tconv a través de la
activacion del receptor AzaR, lo cual aumenta la cAMP intracelular 117-119:332] En |as células
Tconv, el cCAMP inhiben la sefializacion mediada por el TCR teniendo como resultado la
disminucion de la proliferacion y de la produccion de citocinas inflamatorias™'®l. En las CDs,
el CAMP disminuye la expresion de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86, y
CD83) y aumentan la expresion de moléculas coinhibidoras (B7-H, B7-H3 y B7-DC)*l,
Ademas, la adenosina reduce el reclutamiento de leucocitos, la adhesion al endotelio, la
fagocitosis, la produccion de ROS y reduce la secrecion de TNF-a e IL-61*201,
Adicionalmente, los niveles del CD39 ha sido asociado en el control de la inflamacion

durante la respuesta inmune contra el érgano trasplantadol0-152 154, 155, 333, 334]
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Anteriormente, nuestro grupo de investigacion demostrd que las células Tregs de receptores
renales tratados con BLT a largo plazo presentaron una reduccion de su funcion supresora in
vitro en comparacion con células Tregs de individuos sanos?’?l. De manera importante, las
células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas en presencia de rapamicina mostraron una
gran capacidad supresora in vitro de manera similar a células Tregs de controles sanos, lo
cual concuerda con el aumento de la expresion de moléculas relacionadas con una funcién
inmunorreguladora, como, FOXP3, CD25 y CTLA-4. Estos resultados podrian sugerir que
la funcidn alterada de las células Tregs de sangre de pacientes Tx-BLT a largo plazo podria
deberse a una sefializacion defectuosa dependiente del CD28, como resultado del bloqueo de
la coestimulacion. De hecho, se ha reportado que la cola citoplasmatica del CD28 contiene
motivos de union a Lck importantes en la diferenciacion y funcion de las células Tregs al
promover la expresion de los marcadores FOXP3 y CTLA-41567] Ademas, la sefializacion
a traves del CD28 es crucial para una 6ptima funcion in vivo de las células Tregs, ya que, la
eliminacion especifica de Cd28 en células FOXP3" desencadend una grave autoinmunidad
como consecuencia de alteraciones en la proliferacion y la supervivencia de las células Tregs,
asi como, una disminucion de los niveles de proteinas CTLA-4 y PD-1[3%],

De manera importante, en este trabajo demostramos que las células Tregs aloespecificas de
pacientes con ERC aisladas y expandidas suprimen la proliferacion de células Tconv de
manera antigeno-especifica, que se correlaciona con el incremento de moléculas asociadas
con una funcién inmunosupresora incluyendo FOXP3, CTLA-4, LAG-3y CD39. Lo anterior
toma importancia, ya que, las terapias actuales para prevenir el rechazo del 6érgano
trasplantado incluyen el uso de farmacos inmunosupresores, los cuales no suprimen la
funcién de las células Tconv aloespecificas de manera especifica y esto se ha asociado con
efectos adversos en los pacientes a largo plazol4. En este contexto, estudios preclinicos han
demostrado que la transferencia adoptiva de células Tregs con aloespecificidad directa
inducen tolerancia al injerto por si solas(?¥ o en sinergia con periodos cortos de tratamientos
inmunosupresorest?4L: 2442471 “Incluso se ha destacado el potencial de células Tregs humanas
con aloespecificidad directa utilizando un modelo de raton humanizado®? 231, En ambos
estudios, las células Tregs aloespecificas fueron mas eficaces para proteger xenoinjertos de
piel en comparacion con Tregs policlonales(?%? 2°%, Alternativamente, las células Tregs con
aloespecificidad directa podrian crear un entorno tolerogénico en el 6rgano trasplantado para
promover el desarrollo de células Tregs con especificidad indirectas, logrando asi la
tolerancia a largo plazof??Y,
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Bajo ciertos escenarios inflamatorios, se ha reportado que algunas poblaciones de células
Tregs pueden perder la expresion del FOXP3 y por tanto, su capacidad supresora®¢l, En
consecuencia, es crucial evaluar la estabilidad funcional de las células Tregs con fines
terapéuticos. Nuestros resultados mostraron que las P''Tregs de los pacientes Tx-BLT y de
los 2°Tregs de pacientes con ERC inhibieron la proliferacion de células Tconv CD4* y CD8*
en presencia de citocinas inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-4 e IFN-y). Méas importante, las
doTregs de los pacientes con ERC mantuvieron su expresion de marcadores
inmunorreguladoras (FOXP3, CD25 y CTLA-4) y su capacidad reguladora después de ser
estimuladas en presencia del microambiente inflamatorio. Sin embargo, cuando las "' Tregs
de los pacientes Tx-BLT se expandieron en presencia de las citocinas antes mencionadas, los
niveles de FOXP3 disminuyeron en las células Tregs cultivadas con IL-6 y TNF-a.
Investigaciones previas muestran que las citocinas IL-6%%81 y TNF-a?>1 pueden
desencadenar la degradacion del FOXP3. Estos datos podrian indicar que células Tregs de
los pacientes Tx-BLT serian menos estables en condiciones proinflamatorias, lo cual también
podria ser debido a diferencias en el estado epigenético del gen Foxp3.

Se ha demostrado que la estabilidad de la expresion del FOXP3 se correlaciona con la
desmetilacion completa de la TSDR dentro del locus de Foxp3[™ & 8l Como se report6
anteriormente, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT a largo plazo muestran un aumento
de la metilacion de la TSDR de Foxp3[?72l. Esto concuerda con un modelo preclinico, en el
cual hubo un hipermetilacion de la TSDR en biopsias renales de individuos tratados con
BLTE%. Cuando analizamos el estado de metilacion de la TSDR de Foxp3 en las células
Tregs expandidas, encontramos que las " Tregs de los pacientes tratados con BLT mantenia
una menor desmetilacién de la TSDR en comparacion con las células Tregs de los individuos
sanos, lo cual podria ser correlacionado con la susceptibilidad de las Tregs de los pacientes
Tx-BLT a la pérdida del FOXP3 en un microambiente inflamatorio. De manera similar, la
expansion a largo plazo disminuy6 el porcentaje de desmetilacion en la TSDR-Foxp3, tanto
en las #°Tregs de pacientes con ERC, como, en las Tregs de los individuos sanos.
Interesantemente, los porcentajes de desmetilacion al final de la expansion fueron similares
entre las células Tregs de los pacientes Tx-BLT (Figura 15) y de los pacientes con ERC
(Figura 21), pero las Tregs de estos ultimos fueron més estables ante un microambiente
inflamatorio. Estos datos sugieren que el aumento de la expresion FOXP3 y la fuerte
actividad supresora de las células Tregs expandidas no se correlacionaron con en el estado
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epigenético del locus de Foxp3, lo que sugiere que, otros mecanismos moleculares podrian
explicar la funcionalidad de estas células. En este contexto, se ha reportado que la
hipometilacion de citosinas y la adquisicion del linaje Treg son independientes de la
expresion del FOXP3E%® Ademas, no se puede descartar que otros mecanismos participen
en la identidad y/o en la estabilidad de las células Tregs, como las modificaciones de histonas
(metilacion, acetilacion), el posicionamiento de nucleosoma y la regulacién mediada por
miRNAs, asi como, modificaciones postraduccionales de FOXP3 (fosforilacion, acetilacion,
ubiquitinacion)to 74-761,

La criopreservacion de las células Tregs ha sido propuesta como una herramienta terapéutica
complementaria, ya que, ofrece varias ventajas incluyendo el almacenamiento de las Tregs a
largo plazo, la flexibilidad del tiempo de infusion y, ademas, evita la activacion cronica de
las células Tregs que podria llevarlas a un estado de agotamiento celular??°l, Sin embargo, el
conocimiento acerca de como el proceso de criopreservacion puede afectar la estabilidad de
las células Tregs aun es limitado. Se han publicado informes controversiales sobre si la
criopreservacion reduce la frecuencia de células Tregs FOXP3* en sangre: algunos trabajos
reportan una frecuencia de Tregs disminuidast®® 34 mientras que otros no reportan
diferencias significativast**!. Nuestros resultados (datos no mostrados) y estudios previost3#*
3431 han demostrado que la expresion de los marcadores CD25 y FOXP3 en células Tregs, asi
como su funcion supresora, puede verse afectadas inmediatamente después del
descongelacion. En el presente trabajo demostramos que se pueden obtener células Tregs
aloespecificas funcionales después de ser descongeladas y reactivadas, lo cual coincide con
trabajos previamente publicadost®*? 3431, Estos resultados sugieren que seria factible utilizar
Tregs expandidas después de ser criopreservadas.

En resumen, evidenciamos que las células Tregs de los pacientes tratados con BLT,
expandidas ex vivo en presencia de rapamicina, son capaces de restaurar su expresién del
FOXP3y su funcion supresora in vitro, sin embargo, la estabilidad del FOXP3 puede verse
afectada en un microambiente proinflamatorio. Adicionalmente, demostramos que es posible
expandir células Tregs aloespecificas de pacientes con ERC candidatos a trasplante renal,

para obtener células funcionalmente estables y con un potencial terapéutico.
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9. CONCLUSIONES

. Las células Tregs CD4*CD25" de los receptores renales tratados con belatacept presentan
un aumento de la expresion de marcadores inmunoreguladores (FOXP3, CD25, CTLA-4
y CCRY7) despues de ser expandidas ex vivo policlonalmente en presencia de rapamicina,
de manera comparable a las células Tregs de los individuos sanos.

. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas tienen una alta capacidad de
suprimir la proliferacién de las células Tconv, ain en presencia de citocinas inflamatorias,
y de manera similar a las células Tregs de los controles sanos.

. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas tienen una disminucién de la
expresion del FOXP3 después de ser estimuladas en presencia de IL-6 y TNF-a.

. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas presentan una menor
desmetilacién de citosinas de la TSDR en el locus de Foxp3, comparadas con las células
Tregs de los controles sanos.

. Las células Tregs de los pacientes con ERC aloespecificas expandidas tienen una alta
expresion de las proteinas FOXP3, CD25, LAG-3, CTLA-4y CD39, similar a las células
Tregs de los individuos sanos.

. Las células Tregs aloespecificas de los pacientes con ERC tienen la capacidad de suprimir
la proliferacion de células Tconv de manera antigeno-especifica, aln en presencia de
citocinas inflamatorias.

. Las células Tregs aloespecificas de los pacientes con ERC mantienen su fenotipo
inmunosupresor después de ser activadas en presencia de citocinas inflamatorias y ser
criopreservadas.

. Datos preliminares muestran que las células Tregs aloespecificas de los pacientes con
ERC e individuos sanos disminuyen la desmetilacion de la TSDR-Foxp3 después de ser

expandidas a largo plazo.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los resultados y las discusiones presentados en la presente tesis doctoral,
proponemos dos enfoques, no mutuamente excluyentes, para garantizar la estabilidad

funcional in vivo de las células Tregs en pacientes con trasplante renal.

En primer lugar, planteamos que agentes modificadores de la cromatina deberian ser
incluidos en el protocolo de expansion de células Tregs con un fenotipo alterado, como en
las Tregs de los pacientes tratados con BLT que tienen una hipermetilacion de la TSDR-
Foxp3?72, para que puedan consideradas como una alternativa inmunoterapéutica. En este
contexto, las células Tregs de pacientes con artritis reumatoide mostraron una funcion
supresora defectuosa que pudo ser restaurada después del tratamiento in vitro con
metotrexato, como resultado del incremento en la desmetilacion de la TSDR vy, en
consecuencia, aumento de la expresion del FOXP3E*l. Asimismo, el estimulacion in vitro
de células T CD4* de humanos®*® 3461y de rat6nl**71 en presencia de azacitidina, un inhibidor
de metiltransferasas de ADN, promueve la expresion del FOXP3 debido al incremento de la
desmetilacién de citosinas en el locus de Foxp3. Estos resultados son consistes con ensayos
clinicos fase 1/2, en los cuales se han demostrado que el tratamiento con azacitidinal®*® 34 o
con metotrexato®® 351 jncrementan la frecuencia de células Tregs FOXP3* en sangre de
pacientes con distintas inmunopatologias. Adicionalmente, hallazgos recientes han
demostrado que mediante distintas estrategias es posible modificar el estado epigenético en
las células Tregs generadas in vitro (iTregs), las cuales inicialmente presentan una completa
metilacion citosinas de la TSDR-Foxp3!73l. Por ejemplo, la estimulacion de células T CD4*
virgenes mediante TCR/IL-2/TGF-p junto con la inhibicion de sefiales coestimuladoras de
CD28[%%2 |a adicion de &cido retinoicol®®® o de vitamina CI4-%%6l (un co-activador de la
metilcitosina-dioxigenasa TET la cual controla la estabilidad del FOXP3['™), incrementan la
desmetilacion en la CNS2 de Foxp3 y otras TSDRs (Gitr, Ctla4, Ikzf2, 1kzf4)[2-3%61 incluso
en células T CD4* de memorial®?, Interesantemente, un estudio ha demostrado que la
combinacion de tres modificadores de la cromatina, butirato de sodio (un inhibidor de las
acetilasas de histonas), UNC0646 (un inhibidor de las metiltransferasas de histonas) y
vitamina C, generan un estado de cromatina abierta en el locus de Foxp3 en células iTregs
de raton y humanast®l. Ademas, estas células iTregs mantuvieron la expresion del FOXP3

ante un microambiente inflamatorio tanto in vitro como in vivol®”l. Mas importante, estas
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células iTregs fueron capaces de prevenir el rechazo de aloinjertos de piel™®® 3571 asi como,
inhibir los sintomas de la EICHE%, la respuesta de hipersensibilidad y enfermedad
autoinmunel®1, en modelos preclinicos. Una Gltima estrategia ha sido la modificacion de la
cromatina mediante el uso de la tecnologia CRISPR-dCas9 acoplado a la TET, y aunque
hasta ahora se ha obtenido una desmetilacion parcial de la CNS2 en células iTregst®®, esta
herramienta molecular tiene la ventaja de poder editar regiones especificas del ADN y de

esta manera estabilizar el fenotipo.

Alternativamente, un segundo enfoque seria aislar y expandir células Tregs que presenten
una mayor estabilidad fenotipica ante una estimulacion in vitro. Se han propuestos distintas
combinaciones de marcadores para el aislamiento de células Tregs de sangre con fines
terapéuticos. Las primeras combinaciones se basan en la expresion de CD45RA, ya que se
ha reportado que las células T CD4*CD25"CD45RAMZ7 391 y Jas células T
CD4*CD25'CD127"°“CD45RA* 1380 3611 mantienen la expresion del FOXP3 después de una
expansion ex vivo a largo plazo (>3 de semanas) y muestran una mayor capacidad supresora
in vitro, comparada con las células T CD4*CD25" lo que se correlaciona con un mayor
porcentaje de desmetilacion de la TSDR. Adicionalmente, en humanos se han descrito dos
subpoblaciones de células Tregs fenotipicamente estables que pueden ser distinguidas
después de una estimulacion del TCR in vitro, las células Tregs CD137*CD154 13621 y |as
CD27*CD707%%]: ambas poblaciones muestran una mayor proporcion de células
CD25"FOXP3", superior capacidad para inhibir la proliferacion de las células Tconv in vitro,
menor produccion de citocinas inflamatorias (IL-17, TNF-o, IFN-y) e incremento de la
desmetilacién de citosinas en distintas TSDRs (Foxp3, Ctla4, Ikzf2, Ikzf4); cada caracteristica
en comparaciéon con sus contrapartes las células CD137*CD154" y las CD27-CD70",
respectivamente. De manera notable, ambas subpoblaciones de Tregs mantienen sus

caracteristicas inmunorreguladoras después de una estimulacion in vitro a largo plazot®62 3631,

Finalmente, en investigaciones futuras seria de gran interés disefiar y realizar un protocolo
de expansion ex vivo de células Tregs, en el cual se combine el aislamiento de Tregs
funcionalmente estables ante un estimulo prolongado y la adicién de modificadores de la
cromatina, con el fin de obtener un producto celular con gran potencial terapéutico en

pacientes con trasplante renal.
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ANEXO I: REACTIVOS
MEDIO DE EXPANSION SUPLEMENTADO (100 mL):

« L-Glutamina 0,2 M (Gibco) 1mL
. Piruvato de sodio 100 mM (Gibco) 1mL
« Antibioticos/Antimicoticos 100x (Gibco) 1mL
« Suero Humano AB 10 mL
«  OpTmizer™ T-Cell Expansion Supplement 2.6 mL

«  OpTmizer™ T-Cell Expansion Basal Medium 94.4 mL
MEDIO RPMI SUPLEMENTADO (100 mL):

« L-Glutamina 0,2 M (Gibco) 1mL

. Piruvato de sodio 100 mM (Gibco) 1mL

« Antibidticos/Antimicoticos 100x (Gibco) 1mL

« Aminoacidos No-Esenciales (Gibco) 1mL

. Suero Humano AB o SFB 10 mL

« Medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) 86 mL
PBS 10X (100 mL):

. NaCl 8.0¢

«  K2HPOq4 244 g

o KH2POq4 0.24¢g

« Ajustar el pH a 7.4 con una solucion de HCI o NaOH y aforar a 100 mL con agua

destilada

PBS-p-FORMALDEHIDO 2% (100 mL):

« p-Formaladehido 29

. PBS1X aforar a 100 mL
Calentar el PBS hasta aproximadamente 56 °C, agregar el p-formaldehido, ajustar el pH a
7.4 con una solucion de HCIl o NaOH vy aforar a 100 mL.

SOLUCION AMORTIGUADORA MACS (100 mL):
. BSA 059
. EDTAO05M 0.4 mL
« PBS1X(pH7.4) aforar a 100 mL

SOLUCION AMORTIGUADORA FACS (100 mL):

« Suero fetal bovino 2mL

. EDTAO05M 0.4 mL
. Azida de Sodio 2.5% 0.4 mL
. PBS1X 97.2 mL
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ANEXO Il: ESTRATEGIAS DE ANALISIS PARA CITOMETRIA DE
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: We recently reported that Tregs from long-term Belatacept-treated kidney transplant patients displayed an al-
Kidney transplantation tered phenotype and impaired suppressive function compared to Tregs from healthy controls. However, it re-
Belatacept mains unknown whether ex vivo expansion of Tregs from patients who underwent long-term immunosuppression
Rapamycin

may be feasible to be used in their treatment. In this work, Tregs from Belatacept-treated patients were poly-
clonally expanded in vitro in the presence of rapamycin and IL-2. After four weeks of expansion, Tregs from
patients expressed high levels of FOXP3, CD25, CTLA-4, Helios and CCR7, and showed strong suppressive ac-
tivity, even in the presence of pro-inflammatory cytokines. However, FOXP3 TSDR demethylation remained
lower in expanded Tregs from Belatacept-treated patients compared to healthy control Tregs. These data suggest
that ex vivo expansion of Tregs from patients undergoing long-term immunosuppression may require the use of
epigenetic modifying agents to stabilize FOXP3 expression to be considered as treatment in kidney transplant

Ex vivo expansion
Regulatory T cells
TSDR

patients.

1. Introduction

The use of immunosuppressive drugs such as calcineurin inhibitors
(CNIs) is essential to prevent allograft rejection [1]. However, long-
term use of these drugs can have deleterious side effects for patients,
such as increased cardiovascular risk and nephrotoxicity [2]. Hence,
new immunosuppressive drugs have been developed. Belatacept (BLT)
is a CTLA4-Ig molecule that blocks T cell costimulation approved in
2011 by the U.S. Food and Drug Administration and the European
Medicines Agency for maintenance immunosuppression in kidney re-
cipient patients [3]. Over 7 years, Belatacept-treated kidney transplant
recipients enrolled in the Benefit study showed that patient/graft sur-
vival and the mean estimated Glomerular Filtration Rate (eGFR) were
significantly higher in Belatacept-treated patients (both the more-in-
tensive regimen and the less-intensive regimen) compared to Cyclos-
porine A (CsA)-treated patients [4]. However, no statistically significant
differences in patient and graft survival were observed between CsA
and BLT treated patients; moreover, a higher rate of rejection was no-
ticeable within the first-year post-transplant BLT-treated patients [4,5].

Regulatory T cells (Tregs) have an essential role in establishing and
maintaining peripheral tolerance [6]. Tregs are characterized by the

* Corresponding author.
E-mail address: soldevi@unam.mx (G. Soldevila).

https://doi.org/10.1016/j.cellimm.2020.104044

constitutive expression of CD25 and FOXP3, a forkhead transcription
factor important in the development and suppressive function of Tregs
[6]. Studies conducted with non-human animals have shown that Tregs
prevent or delay graft rejection of skin, pancreatic islet, liver, cardiac,
kidney and other organ allografts [7-10], supporting the potential role
of this cell subpopulation in the maintenance of transplantation toler-
ance. Therefore, Treg-based immunotherapy is an attractive approach
for the treatment of immune disorders as chronic inflammatory dis-
eases, graft-versus-host disease (GvHD) and transplant rejection to-
wards solid organ allografts [11].

One of the main hurdles in the clinical application of Tregs in hu-
mans is the limited numbers of these cells in peripheral blood, so ex vivo
expansion of Tregs has been performed as a method to achieve the
required cell numbers for clinical application. Hematopoietic Stem Cell
Transplantation (HSCT) was the first model that showed that the
adoptive transfer of ex vivo expanded Tregs was highly effective in
preventing GvHD [12]. Furthermore, several clinical trials have used ex
vivo expanded Tregs for adoptive cell therapy in bone marrow trans-
plantation in humans. These studies reported a decrease of GvHD se-
verity, which is evidence of the safety and promising efficacy of
adoptive Tregs therapy [13-16]. Furthermore, a few studies have
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addressed the potential use of Tregs in solid organ transplantation, al-
though some of these clinical trials are still currently ongoing (reviewed
in [17]).

One of the main considerations for human Tregs immunotherapy
implementation is the potential deleterious effect that immune sup-
pressors can exert on the infused Tregs viability and stability. In this
context, several studies have described the effects of im-
munosuppressive drugs on Tregs homeostasis from kidney transplant
patients [18]. We have reported that Tregs from long-term BLT-treated
kidney transplant patients displayed both an altered phenotype and
decreased in vitro function compared to Tregs from healthy controls
[19]. However, it remains unknown whether despite these reported
alterations in Tregs from patients undergoing long-term im-
munosuppressive therapy, it is possible to accomplish their ex vivo ex-
pansion for their use in the induction of allograft tolerance.

2. Materials and methods
2.1. Kidney transplanted patients

Nine primary kidney transplant patients included in this sub-study
participated in the clinical trial BENEFIT {(IM103008 study). All pa-
tients received induction therapy with basiliximab. Belatacept was
administered at a dose of 5 mg/kg every 4 weeks and the adjunctive
maintenance therapy with mycophenolate mofetil and prednisone were
daily administered at a dose of 1 g/day and 5 mg/day, respectively.

This sub-study was conducted with authorization of Bristol-Myers
Squibb (protocol IM103-351) and approval from the Committees
Medical Ethics at the Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM),
the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubirdn (Reference #1831), the Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chévez, and the Instituto Mexicano de Trasplantes, and per-
formed in accordance with the revised Declaration of Helsinki content,
the Declaration of Istanbul, and Good Clinical Practice Guidelines. All
patients provided written informed consent to participate in the study.
The transplant patients had stable graft function and with no clinical/
biochemical evidence of rejection.

Buffy coat preparations of blood from healthy individuals {control
group) were provided by the Blood Bank, Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, México DF.

2.2. Reagents and antibodies

For FACS analysis, PECy5 anti-CD25 were obtained from BD
Biosciences {San Jose, USA); PE anti-CD4, PECy7 anti-CD8 and Foxp3/
Transcription Factor Staining Buffer Kit were from Tonbo Biosciences
(San Diego, CA, USA); Alexa Fluor 647 anti-FOXP3 was from Beckman
Coulter {Brea, CA USA); PECy7 anti-CTLA-4, APC-Cy7 anti-CCR7 and
FITC anti-Helios was from Biolegend (San Diego, CA, USA). Rapamycin
and dimethyl sulfoxide (DMSO) were obtained from Sigma-Aldrich (San
Luis, MO USA). Recombinant Human IL-2, IL-4, IL-6 and TNF-a cyto-
kines were from PeproTech (New Jersey, NY, USA). Carboxy
Fluorescein Succinimidyl Ester {(CFSE), Dynabeads Human T-activator
CD3/CD28 (anti-CD3/anti-CD28-coated beads), DynaMag-5™ Magnet
(DynaMag), CTS™ OpTmizer™ T Cell Expansion SFM medium
(Expansion medium), RPMI 1640 medium, Antibiotic-Antimycotic
100 X and Fetal Bovine Serum (FBS) were obtained from Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Human AB pooled sera was from
Gemini Bio Products (Sacramento, CA, USA). Lymphoprep was from
StemCell Technologies (Vancouver, Canada).

2.3. Treg isolation
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from the

buffy coat preparations of peripheral blood from healthy individuals
(CTRL) or peripheral blood from long-term Belatacept-treated renal
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transplant recipients (BLT) by density gradient centrifugation over
Lymphoprep.

A portion of these PBMCs were resuspended in cold freezing
medium (10% DMSO/ 90% FBS) at a concentration of 1 to 10x10°
cells/mlL, stored for 24 h at —70 °C and then transferred to liquid ni-
trogen. The cells were thawed in a 37 °C water bath and were collected
in RPMI medium supplemented with 20% FBS and washed twice with
medium before use in functional assays.

For Tregs isolation, PBMCs were stained with anti-CD4 and anti-
CD25 monoclonal antibodies for 20 min at 4 °C in the dark, washed
twice with Phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in PBS. A
CD4*cp2s™ gate was used for sorting Tregs cells using a BD FACSAria
I cell sorter {BD). Sorted Tregs cells were collected in RPMI medium
with 20% FBS, washed once with culture medium and resuspended in
expansion medium for ex vivo expansion. An aliquot of sorted sub-
populations was stained for FOXP3 to assess the purity of the isolated
Tregs (% of CD25%FOXP3™ among CD4 ™ cells).

2.4. Ex vivo expansion of Tregs

Sorted CD4*CD25" T cells were cultured in Expansion med-
ium supplemented with 10% human AB serum and IL-2 (300 U/mL);
cells were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 coated beads in a 1:2
cell to bead ratio in the presence or absence of 100 nM rapamycin for
4 days. On day 2, IL-2 was added (200 U/mL). After 4 days of expan-
sion, the beads were removed with DynaMag, cells were washed twice
with culture medium and rested for three days in Expansion medium
with IL-2 (50 U/mL) before assays. Three additional rounds of stimu-
lation/resting of 7 days each were performed (Fig. 1a). For stability
assays under a pro-inflammatory environment, expanded Tregs were
stimulated for an additional round with anti-CD3/anti-CD28 beads (2:1
cell to bead ratio) and 50 U/mL IL-2 in the presence or absence of 5 ng/
mL of IFN-y IL-4, IL-6 or TNF-c.

2.5. Surface and intracellular staining

Expanded Tregs were stained with anti-CD25, anti-CTLA-4 and anti-
CCR7 monoclonal antibodies for 20 min at 4 °C in the dark and washed
twice with FACS buffer. Then, the cells were permeabilized with
Fixation/ Permeabilization solution at room temperature for 1 h, wa-
shed with Permeabilization buffer 1X and incubated with anti-FOXP3
and anti-Helios for 30 min at 4 °C in the dark, and washed twice with
Permeabilization buffer 1X. Samples were acquired on the Attune®
Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific) and data were
analyzed with FlowJo vX.0.7 software (Tree Star, Covington, KE, USA).
The relative MFI was calculated by dividing the MFI value of the sample
by the MFI value of the Fluorescence Minus One (FMO) control.

2.6. In vitro suppression assays

Expanded Tregs were co-cultured with autologous PBMCs (labeled
with 5 uM CFSE) at several Tregs: PBMCs ratios (0:1, 1:2, 1:4, 1:8 and
1:16) in RPMI medium supplemented with 10% human AB serum and
cells were stimulated with anti-CD3/anti-CD28-coated beads {(beads:-
cells ratio of 1:10). For some assays, co-cultures were stimulated in the
presence or absence of 5 ng/mL of IEN-Y,, IL-4, IL-6 or TNF-a. After four
days of incubation, co-cultures were stained with anti-CD4 and anti-
CD8 for 20 min at 4 °C in the dark and washed twice with FACS buffer.
Cells were acquired on the Attune Cytometer and data were analyzed
with FlowJo vX.0.7 software. The percentage of proliferation on gated
CD4™ or CD8™ T cells was determined by CFSE dilution and unlabeled
CFSE-negative Tregs cells were excluded. The percentage of suppression
was calculated using the following formula:
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Fig. 1. Rapamycin promotes the upregulation of FOXP3 expression and strong
in vitro suppressive function after ex vivo expansion of Tregs from healthy in-
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sion of regulatory T cells (Tregs) in the presence or absence of rapamycin. b, ¢)
Tregs from healthy donors expanded in the presence of rapamycin maintain
both the proportion of CD25*FOXP3* among CD4 ™ cells (b) and high levels of
FOXP3 (c). d) Tregs expanded in the presence of rapamycin displayed a strong
in vitro suppressive ability compared to Tregs without rapamycin in all condi-
tions evaluated. A representative experiment on day 28 of expansion is shown
(b). The relative median fluorescence intensity (MFI) was calculated as de-
scribed in materials and methods section 2.5. Results show mean * SEM. The
statistical analysis was performed using the Mann-Whitney U test or Wilcoxon’s
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2.7. DNA methylation analysis of the Treg cell-specific demethylated region
(TSDR)

Genomic DNA extraction and sodium bisulfite modification were
performed using the EZ DNA Methylation Direct Kit (Zymo Research
Corp., USA) according to the manufacturer’s protocol. The following
primers were used for PCR amplification of bisulfite converted genomic
DNA: p-5-GATTTGTTTGGGGGTAGAGGATTTAGAGG-3” and 0-5"-CAT
ATCACCCCACCTAAACCAAACCTAC-3". PCRs were performed on ther-
mocyclers (Thermo Fisher Scientific) in a final volume of 25 pL con-
taining 2.5 pL PCR Buffer 10x, 1 U HotStarTaq DNA Polymerase
{Qiagen, Hilden, Germany), 200 uM dNTPs, 0.4 uM each of forward and
reverse primers, and 10 ng of bisulfite treated genomic DNA. The am-
plification conditions were 95 °C for 15 min and 35 cycles of 95 °C for
1 min, 62.5 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min, and a final extension step
of 10 min at 72 °C. PCR products were purified using QIAEX II gel
extraction kit {Qiagen) and were cloned into pGEM-T Easy Vector
{Promega, Madison, WI, USA). DH5a competent cells were transformed
with recombinant vector and individual positive bacterial colonies were
selected, from which recombinant plasmid DNA was purified using
FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen, Pingtung, Taiwan)
and sequenced with 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific).
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Sequences were analyzed using the MEGA Software v.7.0.26 (Penn
State University, USA).

2.8. Statistics

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism v7.00
software (San Diego, USA). The Shapiro-Wilk test was used to evaluate
the distribution of the data. Paired and unpaired Student t tests were
used for comparing normally distributed data; Wilcoxon’s rank sum test
or Mann-Whitney test were used for non-normally distributed data.
Differences between more than two groups were calculated using the
one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test for normally or non-normally
distributed  data, respectively. Graphs are expressed as
Mean + Standard Error of the Mean (SEM). Values with p < 0.05
were considered as statistically significant.

3. Results
3.1. Polyclonal expansion of Tregs with stable phenotype and function

Based on previous studies, we developed a new protocol for long-
term ex vivo expansion of Tregs where a 3-day resting period with only
IL-2 is introduced into the stimulation cycles with anti-CD3/anti-CD28,
in the presence or absence of rapamycin, as inhibition of the PI3K-Akt-
mTOR pathway has been shown to promote FOXP3 expression [20-22]
(Fig. 1a). Purified CD4*CD25™ T cells from healthy donors expanded
for four weeks in the presence of rapamycin (“Rapa-Tregs”) maintained
the proportion of CD25*FOXP3™ (Fig. 1b) and enhanced significantly
the expression of FOXP3 [relative median fluorescence intensity (MFI)]
both at days 14 (Fig. lc: day ¢ = 255 =+ 156 vs day
14 = 834 *= 350, p < 0.01) and 28 (Fig. 1lc: day O vs day
28 = 110.9 *= 34.3,p < 0.01) of expansion. In contrast, expansion of
Tregs in the absence of rapamycin resulted in a significant decrease in
the percentage of CD25"FOXP3" cells at days 14 (Fig. 1b: day
0 = 8316 * 59vsday 14 = 71.9 = 9.9%, p < 0.05) and 28
(Fig. 1b: day O vsday 28 = 70.2 + 11.3,p < 0.01) and no increase in
the levels of FOXP3 (Fig. 1c). In addition, Rapa-Tregs displayed a strong
in vitro suppressive ability compared to Tregs without rapamycin
(Fig. 1d) in all conditions evaluated.

3.2. Expansion of Tregs in the presence of rapamycin stuccessfully restores
phenotype of Tregs from long-term BLT-treated patients

Recently, we reported that Tregs from long-term Belatacept-treated
renal receptor patients displayed a significant reduction both in their
FOXP3 expression and in vitro suppressive capacity compared to Tregs
from healthy controls [19]. To investigate whether the ex vivo expan-
sion in the presence of rapamycin could enhance the phenotype and
function of Tregs from these patients, we expanded CD4 " CD25M T cells
from Belatacept-treated patients (BLT) or healthy individuals as control
group (CTRL) with anti-CD3/anti-CD28-coated beads in the presence of
rapamycin and IL-2. After four weeks of ex vivo expansion no significant
differences were found in fold expansion of CD4*CD25" T cells from
patients compared to healthy controls at all evaluated times (Fig. 2a).
Moreover, the initial proportion of CD25YFOXP3* cells
(CTRL = 84.9 + 5.4% and BLT = 83.3 = 7.1%) in isolated Tregs was
similarly maintained in Rapa-Tregs from both groups (Fig. 2b). Al-
though Tregs from BLT patients expressed lower levels of FOXP3 at day
0 (Fig. 2c: CTRL = 29.7 = 11.8vs BLT = 16.8 *= 10.0,p < 0.05),
this transcription factor was significantly upregulated in healthy con-
trols and BLT Rapa-Tregs both at days 14 (Fig. 2c: CTRL = 102.0 *

51.8, p < 0.001 and BLT = 1155 * 645, p < 0.01) and 28
(Fig. 2c: CTRL = 114.9 * 50.5,p < 0.001 and BLT = 94.5 * 79.1,
p < 0.01) of expansion. In addition, CD25 levels were significantly
increased in Rapa-Tregs from both groups at day 28 of culture (Fig. 2d:
CTRL day 0 = 19.0 = 20.3 vs CTRL day 28 = 122.7 *= 105.2,
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p < 0.01; BLT day 0 = 25.0
p < 0.05).

After successful expansion of Tregs from BLT-treated patients and
healthy individuals, we subsequently investigated the expression of
selected Tregs markers including Helios, CTLA-4 and CCR7. Helios is a
member of the Ikaros transcription factor family, and a study demon-
strate that it is required to maintain a stable suppressor function in
Tregs [23]. As shown in Fig. 3a, the proportion of Helios™ cells was
similar in Rapa-Tregs from both BLT-treated patients and healthy
controls and expression of this transcription marker was maintained
after 28 days of ex vivo expansion.

CTLA-4 is a co-inhibitory receptor that interacts with CD80 and
CD86 expressed on antigen presenting cells and plays a key role in
contact-dependent Treg mediated immunosuppression by blocking T
cell costimulation [24]. Our data showed a significant increase in the
frequency of CTLA-4" cells (Fig. 3b: CTRL day 0 = 29.6 + 23.0 vs
CTRL day 28 = 86.0 + 14.1%,p < 0.001; BLT day 0 = 29.8 + 29.0
vs BLT day 28 = 76.0 + 17.7%, p < 0.05) and upregulation of CTLA-
4 expression (Fig. 3b: CTRL day O 10.8 = 12.2 vs CTRL day
28 = 37.2 = 17.8,p < 0.001; BLT day 0 = 5.15 * 6.3 vs BLT day
28 = 25.6 * 16.6, p < 0.01) in Tregs from BLT and control in-
dividuals after in vitro expansion.

The CC-chemokine receptor 7 (CCR7) is involved in lymph-node
homing of naive T cells and Tregs, contributing to both immunity and
tolerance [25]. Long-term Rapa-Tregs from BLT-treated and controls
showed a high proportion of CCR7* cells (Fig. 3c: CTRL day
0 = 635 * 23.4vs CTRL day 28 = 91.8 * 12.2%,p < 0.01; BLT
day 0 = 59.4 + 33.4 vs BLT day 28 = 90.5 * 4.4%, p = 0.027) and
CCR7 expression (Fig. 3c).

+

22.0 vs BLT day 28 = 99.8 + 59.7,

3.3. Rapamycin enhances the suppressive function of expanded Tregs from
long-term BLT-treated patients

To evaluate whether the restored Tregs phenotype observed after ex
vivo expansion in the presence of rapamycin resulted in enhanced
functional capacity of these cells, we performed in vitro suppression
assays with Rapa-Tregs from BLT patients or controls individuals. Tregs
from BLT-treated patients expanded with rapamycin for 14 days (not
shown) and 28 days suppressed the proliferation of both autologous
CD4™ and CD8™ T cells to a similar extent than Tregs from healthy
controls at all evaluated ratios (Fig. 4a and b).
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Fig. 3. Rapamycin promotes the maintenance of Helios expression and the
upregulation of both CTLA-4 and CCR7 expression in expanded Tregs from BLT-
patients. a-c) Analysis typical Tregs markers showed maintenance both in the
percentage and MFI of Helios (a), as well as an increase in the CTLA-4 (b) and
CCR7 (c) expression in Tregs from BLT patients (BLT, black triangles) and
healthy controls (CTRL, white circles) after long-term ex vive expansion.
Representative experiments on day 28 of expansion are shown (a, b, and c), and
the gray histograms represents Fluorescence Minus One (FMO). The relative
median fluorescence intensity (MFI) was calculated as described in materials
and methods section 2.5. Results are expressed as mean + SD. The statistical
analysis was performed using the Mann-Whitney U test or Wilcoxon’s rank sum
test. Asterisks indicate statistically significant values (*p < 0.05, **p < 0.01,
*¥¥p < 0.001) compared with the indicated groups.

3.4. Ex vivo expanded Tregs from long term BLT treated patients maintain a
stable suppressive function in a pro-inflammatory microenvironment

To evaluate the functional stability of expanded Tregs under an
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Fig. 4. Tregs from BLT-treated kidney transplanted patients expanded in the
presence of rapamycin displayed a strong in vitro suppressive function. On day
28, the suppressive effect of expanded Tregs was determined by measuring the
inhibition of proliferation of CFSE-labeled T cells in co-culture with expanded
Tregs from BLT-treated patients (BLT, black triangles) or healthy controls
(CTRL, white circles). a) A representative experiment on day 28 of expansion is
shown. b) Tregs from patients had a high suppressive capacity of both CD4™*
(left) and CD8™* (right) T cells proliferation at all evaluated conditions. ¢) On
day 28, in vitro suppression assays were performed in the presence of IFN-Y, IL-
4, IL-6 or TNF-c.. Expanded Tregs from both patients and healthy controls
maintained their capacity to effectively suppress both CD4* (left) and CD8*
(right) T cell proliferation in the presence of inflammatory cytokines. Results
are shown as mean * SEM. The statistical analysis was performed using the
Mann-Whitney U test or one-way ANOVA test. Asterisks indicate statistically
significant values (*p < 0.05) compared with the indicated groups.

inflammatory microenvironment, we performed in vitro suppression
assays in the presence of IFN-Y, IL-4, IL-6 or TNF-q, as described above.
Our data showed that Rapa-Tregs from BLT-treated patients inhibited
the proliferation of both autologous CD4™ and CD8™ T cells in the
presence of all cytokines evaluated to the same extent as Tregs from
healthy controls (Fig. 4c).

To further analyze Tregs stability we next evaluated the effect of an
inflammatory microenvironment on the phenotype of Rapa-Tregs after
an additional week of expansion in the presence of IFN-Y, IL-4, IL-6 or
TNF-o. Rapa-Tregs from BLT-treated patients maintained the propor-
tion of CD25*FOXP3™ (Fig. 5a and b) and CTLA-4+ (Fig. 5c) cells
similarly to Tregs from healthy controls in all conditions evaluated.
Additionally, FOXP3 expression did not significantly decrease in Rapa-
Tregs from both groups when expanded in the presence of IFN-Y and IL-
4 (Fig. 5d). However, when Rapa-Tregs were stimulated with IL-6 or
TNF-a, levels of FOXP3 were significantly decreased only in expanded
Tregs from BLT-patients (Fig. 5d). In contrast, CTLA-4 and CD25 ex-
pression did not significantly decrease in neither Tregs from healthy
controls nor in BLT patients after expansion in the presence of pro-
inflammatory cytokines (Fig. 5e and f).
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Fig. 5. Ex vivo expanded Tregs from BLT-treated patients decrease FOXP3 levels
under a pro-inflammatory environment a—f) Expanded Tregs from patients
(BLT, black triangles) and healthy controls (CTRL, white circles) were stimu-
lated with anti-CD3/anti-CD28-coated beads and IL-2 in the presence or ab-
sence of IEN-Y, IL-4, IL-6 or TNF-c.. On day 7, the expression of CD25 and
FOXP3 were determined by flow cytometry. a) A representative experiment is
shown. b-d) Activation of expanded Tregs from BLT-treated patients in the
presence of inflammatory cytokines did not have an effect on the percentage of
CD25"FOXP3™ cells (b) and CTLA-4™ cells (c) similar to Tregs from controls.
d) No significant change in FOXP3 expression (relative MFI) was detected when
the expanded Tregs were activated in the presence of [FN-Y and IL-4, but this
expression significantly decreased in the presence of L-6 and TNF-a only in the
Tregs from patients. Data are expressed as mean * SEM. The statistical ana-
lysis was performed using the one-way ANOVA test. Statistical significance is
indicated as *p < 0.05.

3.5. Ex vivo expansion of Tregs in the presence of rapamycin does not
restore the demethylation profile of BLT Tregs

Finally, to evaluate whether the observed stability in Rapa-Tregs
was associated to their epigenetic status we evaluated the demethyla-
tion of TSDR FOXP3. As we had previously reported, the percentage of
demethylation in the TSDR of FOXP3 locus was lower in the recently
purified Tregs from patients (39%) compared to healthy controls (69%)
(Fig. 6a and b). At the end of ex vivo expansion, DNA demethylation in
the FOXP3 TSDR was lower in Tregs from patients {32%) compared to
Tregs from healthy individuals (62%) (Fig. 6a and b).

4. Discussion

Treg-based therapy has been limited by the fact that FOXP3™ Tregs
represent less than 10% of CD4™ T cells in peripheral blood. Therefore,
researchers have designed protocols to isolate, expand and preserve
Tregs to achieve the cell numbers needed for effective immunotherapy.
Several reports have shown successful expansion of Tregs from healthy
individuals under different methodological settings (reviewed in [26]).
On the other hand, a recent report showed that isolation and expansion
of Tregs is feasible in kidney transplanted patients undergoing im-
munosuppression [27]. However, it is currently unknown whether ex-
panded Tregs from transplanted patients under long-term
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immunosuppressive therapy (> 6 months) can give rise to functionally
stable Tregs. In this context, we have recently reported that Tregs from
long-term BLT-treated kidney receptor patients exhibited increased
methylation of CpG islands within the Foxp3 TSDR, which was asso-
ciated with decreased levels of FOXP3 and CD25, resulting in impaired
suppressive function [19].

Recent data has shown that IL-2 can restore Tregs viability in liver
transplanted patients maintained under CNI treatment [28]. Also, ex-
panded Tregs from patients with different immune mediated diseases
displayed potent and enhanced in vitro suppressive activity on T effector
cell proliferation compared to freshly purified Tregs cells from the same
patients [29]. Here, we hypothesized that functionally impaired Tregs
from long-term BLT patients, display a functional defect, as a result of
long-term exposure to an altered cytokine milieu and/or defective
signaling caused by the costimulatory block, that could be reversible
after ex vivo expansion. Therefore, we attempted to establish an opti-
mized protocol of Tregs expansion aiming to restore the normal phe-
notype and function of Tregs from kidney transplanted patients un-
dergoing BLT treatment, that could be used for immunotherapy.

Most of the reported protocols for ex vivo expansion have been
performed after stimulation with anti-CD3 plus anti-CD28 stimulation
in the presence of IL-2 [26]; however, chronic TCR stimulation of Tregs
has been shown to cause a decrease in FOXP3 expression and sup-
pressive function [30]. The method described here was efficient to
minimize the potential Tregs instability induced by repetitive TCR sti-
mulation. Consistent with several studies [20-22,31,32], expansion of
Tregs in the presence of rapamycin (Rapa-Tregs) resulted in increased
expression of Tregs markers including FOXP3, CD25 and CTLA-4, which
correlated with enhanced suppressive function when compared to non-
rapamycin treated Tregs (Fig. 1).

Therefore, this protocol was subsequently applied to Tregs from BLT
patients. Interestingly, Tregs from BLT-treated patients could also be
efficiently expanded in the presence of rapamycin, similarly to Tregs
from healthy controls. These results indicate that despite the reported
alterations in Tregs from patients undergoing long-term im-
munosuppressive therapy, Tregs do not have an intrinsic defect in their
proliferative capacity. Notably, Rapa-Tregs from BLT-treated patients
displayed similar features to Tregs from healthy controls, including the
increase of FOXP3, CD25 and CTLA-4 expression. The molecular me-
chanisms underlying the positive effect of rapamycin during Tregs ex-
pansion include the increase of Pim-2, which confers a proliferative
advantage over conventional T cells [31,33] and the upregulation of
PTEN, a phosphatase that downregulates PI3K/Akt/mTOR pathway,
which is important in Tregs (reviewed in [34]) to allow the nuclear
translocation of FoxO1 and FoxO3 proteins which bind to Foxp3 locus
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Fig. 6. Ex vivo expansion does not restore the de-
methylation profile of Tregs from BLT-treated pa-
tients. CpG methylation analysis of TSDR region in
FOXP3 gene was evaluated from proliferating
CD4*CD25" cells before (Day 0) and after 4 weeks of
expansion. (A) Each square represents one CpG site
analyzed. Methylation color code ranges from white
(0% demethylation) to blue (100% demethylation)
according to the color scale. Naive T cells display a
completely methylated TSDR and were used as ne-
gative control. (B) Freshly isolated Tregs from pa-
tients display partial demethylation of FOXP3 TSDR
region (=39%) while Tregs expanded for 4 weeks,
show no significant changes in the demethylation of
the TSDR CpG islands. Data are expressed as mean of
the percentage of demethylation + SEM. The sta-
tistical analysis was performed using the Student's t
test two tails. Statistical significance is indicated as
*p < 0.05. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)

and cooperatively upregulate FOXP3 expression [35,36].

Phenotypic analysis showed that Rapa-Tregs from BLT-treated pa-
tients displayed an increase in the expression of CD25 and CTLA-4, in
agreement with the increased expression of FOXP3, which directly
upregulates the transcription of both molecules by binding to [I2ra and
Ctla4 locus [37]. This is functionally relevant as CTLA-4 expression in
Tregs is critical to suppress allogeneic T cell proliferation and induce
long-term graft survival [38-41]. On the other hand, CD25 expression is
essential to promote stable FOXP3 expression in Tregs, through facil-
itating Stat5 binding to the Foxp3 locus and favoring IL-2 consumption
to restrain conventional T cell proliferation [42].

Interestingly, Rapa-Tregs from both BLT patients and healthy in-
dividuals displayed high expression of CCR7, a chemokine receptor
responsible for T cell homing to secondary lymphoid organs [25]. Al-
though CCR7 expression is downregulated in conventional T cells upon
activation [43], it was reported that expression of FoxOl in Tregs
controls T cell migration by promoting Ccr7 gene transcription [44].
Indeed, data from animal models of allotransplantation suggest that
CCR7 plays a critical role in Tregs-mediated immune suppression,
through regulating Tregs homing to graft [45 46,47] and positioning to
defined functional niches in the draining lymph nodes [48].

Additionally, Rapa-Tregs from both BLT-patients and healthy con-
trols maintained the expression of Helios, a member of the Ikaros gene
transcription factor family that is expressed in a subset of FOXP3™
Tregs [49]. Studies have described that Helios expression is required in
Tregs to induce the expression of Tregs-related genes [50], enhance
suppressive function [51], promote Tregs-survival [23] and maintain a
stable phenotype during inflammatory responses [52]. Additionally, the
increased Helios™ Tregs correlated with a good allograft outcome in
humans [53,54]. Interestingly, a recent paper has described that ex-
panded FOXP3 + Tregs from diabetic patients may retain normal
suppressive function despite their reduced Helios expression, sug-
gesting that this marker may not necessarily define the functional status
of the cell [55].

Previously, we showed that peripheral blood Tregs from BLT-treated
kidney receptor patients displayed a reduction of in vitro suppressive
function [19]. Interestingly, Tregs from BLT-patients expanded in the
presence of rapamycin enhanced their in vitro suppressive function to a
similar extent than Tregs from healthy controls, in agreement with the
increased levels of FOXP3, CD25 and CTLA-4. These results suggest that
altered function of Tregs from BLT-treated patients could be due to
defective CD28-dependent signaling, as a result of costimulatory block
therapy. Indeed, CD28 was shown to promote FOXP3 expression
through the activation of NF-xB [56]. Moreover, it was demonstrated
that CD28 signaling is crucial for optimal in vive function of Tregs, as
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conditional deletion of Cd28 in Tregs resulted in severe autoimmunity
as a consequence impaired Treg proliferation and survival, as well as
altered expression of CTLA-4 and PD-1 [57]. Alternatively, blocking of
CTLA-4 on Tregs may reduce their ability cells downregulate DC
function, favoring the development of autoimmunity [38].

One major concern regarding the use of Tregs for immunotherapy is
the risk of their conversion into effector cells and the loss of the sup-
pressive activity during inflammatory responses [58]. In this regard, it
is crucial to evaluate Treg stability previous to their clinical application.
In an attempt to investigate whether Rapa-Tregs would be functional
under pro-inflammatory conditions, in vitro suppression assays were
performed in the presence of IL-6, TNF-a, IL-4 and IFN-Y. Our results
showed that Rapa-Tregs from BLT-treated patients inhibited T cell
proliferation in the presence of pro-inflammatory cytokines to the same
extent as Tregs from healthy controls. However, when Rapa-Tregs were
expanded for an additional week in the presence of the above men-
tioned cytokines, the levels of FOXP3 were diminished only in Tregs
from BLT patients cultured with IL-6 and TNF-a. This is in agreement
with reports showing that IL-6 [59] and TNF-a [60] can trigger FOXP3
degradation. These data indicate that Tregs from BLT patients may be
less stable under pro-inflammatory conditions, which suggested pos-
sible differences in the epigenetic status Foxp3 gene [61].

Stability of FOXP3 expression has been shown to correlate with
complete demethylation of the Treg cell-specific demethylated region
(TSDR) within the Foxp3 locus [62]. As previously reported Tregs from
long-term BLT-treated patients show increased TSDR methylation [19].
In contrast, inhibition of only CD28 in a primate transplant model, did
not induced decreased TSDR demethylation compared to BLT treatment
[63]. When we analyzed the methylation status of FOXP3 TSDR from
long-term expanded Tregs, we found that Rapa-Tregs from BLT-patients
maintained lower TSDR demethylation compared to Rapa-Tregs from
healthy individuals (Fig. 6b). Therefore, the increase in FOXP3 ex-
pression and the strong suppressive activity of Rapa-Tregs from BLT
patients did not correlate with changes in the epigenetic status of the
Foxp3 locus, suggesting that other molecular mechanisms may explain
the functionality of these cells. In this context, it was reported that
hypomethylation and Treg lineage acquisition are independent of
FOXP3 expression [64]. Furthermore, we cannot rule out the possibility
of other epigenetic mechanisms being involved in Treg identity and/or
stability, such as histone modifications, nucleosome positioning and
miRNA regulation [65,66].

In summary, we demonstrate that in vitro expansion of Tregs from
long-term treated BLT-patients in the presence of rapamycin, is able to
restore their reported altered phenotype and function although FOXP3
stability may be impaired under a pro-inflammatory microenviron-
ment. Interestingly, Tregs from rheumatoid arthritis patients showed
impaired suppressive function that could be restored after treatment
with methotrexate, as a result of induced demethylation of the Foxp3
TSDR [67]. We propose that other agents may need to be included in
the expansion protocol to ensure Treg stability for immunotherapy
purposes. In this context, recent reports have shown that it is possible to
increase the demethylation status of the TSDR region in induced Tregs
by adding vitamin C, an activator of TET enzymes, which controls the
stability of FOXP3 [68].
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