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RESUMEN 

Introducción: Las células T reguladoras (Tregs) FOXP3+ son esenciales para la inducción y 

el mantenimiento de la tolerancia al aloinjerto, por lo tanto, serían una alternativa terapéutica 

al uso de fármacos inmunosupresores, los cuales tienen efectos adversos en pacientes con 

trasplante renal a largo plazo. Debido al bajo número de células Tregs en sangre, es necesario 

expandirlas ex vivo para obtener los números necesarios para su aplicación clínica. Además, 

nuestro grupo recientemente reportó que receptores renales tratados con belatacept (un 

inhibidor especifico de la coestimulación) tienen una disminución de las células Tregs en 

sangre, las cuales presentabann menor expresión del FOXP3 (factor de transcripción que 

modula la función inmunorreguladora), menor capacidad supresora in vitro y disminución de 

la desmetilación de citosinas en una región especifica (TSDR) del locus de Foxp3, una marca 

epigenética necesaria para mantener la expresión de FOXP3. El objetivo del presente trabajo 

fue evaluar si es factible expandir las Tregs de pacientes con enfermedad renal crónica (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. 

Metodología: Para muestras de pacientes Tx-BLT: células Tregs purificadas de sangre, se 

expandieron policlonalmente con anti-CD3/-CD28, IL-2 y rapamicina (poliTregs) durante 

cuatro semanas. Para muestras de pacientes con ERC: células Tregs se estimularon con 

células dendríticas alogénicas durante siete días; después, se purificaron las Tregs 

aloantígeno-específicas (aloTregs) y se expandieron policlonalmente cuatro semanas. Al final 

de la expansión, se realizó: la evaluación de la expresión de proteínas inmunorreguladoras 

mediante citometría de flujo; ensayos de supresión in vitro; ensayos de estabilidad funcional 

en presencia de citocinas inflamatorias (IFN-γ, IL-4, IL-6 y TNF-α) y se determinó la 

desmetilación de citosinas en la TSDR-Foxp3. Resultados: Las poliTregs de los pacientes Tx-

BLT: expresaron altos niveles del FOXP3, CD25, CTLA-4 y CCR7; mostraron una fuerte 

actividad supresora, aún en presencia de citocinas proinflamatorias; sin embargo, las Tregs 

disminuyeron la expresión de FOXP3 en presencia de IL-6 y TNF-α, lo que se correlacionó 

con una hipermetilación de la TSDR-Foxp3. Las aloTregs de los pacientes con ERC 

expandidas: tienen altos niveles de marcadores CD25, FOXP3, CTLA-4, LAG-3 y CD39; 

suprimieron la proliferación de células T de manera antígeno-específica, aún 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 

estimulación in vitro a largo plazo disminuye la desmetilación de la TSDR en las células 
aloTregs. Conclusiones: 1) La expansión ex vivo de células Tregs de los pacientes Tx-BLT 

aumenta la expresión del FOXP3 y su capacidad supresora in vitro, sin embargo, mantiene 

la hipermetilación de citosinas en la CNS2-Foxp3. 2) Las células Tregs aloantígeno-

específicas de pacientes con ERC pueden ser expandidas ex vivo para obtener células 

funcionales con un potencial terapéutico para la inducción de tolerancia al trasplante.   
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Importancia del trasplante renal  

Los riñones son órganos que realizan funciones vitales en el cuerpo como el control del 

balance hidroelectrolítico y el pH corporal, modulando la cantidad de agua y solutos en la 

sangre. Filtran aproximadamente 200 litros de sangre al día, lo cual permite la eliminación 

de sustancias de desecho y la reabsorción de nutrientes. También secretan hormonas como la 

eritropoyetina para estimular la producción de eritrocitos de la sangre, y la renina para regular 

la presión arterial. Además, metabolizan la vitamina D que es esencial para mantenimiento 

óseo[1]. Por lo anterior, una alteración en la función del riñón afecta significativamente la 

calidad y esperanza de vida de las personas. 

La enfermedad renal (ER) describe una situación clínica en la cual, los riñones 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 país, registrándose 

13845 defunciones por esta enfermedad[2]. La ER se presenta en dos formas clínicas: aguda 

y crónica. La enfermedad renal aguda (ERA) es definida como una disminución abrupta de 

la función renal que puede darse en horas, días o semanas (<90 días)[3]. La ERA está asociada 

con altas tasas de morbilidad y de mortalidad. Se estima que aproximadamente 2 millones de 

personas en todo el mundo mueren cada año de ERA, mientras que los sobrevivientes tienen 

un mayor riesgo de desarrollar enfermedad renal crónica[3]. 

La enfermedad renal crónica (ERC) se define como la presencia de un daño renal que persiste 

durante tres o más meses, independientemente de la causa[4]. La ERC es un proceso 

fisiopatológico multifactorial, progresivo e irreversible que frecuentemente resulta en la 

necesidad de terapia de reemplazo renal (diálisis o trasplante)[4]. Existen diversas condiciones 

clínicas asociadas a la ERC, entre las que se encuentran la hipertensión arterial sistémica, la 

diabetes mellitus, infecciones, glomerulonefritis, fármacos nefrotóxicos, antecedente de 

ERA, entre otras[5]. En México, la etiología más frecuente de ERC es la diabetes mellitus 

(~50%), seguida por la hipertensión arterial (~20%) y las glomerulopatías (~13%)[6]. Lo 

anterior toma relevancia clínica dado que la diabetes mellitus y la hipertensión son dos de las 

principales enfermedades crónicas en el país, afectando a 8.6 millones y 15.2 millones de 
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mexicanos, respectivamente[7]. Además, un estudio reciente realizado en México reportó que 

del total de registros en los que se consignó a la ERC como causa del fallecimiento, 

aproximadamente 48% era concomitante con diabetes mellitus y 16% con hipertensión[8].  

El trasplante renal es actualmente la terapia de elección para la mayoría de las causas de 

ERC, debido a que mejora la calidad de vida del paciente al prescindir de la dependencia de 

diálisis y lo más importante, prolonga la vida del paciente. De acuerdo al Centro Nacional de 

Trasplantes (CENATRA), el riñón es el segundo órgano más trasplantado en los mexicanos 

habiéndose realizado 2939 trasplantes renales en el 2019[9]. Además, 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 

órgano sólido (sistema informático del CENATRA, corte al 31 de agosto de 2020). 

1.2. Inmunobiología 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 proteínas expresadas específicamente en el órgano trasplantado puedan 

ser reconocidas como antígenos extraños (aloantígenos) por el sistema inmunológico del 

receptor, desencadenando una respuesta inflamatoria cuyo objetivo es la eliminación de los 

elementos extraños[10]. Las principales diferencias genéticas entre el donador y el receptor se 

encuentran codificadas en el sistema del antígeno leucocitario humano (HLA), también 

conocido como el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) para todos los 

vertebrados. En el humano, las proteínas del HLA son las más polimórficas, es decir, 

contienen mínimas diferencias en la secuencia de aminoácidos de un individuo a otro. La 

función de estas proteínas es participar en la presentación antigénica y existen dos tipos: las 

de clase-I, expresadas por todas las células nucleadas, y las de clase-II, presentes solo en las 

células presentadoras de antígenos (CPAs) profesionales (células dendríticas, células B, 

macrófagos, células epiteliales tímicas). Estas proteínas son los principal fuente de  

aloantígenos que desencadenan una respuesta inmune contra el órgano trasplantado[10].  

Se pueden definir tres tipos de rechazo de órganos vascularizados, como el riñón, basados en 

el tiempo que ocurren después del trasplante y las características histopatológicas (Figura 1):  
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1. Rechazo hiperagudo: ocurre en los primeros minutos después de que se anastomosen los 

vasos sanguíneos del receptor al injerto y es causado por anticuerpos anti-donador específicos 

(Ac-ADE) preexistentes en la sangre del receptor previo al trasplante (Figura 1a). Los Acs-

ADE se unen a los antígenos expresados en el endotelio del injerto, lo cual induce: 1) la 

activación local del complemento y del endotelio vascular, y la secreción de factores 

procoagulantes; 2) la adhesión y la agregación plaquetaria, generando una trombosis 

intravascular que causa necrosis isquémica irreversible del órgano 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 trasplante[11] .  

2. Rechazo agudo: ocurre días a semanas después del trasplante (Figura 1b). Se caracteriza 

por una lesión del parénquima del injerto y de los vasos sanguíneos debido a dos mecanismos 

inmunológicos que, pueden ocurrir solos o en combinación: i) rechazo agudo celular mediado 

por células T, el cual se caracteriza por una infiltración leucocitaria que causa inflamación 

en los túbulos renales, el intersticio y en la íntima arterial; ii) rechazo agudo humoral mediado 

por anticuerpos, el cual se caracteriza por la inflamación de los glomérulos renales o de los 

capilares peritubulares, debido a la unión de los Acs-ADE al endotelio, lo que desencadena 

la activación del complemento, el reclutamiento y la activación de leucocitos, y la formación 

de trombos[12]. Se han identificado varios factores de riesgo para el rechazo agudo e incluyen 

la compatibilidad de los HLA, función retardada del injerto, donante fallecido, trasplante 

repetido, nivel de los Acs-ADE previos al trasplante, raza y sexo[13]. Con los tratamientos 

actuales, se ha reportado que la incidencia de rechazo agudo es menor al 10% dentro del 

primer año posterior al trasplante[14].  

3. Rechazo crónico: ocurre más allá de tres meses post-trasplante, consiste en el deterioro 

lento y progresivo de la función del aloinjerto[12]. Se caracteriza principalmente por la 

proliferación de las células musculares lisas de la íntima arterial e incremento de 

miofibroblastos, lo que lleva al desarrollo de fibrosis intersticial generando una oclusión 

vascular (vasculopatía), y finalmente, una lesión isquémica en el injerto[12] (Figura 1c). En la 

actualidad, el rechazo crónico 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[15, 16]; 1) los factores inmunológicos, los cuales están mediados por 

células T y/o por células B productoras de anticuerpos; 2) factores no inmunológicos, 

incluyen la recurrencia de la enfermedad renal inicial, el tiempo de diálisis, la edad del 

donador/receptor, el tipo de donador (vivo o muerto), el retraso de la función renal, una 

isquemia fría prolongada, efectos adversos de los tratamientos inmunosupresores, entre otros.  
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En forma general, durante la respuesta inmune contra el órgano trasplantado se producen dos 

principales mecanismos inmunológicos: 1) una respuesta innata inespecífica que predomina 

en la fase temprana de la inflamación y una de las principales funciones que desempeña es 

estimular la respuesta inmune adaptativa (ver sección 1.2.1); 2) una respuesta adaptativa 

específica que aparece después de la respuesta innata, es principalmente regulada por las 

células T y las principales características de esta respuesta es que es antígeno-específica y 

genera memoria inmunológica (ver sección 1.2.2). En las siguientes secciones se describe a 

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

Figura 1. Tipos de rechazo de órganos vascularizados trasplantados. a) Rechazo hiperagudo: ocurre 

en los primeros minutos después del trasplante, es causado por anticuerpos anti-donador específicos 

preexistentes en la sangre del receptor previo al trasplante, los cuales generan una trombosis intravascular y 

necrosis isquémica irreversible. b) Rechazo agudo: ocurre días a semanas después del trasplante, y se 

caracteriza por una lesión del parénquima del injerto y de los vasos sanguíneos; es mediado por células T y 

por anticuerpos. c) Rechazo crónico: ocurre meses post-trasplante, consiste en el deterioro lento y 

progresivo de la función del órgano, puede ser mediado por células T y/o por anticuerpos; se caracteriza por 

el desarrollo de fibrosis intersticial y oclusión vascular. 
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1.2.1. Respuesta inmune innata en el trasplante 

El sistema inmune innato representa la primera línea de defensa para la protección contra 

agentes extraños, como microorganismos patógenos. Aunque la respuesta inmune adaptativa 

desempeña 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 activación del sistema inmune innato es una consecuencia de eventos asociados con el 

proceso de recuperación, preservación e implantación del órgano trasplantado, lo cual causan 

un deterioro inevitable del injerto conocido como daño por isquemia/reperfusión (I/R). El 

daño por I/R tiene como consecuencia la muerte celular y la liberación de moléculas 

intracelulares conocidas como patrones moleculares asociados al daño (DAMPs)[17]. 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 glicosilación 

(RAGE) y los purireceptores (P2X7), los cuales provocan una rápida y potente respuesta 

inmune de manera similar a la respuesta generada por microroganismos patógenos[18]. 

Algunos ejemplos de estos DAMPs incluyen proteínas de organelos celulares (HMGB1, 

calreticulina) o de citoplasma (proteínas de choque térmico, galectinas y proteínas S100), 

ADN mitocondrial, nucleótidos (ATP), cristales de ácido úrico, entre otros[17]. Diversos 

estudios evidencian la participación de los DAMPs y los PRRs en la respuesta inmune al 

trasplante, principalmente cuasando inflamación (Tabla 1).  

Posterior al reconocimiento de los DAMPs, los PRRs generan señales intracelulares que 

llevan a la activación de células del sistema inmune[18, 19]. En este contexto, dos estudios 

demostraron que la expresión de Myd88 y TRIF, proteínas adaptadoras que participan  en la 

señalización río abajo de los TLR, es esencial para que se lleve a cabo el rechazo de los 

aloinjertos[20, 21]. En humanos, los niveles de expresión de Myd88 se han encontrado 

significativamente incrementados en muestras de pacientes con rechazo agudo y crónico[22]. 

La señalización intracelular desencadenada por la interacción de DAMPs-PRRs induce la 

producción de citocinas y el aumento de la expresión de moléculas relacionadas con función 

celular (ej. moléculas del MHC, coestimuladoras, receptores de quimiocinas, etc.)[18, 19]. 
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Tabla 1 ǁ Participación de los DAMPs y los PRRs en la respuesta inmune al trasplante. 
 

DAMP Evidencia 

HMGB1 

• Reconocida por TLR2/4 y RAGE para inducir una respuesta inflamatoria[17, 18]. 

• Incremento de su expresión en biopsias renales durante las primeras horas 

peritrasplante renal[23, 24] y en pacientes con rechazo renal crónico[25]. 

• En modelos de ratón, la neutralización de las proteínas HMGB1 protege al riñón 

del daño por I/R[26, 27], y prolonga la sobrevida de injertos cardiacos[28]. 

ATP 

• Inicia una respuesta inflamatoria al interactuar con los receptores P2X7[29]. 

• En modelos animales, el bloqueo de los receptores P2X7 disminuye el daño 

renal por I/R[29] y prolonga la sobrevida de aloinjertos de piel y corazón[30, 31]. 

Proteínas 

de choque 

térmico 

• Inducen inflamación durante la lesión renal por I/R después de ser reconocidas 

por los TLR2/4[32].  

• Incremento de los niveles séricos en pacientes con rechazo renal agudo[33]. 

Ácido 

hialurónico  

• Es reconocido por TLR2/4 y participan en el daño renal por I/R[34].  

• Se encuentra incrementado en pacientes con rechazo renal agudo[35]. 
 

 

Una vez activadas, las células inmunes innatas no solo participarían en el daño por I/R, sino 

también en el rechazo agudo y crónico (revisado en [36]). Estas células incluyen los 

neutrófilos, las células NK, los monocitos, los macrófagos, y las células dendríticas (CDs). 

Dentro del injerto, estos leucocitos participarían en el rechazo mediante diversos 

mecanismos, incluyendo[36]: la producción de citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12, IL-

18, IL-23, TNF-α, IFN-γ) y quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL10); la citotoxicidad celular, 

mediante la producción de especies reactivas de oxígeno, granzimas y perforinas; y de 

manera importante, participarían en el reclutamiento y la activación de las células del sistema 

inmune adaptativo. En este último punto, las CDs tendría una función primordial ya que son 

consideradas las células presentadoras de antígeno más eficientes para activar las células 

T[37]. En el contexto del daño por I/R, los DAMPS y las citocinas inflamatorias (p. ej. TNF-

α, IL-6, IL-1) inducen la maduración de las CDs aumentando su expresión de moléculas del 

MHC (clase I y II) y coestimuladoras (ej. CD80 y CD86), por lo tanto, incrementa su 

capacidad para presentar antígenos y activar las células T en el ganglio y/o en el injerto[36, 37]. 

Asimismo, este mismo microambiente inflamatorio incrementa la expresión de receptores de 

quimiocinas (ej. CCR7, CXCR4) y moléculas de adhesión (ej. LFA1) en las CDs, lo cual les 

permite migrar a los ganglios linfáticos donde interactúan y activan las células T aloantígeno-

específicas[38]. 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 está mediada por las células T y B, pero a diferencia de la 

respuesta innata, estas células tienen la capacidad de reconocer de manera específica las 

diferencias presentes en la estructura de las proteínas alogénicas. Esta especificidad es 

conferida gracias al amplio repertorio de los receptores de antígeno (rango de 107 a 109) que 

adquieren las células T y B durante su ontogenia[10]. Las células T vírgenes o naive pueden 

ser activadas durante una respuesta inmune y esta activación requiere por lo menos tres 

señales, que son reconocidas por los receptores expresados en la membrana plasmática y se 

transducen en cambios bioquímicos intracelulares (Figura 2, revisado en[10]).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Vías de señalización del TCR. La interacción de los complejos TCR-αβ/CD3 y los correceptores 

(CD4 o CD8) con el complejo péptido-MHC activa la cinasa de tirosinas Lck. La Lck fosforila la cadena 

CD3ζ en los motivos de activación 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 proteínas adaptadoras como LAT. La LAT fosforilada recluta la 

fosfolipasa C-γ (PLCγ) y se activa mediante las cinasas de tirosinas, incluida ITK que también es reclutada 

por LAT fosforilada. La hidrólisis de fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2) por PLCγ libera el diacilglicerol 

(DAG) y el inositol trifosfato (IP3). El IP3 incrementa la concentración de calcio intracelular, lo cual activa 

la calcineurina, la cual desfosforila NFAT para permitir su translocación al núcleo. La formación de DAG 

conduce a la activación de una cascada de fosforilación de serina/treonina cinasas (cascada de MAP cinasas) 

que al final resulta en la translocación nuclear de cinasas ERK (AP-1, CREB). El DAG activa el complejo 

CARMA/BCL-10/ MALT1 que conduce a la fosforilación de la cinasa de IκB (IKK). IKK activa fosforila a 

IκB, lo que lleva a la degradación de IκB y la liberación de NF-κB al núcleo. PI3K activado por TCR cataliza 

la formación de PIP3 a partir de PIP2 asociado a membrana; la fosfatasa PTEN antagoniza la formación de 

PIP3. PIP3 activa PDK1, que fosforila y activa la cinasa Akt. Akt activa promueve la activación de mTOR 

y la vía PKC-CARMA-NFκB y, bloquea la regulación transcripcional dependiente de FoxO. Los factores de 

transcripción NFAT, NFκB y los activados por la vía MAPK cooperan para regular la transcripción de genes, 

como IL-2 o aumento de la expresión de CD25, críticos para la activación de las células T. 
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La unión 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 

activación del linfocito T[10]. Además, para la eficaz activación de células T se requiere que 

la misma CPA genere una segunda señal, la señal coestimuladora, cuyo efecto principal es 

incrementar la señalización 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 T[10]. Los receptores y correceptores activan varias vías de 

señalización intracelular (Figura 2), que tienen como resultado final cambios en la expresión 

de moléculas de superficie (ej. moléculas de adhesión, receptores citocinas y quimiocinas), 

la síntesis de citocinas, la proliferación celular y la diferenciación en células T efectoras y/o 

de memoria[10]. En el caso de las células T CD4+, una tercera señal es proporcionada 

principalmente por las citocinas presentes en el microambiente inflamatorio, lo cual induce 

la diferenciación 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 crítico que determina el éxito del trasplante renal a corto y 

largo plazo. El reconocimiento de los aloantígenos (alorreconocimiento) por las células T es 

posible gracias a la participación de las CPAs, principalmente las CDs, tanto del receptor 

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

1. Vía directa: En esta vía, las CDs del donador presentes en el órgano trasplantado maduran 

y migran a los órganos linfoides secundarios del receptor, en los cuales las células T CD8+ y 

CD4+ del receptor reconocen los aloantígenos en las moléculas intactas del MHC I y II, 

respectivamente, expresados en las CDs del donador (Figura 3a)[37, 39, 40]. La frecuencia de 

células T del receptor con aloespecificidad directa se ha estimado entre 1-10%, una 

proporción alta en comparación con antígenos convencionales[37, 40]. Se han propuesto dos 

modelos no mutuamente excluyentes para explicar este fenómeno[40, 41]. El primero, el 

modelo de alta densidad de determinantes, postula que los TCRs del receptor pueden 

reconocer los aminoácidos polimórficos del MHC alogénico expuestos, independientemente 

del péptido unido a la molécula del MHC. El segundo, el modelo de múltiples 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 análisis 

cristalográfico de la interacción entre una célula T aloespecífica y un MHC alogénico sugiere 

que la alta frecuencia precursora de células T aloespecíficas vía directa se debe 

principalmente al reconocimiento múltiple de complejos binarios[40].  

2. Vía indirecta: en esta vía, las CDs del receptor capturan, procesan y presentan 

aloantígenos como péptidos en sus moléculas del MHC. Las CDs del receptor, que expresan 

moléculas del MHC clase I y II, pueden presentar los aloantígenos a las células T CD8+ o 

CD4+ (Figura 3b)[40, 41]. Dado que el aloinjerto puede expresar antígenos de 

histocompatibilidad mayor y menor, se podría generar un gran número de alopéptidos que 

serían presentados de manera indirecta. El mapeo de epítopos y estudios de repertorio de los 

TCRs revelaron que la respuesta indirecta inicialmente está dirigida a pocos epítopos 

generalmente ubicados dentro de las regiones polimórficas del MHC alogénico. 

Progresivamente, la alorespuesta indirecta tiende a extenderse a nuevos péptidos del MHC 

alogénicos, especialmente de la clase I[40, 41]. 

3. Vía semidirecta: este tipo de alorreconocimiento se caracteriza por la capacidad de las 

CDs del receptor para presentar moléculas del MHC I y II del donador estructuralmente 

intactas adquiridas por contacto de célula a célula o por fusión con exosomas del donante. 

En esta vía, las células T CD8+ y CD4+ aloespecíficas son estimuladas por 

alorreconocimiento directo e indirecto (Figura 3c)[40, 41]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vías de reconocimiento del aloantígeno por las células T. a) En la vía de alorreconocimiento 

directa, el aloantígeno se reconoce en una proteína intacta del MHC clase II o clase I en la superficie de las 

células presentadoras de antígeno del donante (CPA) por las células T CD4+ o CD8+, respectivamente. b) En 

el alorreconocimiento indirecto, el aloantígeno del injerto (típicamente antígenos del MHC) es internalizado 

por la CPA del receptor (típicamente una CD), procesado y presentado como péptidos en las moléculas del 

MHC del receptor. c) En la vía semidirecta, el complejo MHC-aloantígeno es adquirido por las CDs del 

receptor, pero en lugar de presentarse como alopéptido procesado, se vuelve a presentar como una proteína 

conformacionalmente intacta.  
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En los órganos sólidos vascularizados, como el riñón y el corazón, el rechazo agudo es 

esencialmente iniciado por las células T CD4+ con alorreconocimiento directo, lo cual es 

asociado con el rápido tráfico de las CDs del donador a los órganos linfoides secundarios[40-

42]. Estudios en ratones y en humanos sugieren que las respuestas de las células T CD4+ de la 

vía directa se limitan a las primeras semanas después del trasplante, lo cual se correlaciona 

con la vida media de las CDs de donador[40]. Adicionalmente, existe evidencia que estos 

órganos vascularizados pueden ser rápidamente infiltrados por células T aloespecíficas de 

memoria (Tm) del receptor (presumiblemente activadas vía directa) que mediarían el rechazo 

agudo[43], aún en ausencia de tejidos linfoides secundarios[44], lo que concuerda con la 

habilidad de las células Tm de migrar y proliferar en tejidos no linfoides[45]. Éstas células Tm 

serían generadas por mimetismo con antígenos microbianos o exposición previa a moléculas 

del MHC alogénicas después de eventos como el embarazo o la transfusión sanguínea[43]. 

Aunado al anterior mecanismo, a través de la microscopía intravital recientemente se ha 

revelado que las células T aloespecíficas se reclutan y transmigran en el órgano alogénico solo 

cuando su antígeno específico se encuentra expresado en el riñón[46]. 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 proliferación de las células 

T infiltrantes y, como resultado final, una mayor sobrevida del aloinjerto[46, 47]. Finalmente, es 

importante resaltar que la mayoría de los órganos sólidos vascularizados son rechazados 

crónicamente, un proceso asociado con la fibrosis progresiva del tejido del injerto y la oclusión 

de los vasos sanguíneos, donde las respuestas de células T CD4+ con activación indirecta 

predominan progresivamente[41].  

Una vez que células T aloespecíficas son activadas por las células presentadoras de antígeno, 

el microambiente inflamatorio lleva la diferenciación de distintas subpoblaciones efectoras 

incluyendo las células T CD4+ cooperadoras tipo 1 (Th1), Th2, Th17 y foliculares (Tfh), cada 

una de las cuales contribuye al rechazo agudo y crónico mediante diversos mecanismos 

(Figura 4, revisado en[48]). Por ejemplo, las células Th1 inducen la estimulación de la 

respuesta humoral mediada por células B, la diferenciación de linfocitos T CD8+ citotóxicos 

(CTL), la activación de las células NK y macrófagos, y muerte celular través de la expresión 

de FasL, y la producción de granzimas y perforinas. Mientras tanto, la IL-17 producida por 
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las células Th17 estimula la producción de citocinas y quimiocinas inflamatorias que 

conducen al reclutamiento de neutrófilos y macrófagos. Las células Th2 y Tfh promueven el 

reclutamiento de eosinófilos, y de manera importante inducen la maduración y diferenciación 

de células B a células plasmáticas productoras de anticuerpos ADE. A su vez, las células B 

expresan moléculas del MHC I y II, y coestimuladoras, por lo tanto, tienen la capacidad de 

promover la activación y diferenciación de las células T aloespecíficas[49]. Por ello, el 

entendimiento de la contribución y regulación de cada uno de estos mecanismos podría 

ofrecer oportunidades para intervenciones inmunológicas en el trasplante de órganos sólidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Participación de las células T CD4+ en la respuesta inmunológica al aloinjerto. El daño por 

I/R generado durante el trasplante, induce la producción de citocinas inflamatorias y DAMPs los cuales 

inducen el reclutamiento y/o la maduración de células dendríticas (CDs) derivadas de donantes y receptores, 

así como otros leucocitos (1). Las CDs captan/procesan el aloantígeno y migran a nódulos linfoides (NLs) 

donde presentan el aloantígeno a las células T aloreactivas (2). Las células T CD4+ vírgenes/memoria se 

diferencian en células T cooperadoras tipo 1 (Th1), Th2, Th17 y Tfh (3), las cuales modulan la respuesta 

inmune al aloinjerto mediante: la inducción  de la muerte celular en el injerto a través de FasL, y la 

producción de granzimas y perforinas (4); promoviendo la diferenciación y la proliferación de células T 

CD8+ citotóxicas (5): reclutando y activando células NK (6), macrófagos (Mθ) (7), neutrófilos (8) y 

eosinófilos (9); finalmente, inducen la diferenciación de células B a células plasmáticas productoras de 

anticuerpos anti-donador específicos (10). A su vez, cuando los anticuerpos se reconocen el aloantígeno 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 macrófagos. 
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1.3. Fármacos inmunosupresores y sus efectos adversos 

Para suprimir la respuesta inmune del receptor contra el órgano trasplantado, los pacientes 

requieren un régimen inmunosupresor perioperatorio, la terapia de inducción, y 

postoperatorio, la terapia de mantenimiento (Figura 5, revisado en[50]). La terapia 

inmunosupresora de inducción proporciona una inmunosupresión intensa a corto plazo 

durante los periodos perioperatorios y postoperatorios inmediatos. En general, los agentes 

de inducción actúan eliminando las células T, lo que ha reducido las tasas de rechazo agudo 

y una mayor supervivencia del aloinjerto[50]. Se utiliza un grupo selecto de agentes para la 

terapia de inducción incluyendo alemtuzumab (anti-CD52), timoglobulina (anticuerpos 

policlonales anti-timocitos humanos) y basiliximab o daclizumab (anti-CD25)[50]. 

La inmunosupresión de mantenimiento ocurre en el período postoperatorio, el cual en la 

mayoría de los pacientes es administrado de por vida y consiste en múltiples medicamentos 

que se dirigen a diferentes mecanismos de la respuesta inmune[50] (Figura 5). Con la 

introducción 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 agudo[50]. Actualmente, la mayoría de los centros de trasplante 

utilizan un régimen de tres medicamentos que incluye el tracolimus (un iCN de segunda 

generación), el agente anti-proliferativo micofenolato y un corticosteroide. Estudios 

recientes sugieren un beneficio de regímenes basados en un inhibidor de mTOR como 

rapamicina (sirolimus) o everolimus para preservar la función renal a largo plazo[50]. 

Además, se han desarrollado nuevos fármacos inmunosupresores. Belatacept (BLT) es una 

molécula quimérica CTLA-4-Ig que bloquea la coestimulación de las células T, la cual fue 

aprobada en 2011 para la terapia inmunosupresora de mantenimiento en pacientes con 

trasplante de riñón en Estados Unidos de América y la Unión Europea[51]. Durante un estudio 

clínico de siete años, los resultados mostraron que la función renal medida por tasas de 

filtración glomerular (TFG) fueron significativamente más altas en los pacientes tratados 

con BLT en comparación con pacientes tratados con CsA[52]. Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas en la supervivencia del paciente y del injerto entre los pacientes 

tratados con CsA y BLT. Además, se observó una mayor tasa de rechazo agudo en los 

pacientes tratados con BLT dentro del primer año post-trasplante[52, 53]. 
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A pesar de las excelentes tasas de supervivencia del injerto a corto plazo (>90% dentro del 

primer año del trasplante)[50], actualmente la supervivencia del injerto y del paciente 

disminuyen gradualmente a lo largo del tiempo[54]. En este contexto, un estudio retrospectivo 

de cuatro décadas realizado en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán (INCMN-SZ), reportó que las tasas de sobrevida del injerto renal en 1, 5 y 

10 años post-trasplante fueron del 90%, 76% y 61%, respectivamente, con una media de 

supervivencia de 12.8 años[14]. Esta disminución de las tasas de supervivencia puede deberse 

a dos principales factores. Primero, debido a que la inmunosupresión no elimina 

específicamente a las células T aloespecíficas, por lo que, las actuales terapias 

inmunosupresoras no han podido evitar el rechazo crónico. Segundo, los regímenes 

inmunosupresores administrados a largo plazo están asociados con una amplia gama de 

complicaciones (Tabla 2), principalmente enfermedades cardiovasculares, cáncer e 

infecciones por microorganismos patógenos, las cuales a su vez actualmente representan 

aproximadamente el 30%, 24% y 13%, respectivamente, de la mortalidad general en 

receptores renales[54].  

Figura 5. Mecanismos de acción de agentes inmunosupresores. Los agentes inmunosupresores usados 

en las terapias de inducción en los pacientes con trasplante están dirigidos a eliminar las células T mediante 

uso de anticuerpos (anti-CD3/-CD52/-CD25) o inhibiendo la coestimulación con proteínas quiméricas 

(CTLA-4-Ig). Otro grupo de inmunosupresores, usados en terapias de mantenimiento, están dirigidos a 

inhibir la diferenciación y proliferación de células T como inhibidores de calcineurina (ciclosporina A, 

tracolimus), inhibidores de mTOR (sirolimus, everolimus), anti-proliferativos (micofenolato, azatioprina) y 

corticosteroides, así como señalización de citocinas (inhibidor JAK). 
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Debido a lo anterior, la meta final del trasplante es lograr la tolerancia, un estado fisiológico 

en el cual se crea un entorno inmunológico que favorece la regulación, respaldando la 

supervivencia del aloinjerto, sin interferir con los mecanismos cruciales de vigilancia 

inmunológica y de esta manera eliminar la necesidad de usar fármacos inmunosupresores. 

De hecho, ha habido reportes de un estado de tolerancia postoperatoria espontánea en 

pacientes con trasplante de riñón[56] e hígado[57]. En tales casos, los pacientes renuncian a la 

necesidad de la terapia inmunosupresora, mientras mantienen la función normal del injerto. 

Sin embargo, este fenómeno es raro, y en el contexto del trasplante de hígado se ha 

demostrado que ocurre años después del trasplante[57]. Además, se ha sugerido que la terapia 

inmunosupresora dificulta el desarrollo de la tolerancia postoperatoria mediante la supresión 

indiscriminada de células inmunes que se consideran necesarias para la inducción de la 

tolerancia. 

En la búsqueda de la panacea de la inmunología del trasplante, se ha dirigido un esfuerzo 

considerable en la búsqueda de células inmunes reguladoras que induzcan tolerancia. Durante 

las últimas décadas ha habido innumerables descubrimientos de células inmunorreguladoras 

que abarcan la mayoría de los linajes del sistema inmune. No obstante, una población en 

particular que ha recibido mucha atención ha sido las células T reguladoras (Tregs), debido 

a que tienen la capacidad de inducir tolerancia de manera antígeno-especifica.  

Tabla 2 ǁ Efectos adversos de los fármacos inmunosupresores. 
 

Fármaco Efectos Adversos 

Anti-CD25  

(basiliximab, daclizumab) 
Anafilaxia, reacciones alérgicas, mayor riesgo de infección. 

Anti-CD52  

(alemtuzumab) 
Mayor riesgo de infección, alteración gastrointestinal. 

Timoglobulina Linfopenia, anafilaxia, shock, broncoespamos, mayor riesgo de infección. 

Corticosteroides 
Retención de líquidos, diabetes mellitus, hipertensión, retraso crecimiento, 

hiperlipidemia, osteopenia, menor cicatrización de heridas. 

Inhibidores de 

Calcineurina (iCN) 

Nefrotoxicidad, neurotoxicidad, hipertensión, hiperlipidemia e 

hiperpotasemia, diabetes mellitus, mayor resorción ósea, hirsutismo, 

hiperplasia gingival, discapacidad auditiva, síndrome colestásico. 

Azatioprina Hiperplasia nodular hepática, esclerosis hepatoportal, mielosupresión 

Micofenolato Alteración gastrointestinal, retraso del crecimiento, mielosupresión. 

Modificado de[55]. 
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1.4. Células T reguladoras 

Las células T CD4+ reguladoras (Tregs) son una subpoblación especializada de linfocitos 

requeridos para la inducción y mantenimiento de la tolerancia inmunológica. Estas células 

pueden suprimir la activación 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, neutrófilos y CDs, tanto in vitro como in vivo[58]. Esta diversidad de poder 

controlar la respuesta inmune hace que las células Tregs sean esenciales para: a) prevenir el 

desarrollo de enfermedades autoinmunes, inmunopatologías y alergias; b) regular la 

respuesta inmune contra infecciones de origen viral, bacteriano o parasitario; c) mantener la 

homeostasis intestinal; d) participar en la reparación y la regeneración del tejido dañado; e) 

inducir y mantener la tolerancia materno-fetal y al aloinjerto[58, 59]. 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 inmunopatologías, incluyendo el rechazo al injerto.  

Aunque existen varias subpoblaciones de células Tregs y por lo tanto, gran heterogeneidad 

en su fenotipo, la subpoblación mayoritaria y mejor estudiada se caracteriza por la expresión 

del factor de transcripción FOXP3, el cual es indispensable para su desarrollo y el 

mantenimiento de su función supresora[60]. La importancia de este factor de transcripción se 

pone en evidencia en experimentos donde mutaciones en el gen Foxp3 conllevan una 

autoinmunidad hiperproliferativa fatal. En ratones, la mutación espontánea “Scurfy”, que 

induce una pérdida de la función del FOXP3, induce la ausencia completa de Tregs 

conduciendo a la muerte entre la tercera y cuarta semana de edad[60]. En humanos, pacientes 

con enfermedad autoinmune multisistémica IPEX presentan un fenotipo poliendocrino 

autoimmune que se relaciona con la pérdida de células Tregs funcionales[60]. 

1.4.1. Ontogenia de las células Tregs  

Las células Tregs FOXP3+ se han clasificado, de acuerdo al lugar anatómico de su 

generación, en células Tregs de origen tímico (tTregs) y células Tregs generadas en la 

periferia (pTregs) (Figura 6). Además, cuando las células Tregs son generadas in vitro a 

partir de células T vírgenes se denominan células iTregs (in vitro induced Tregs)[61]. Existen 

diferencias fundamentales en las señales que favorecen el desarrollo de cada subpoblación y 

que se abordan a continuación.  
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Actualmente, se sabe que la diferenciación de las células tTregs requiere señales a través del 

TCR, moléculas coestimuladoras y receptores de citocinas. Diversas investigaciones han 

respaldado el papel de la señalización del TCR de alta afinidad en el desarrollo de las células 

tTregs. Usando ratones que expresan proteína fluorescente verde (GFP) bajo el promotor del 

gen Nr4a1, cuya expresión es inducida por la intensidad de la señal del TCR, se reveló que 

las células tTregs tienen una mayor expresión de la GFP en comparación con las células T 

CD4+ convencionales (Tconv) no reguladoras[62]. Adicionalmente, estudios realizados en 

ratones deficientes de las proteínas RAG (que son incapaces de recombinar las cadenas 

TCRα para generar los TCRαβ maduros) y/o que contienen TCR transgénicos específicos 

para péptidos extraños como OVA, tienen una disminución o ausencia de células tTregs[61, 

63, 64]. Estos mismos modelos de estudio han mostrado que las células tTregs requieren de 

una señal de alta avidez mediada por el TCR y la expresión del antígeno en las células 

epiteliales tímicas para ser seleccionadas[61, 63, 64]. Se ha propuesto que esta alta avidez es 

cercana a la que desencadena la selección negativa de los timocitos[63]. De hecho, se ha 

observado que la reducción de las señales inducidas por el TCR se correlaciona con una 

Figura 6. Ontogenia de las células T reguladoras. Las células T reguladoras (Tregs) de origen tímico 

(tTregs) se desarrollan a partir de timocitos CD4 simples positivos (CD4SP) y se caracterizan por la 

expresión constitutiva del FOXP3 y CD25, así como altos niveles del Helios, CTLA-4, GITR, neuropilina 

1 y PD-1. Para su diferenciación las tTregs requieren fuertes señales a través de su TCR y coestimulación 

por CD28, y por citocinas incluyendo IL-2, IL-15 y TGF-β. Las Tregs periféricas (pTregs) se generan en 

escenarios extratímicos tolerogénicos a partir de células T CD4+ vírgenes y se caracterizan por expresar 

FOXP3, CD25, CTLA-4, así como menores niveles de expresión de Helios y neuropilina; para su 

generación requieren señales a través del TCR y de citocinas IL-2 y TGF-β, pero coestimulación subóptima 

del CD28. Otro grupo subgrupo de Tregs inducidas son las Tregs tipo 1 (Tr1) que se generan en presencia 

de IL-10, y se caracterizan por la expresión de LAG-3, CD49b, producción de IL-10 y no expresar FOXP3. 
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disminución de las células tTregs, mientras que, el aumento de la intensidad de la señal del 

TCR favorece su generación[63]. Consistente con los conceptos anteriores, las células tTregs 

requieren la activación de señales 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 señalización río abajo del TCR como LAT, PLCγ1, ZAP-70, 

PKC-θ, Bcl10, Lck, CARMA1, IKKβ o NF-KB/Rel, conducen al desarrollo de 

autoinmunidad debido a un defecto en el desarrollo y/o el mantenimiento de las células 

tTregs[61] (Figura 7). 

Además de las señales del TCR, las señales co-estimuladoras a través del CD28 tienen un 

papel esencial en la diferenciación de las células tTregs. Ratones deficientes del CD28 o 

CD80/CD86 presentan una disminución en los números de las células tTregs en el timo y en 

órganos linfoides periféricos[64]. Cabe resaltar que el dominio de unión a Lck en la cola 

citoplásmica del CD28 y la activación de c-Rel (miembro de la familia del NF-κB) río abajo 

de la señalización del CD28 son críticos para la inducción de la expresión del FOXP3[65-67].  

Por otro lado, existen vías de señalización activados a través del TCR y CD28 que 

antagonizan la expresión del FOXP3. Específicamente, la activación de AKT, a través de 

PI3K y mTORC2, lleva a la fosforilación de las proteínas FoxO1 y FoxO3, inhibiendo su 

translocación al núcleo (Figura 2)[68]. Las proteínas FoxO se unen al locus de Foxp3 y 

cooperan para inducir la expresión del FOXP3[69, 70]. De esta manera, la vía 

PI3K/AKT/mTOR inhibe la generación de las células tTregs probablemente a través de la 

exportación nuclear de factores de transcripción de la familia FoxO (Figura 7). En conjunto, 

estos datos sugieren un rol coordinado entre las señales del TCR y del CD28 para la 

diferenciación de las células Tregs en el timo. 

Aunado a los mecanismos moleculares mencionados anteriormente, se ha documentado que 

señales generadas por receptores de citocinas son importantes para la generación de las 

células tTregs. Se ha propuesto que la generación de las células tTregs ocurre en un proceso 

de dos pasos: el primero depende de la alta avidez de las señales del TCR que da lugar a la 

generación 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 señales a través de sus receptores y activan el factor de 
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transcripción STAT5 (Figura 7)[64]. TGF-β también participa en el desarrollo tímico de Tregs 

promoviendo la sobrevida de los timocitos precursores de células tTregs y señalizando a 

través de su receptor para inducir la expresión del FOXP3[64]. 

Por otra parte, las células iTregs y las pTregs se pueden generar a partir de células T CD4+ 

vírgenes tanto in vitro como in vivo a través de distintas vías y dependiendo de los contextos 

inmunológicos. Uno de los mecanismos mejor definidos en la inducción de las células Tregs 

involucra un mecanismo dependiente de TGF-β. De esta manera, la estimulación de las 

células T CD4+ vírgenes a través de su TCR y en presencia de TGF-β genera de novo una 

subpoblación de células T que son fenotípicamente similares a las células tTregs, en cuanto 

a la expresión del CD25, CTLA-4 y FOXP3[71, 72]. Específicamente, TGF-β a través de su 

receptor activa al factor de transcripción SMAD3, el cual se une al gen Foxp3 y, en conjunto 

con otros factores, induce su expresión (Figura 7)[71, 72].  

El análisis de repertorios de los TCRs en las células Tregs ha revelado que la especificidad 

del TCR que presentan las células pTregs difiere en su mayoría con los TCRs de las células 

tTregs, lo que sugiere que cierto tipo de antígenos favorecen la generación de células Tregs 

en periferia y que ambas poblaciones tendrían funciones no redundantes[71, 72]. Además, la 

intensidad de las señales 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 inducción de 

células Tregs in vitro es favorecida por señales subóptimas del TCR o señales óptimas en 

presencia de alta concentración de TGF-β[71, 72]. Mientras que, en periferia el 

entrecruzamiento del CD28 inhibe la inducción del FOXP3 en células T vírgenes bajo 

estimulación con TGF-β; por el contrario, un estímulo inhibitorio por medio del CTLA-4 

(regulador negativo de la señalización del CD28 y del TCR) es necesario para generar las 

células pTregs y las iTregs en presencia de TGF-β[71, 72]. In vivo existen condiciones 

tolerogénicas donde la estimulación crónica con bajas dosis de antígeno en un 

microambiente no inflamatorio favorece el desarrollo de las células pTregs FOXP3+. Por 

ejemplo, el microambiente intestinal es rico en una subpoblación de CDs caracterizadas por 

la expresión de CD103 y la alta producción de ácido retinoico y TGF-β, ambas moléculas 

inducen la expresión de FOXP3 en las células T CD4+ vírgenes; de esta manera, la 
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exposición crónica a antígenos de la dieta y de la flora bacteriana comensal favorece la 

generación de células pTregs específicas[71, 72]. 

1.4.2. Regulación transcripcional y epigenética de la expresión del FOXP3 

Factores de transcripción activados río abajo del TCR, CD28 y de los receptores de citocinas 

(IL-2 y TGF-β), se unen a la región promotora y a secuencias no codificantes conservadas 

(llamadas CNS0-3) en el locus de Foxp3 para regular su transcripción (Figura 7). Además de 

la regulación mediada por factores de transcripción, la expresión del FOXP3 en las células 

Tregs está bajo un control epigenético. La desmetilación de citosinas combinado con 

modificaciones permisivas de las histonas, establecen una estructura de la cromatina abierta 

que favorece la expresión 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 expresión del 

FOXP3[60, 73-77]. A continuación, se describen brevemente cada una de las regiones.  

Promotor 

El promotor de Foxp3 se encuentra a 6.5 kb (kilobases) río arriba del exón 1 y 

aproximadamente a 500 pb (pares de bases) río arriba del sitio de inicio de la transcripción; 

esta región contiene sitios de unión de varios factores de transcripción, incluyendo NF-kB, 

FoxO1/3a, NFAT, AP-1, c-Rel, STAT5, y Nr4a[73, 77]. Respecto a su regulación epigenética, 

en las células Tregs el promotor contiene motivos CpG desmetilados y modificaciones 

permisivas de histonas tales como la acetilación de la histona 3 (H3) y H4, así como di- y 

tri-metilación de la lisina 4 (K4) de la H3 (H3K4)[73].  

CNS0 

Región recientemente descrita, en la CNSO se une Satb1, un organizador de cromatina,  que 

actúa como un factor pionero para activar super-enhancers ("potenciadores") en el gen de 

Foxp3, y otros genes como Ctla4 y Il2ra, en estadios iniciales de la diferenciación de las 

células tTregs[77, 78]. La unión Satb1 a la CNS0 induce cambios en la accesibilidad de la 

cromatina y modificaciones de histonas en Foxp3, permitiendo así que otros factores de 

transcripción se unan y activen los otros elementos reguladores de las CNS que conducen al 

inicio de la expresión del FOXP3[77, 78]. Esta región contiene la modificación de histonas 

H3K27Ac[78].  
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CNS1 

La CNS1 está situado dentro del primer intrón, aproximadamente 2 kb río abajo del promotor 

y es una región crítica para la inducción del FOXP3 durante la diferenciación de las células 

iTregs y pTregs, pero no es indispensable para la generación de tTregs[73, 79]. La unión de los 

factores de transcripción NFAT, SMAD3, y el receptor de ácido retinoico (RAR) a esta 

región facilitan la inducción de la expresión de FOXP3 en las células T CD4+ vírgenes 

activadas por medio de su TCR en presencia de TGF-β y de ácido retinoico[72, 73, 77]. La CNS1 

es regulada a través de modificaciones permisivas de histonas H3Ac, H4Ac, H3K4me3, 

H3K4me2; estas modificaciones se encuentran más enriquecidas en las células tTregs y en 

las iTregs, en comparación con las células Tconv[73].  

CNS2 

La CNS2 (también llamado TSDR, Treg-specific demethylated region) es un elemento rico 

en islas CpG que se encuentra en el primer intrón, aproximadamente 4 kb río abajo del 

promotor. En células tTregs, las islas CpG se encuentran totalmente desmetiladas para 

permitir la unión de factores de transcripción, incluyendo c-Rel, FoxO1/3a, NFAT, RUNX, 

CREB, STAT5, y FOXP3[73, 77]. Consistente con esto, la CNS2 se requiere para el 

mantenimiento de la expresión de FOXP3 cuando las células Tregs han sido activadas y se 

encuentran en división celular, especialmente en presencia de citocinas proinflamatorias o 

cuando la IL-2 es limitada[80]. Tras la activación del TCR, la CNS2 interactúa con el 

promotor de Foxp3 mediante la vía calcineurina/NFAT; dicha interacción permite que otros 

factores de transcripción se unan a la CNS2, incluyendo STAT5, y se favorece el 

mantenimiento de la desmetilación de esta región[73, 81]. Diversos estudios han revelado que 

la TSDR está 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 podrían ser más inestables[73]. Además de la desmetilación de 

citosinas, la CNS2 en las células Tregs contiene niveles incrementados de metilación en 

H3K4 y acetilación de las H3/H4, lo que sugiere que la desmetilación del ADN y las 

modificaciones permisivas de las histonas generan un estado de cromatina abierta en la 

CNS2 que promueven la estabilidad de la expresión del FOXP3[73].  
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CNS3 

La CNS3 está localizado inmediatamente después del primer exón y aproximadamente a 7 

kb río abajo del promotor; también es llamado "elemento pionero”, ya que tiene una función 

fundamental para iniciar la expresión del FOXP3 tanto en las tTregs como pTregs, pero es 

prescindible una vez que FOXP3 se expresa[73, 79]. En la CNS3 se une c-Rel, el cual es 

requerido para una eficiente inducción del FOXP3[79]. Las células Tregs tienen un 

enriquecimiento de mono- y di-metilación 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 tTregs[73, 79].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Regulación transcripcional de la expresión del FOXP3. Factores de transcripción activados río 

abajo del TCR y de CD28 (naranja y negro), de los receptores de las citocinas IL-2 (azul) y TGF-β (verde), 

así como el metabolito ácido retinoico (morado), se unen a la región promotora y a secuencias no codificantes 

conservadas (CNS0-3) en el locus de Foxp3 para inducir su expresión. La CNS0, a través de la unión de 

Satb1, actúa como un elemento pionero requerido para la remodelación de la cromatina y modificaciones de 

histonas para la activación de los otros elementos CNS, y que conducen al inicio de la expresión de Foxp3 

durante la diferenciación de células tTregs. La CNS1 es esencial para la inducción del FOXP3 en células 

pTregs y iTregs. La CNS2 (también llamado TSDR) es una región que funciona como un enhancer 

(“potenciador) para la transcripción de Foxp3; además, contiene sitios CpG desmetilados esenciales para la 

estabilidad de la expresión del FOXP3. La CNS3 también actúa como elemento pionero en el inicio de la 

transcripción de Foxp3 y es importante para la generación de células pTregs y tTregs.  
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1.4.3. Mecanismos de supresión de las células Tregs 

Después de su activación a través del TCR, las células Tregs llevan a cabo su función 

supresora mediante mecanismos que incluyen, la producción de citocinas antiinflamatorias, 

la inducción de apoptosis, la disrupción metabólica y la modulación de las CDs  (Figura 

8)[82]. Estos mecanismos han sido involucrados en la aceptación al trasplante (Tabla 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IL-10 es importante en las células Tregs para mantener la tolerancia al ejercer efectos 

inmunosupresores en varios tipos de células[83]. En las células T, la IL-10 inhibe la 

proliferación y la producción de citocinas inflamatorias (IFN-γ, IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α)[84-

91]. En las CDs, la IL-10 inhibe la expresión del CD80 y CD86 y moléculas del MHC[82]. 

Figura 8. Mecanismos de supresión ejercidos por las células T reguladoras. Las células Tregs producen citocinas 

antiinflamatorias IL-10, IL-35, TGF-β y anfiregulina (AREG), las cuales inhiben las funciones de células presentadoras 

de antígeno (CPA), linfocitos T CD4+ y CD8+ efectores (Tef) y polimorfonucleares (PMN). Las células Tregs consumen 

la IL-2 del microambiente debido a su alta expresión de CD25, lo cual inhibe la proliferación 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 dendríticas (CD) incrementando la adenosina 

monofosfato cíclico (cAMP) intracelular que tiene como resultado inhibición de las funciones de células Tef y la 

maduración de las CDs; además, las Tregs pueden transferir cAMP directamente a células Tconv y CDs a través de 

proteínas de unión (GJ, gap junctions).Tregs inducen citólisis dependiente de la expresión de Fas-L y la secreción de 

granzimas/perforinas. La modulación de las CDs incluye: la expresión de LAG-3 que se une a moléculas del MHC II 

para inhibir la maduración de las CDs y trogocitosis de moléculas del MHC; expresión de CTLA-4 que al unirse a sus 

ligandos CD80/CD86 induce trans-endocitosis o la producción de IDO, enzima que favorece el catabolismo del 

triptófano hacia un metabolito tóxico para los linfocitos Tconv; Neuropilina-1 (Nrp-1) favorece interacciones más 

prolongadas entre Tregs-CDs disminuyendo la activación de células Tef. Receptores coinhibitorios como CTLA-4, 

Nrp-1, TIGIT, PD-1 y Tim-3 señalizan para favorecer el mantenimiento del fenotipo supresor en las células Tregs.  
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Además, la IL-10 producida por las células Tregs juega un papel importante al regular la 

respuesta inmune de la flora intestinal o antígenos ambientales[92].  

TGF-β es una citocina primordial para el mantenimiento de la tolerancia, ya que, la 

deficiencia de TGF-β o de su receptor lleva al desarrollo de una enfermedad autoinmune 

multiorgánica severa mediada por células T[93, 94]. Los efectos inmunoreguladores de TGF-

β sobre las células Tconv incluyen la inhibición de la proliferación celular, la citotoxicidad 

y la diferenciación de las células Th1 y Th2[95-97]. Además, TGF-β disminuye la proliferación 

de los linfocitos B, la citotoxicidad de las células NK, la maduración de las CDs y la 

activación de células de origen mieloide[95]. Interesantemente, las células Tregs pueden tener 

TGF-β unido a membrana, y así ejercer su función supresora de manera dependiente de 

contacto[96, 98].  

IL-35 es principalmente producida por las células Tregs para inhibir las funciones de las 

células Tconv[99]. In vivo, las células Tregs deficientes de IL-35 son incapaz de inhibir la 

proliferación de las células Tconv y de prevenir el desarrollo de la enfermedad inflamatoria 

intestinal[100]. Además, IL-35 inhibe la actividad citotóxica de las células T CD8+, la 

diferenciación de las células Th17 y la producción de citocinas (IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-17, 

IL-23, TNF-α); simultáneamente, IL-35 incrementa la proliferación de células Tregs y su 

producción de IL-10[101-104]. Asimismo, recientemente se ha demostrado que la IL-35 

producida por células Tregs es importante para disminuir el dolor en un modelo 

encefalomielitis autoinmune experimental[105] y la inflamación durante un proceso 

alérgico[106]. Interesantemente, la IL-35 induce una subpoblación reguladora denominada 

células iTr35[99], las cuales contribuyen a la tolerancia materno fetal[107]. 

De manera importante, las células Tregs participan en la reparación del tejido mediante la 

producción de IL-10, TGF-β y anfirregulina (AREG)[59]. La AREG, un ligando del receptor 

del factor de crecimiento epidérmico, producida por las células Tregs participa en la 

liberación local de TGF-β y en la cicatrización del tejido dañado[108]. Adicionalmente, en las 

células Tregs la AREG estimula la secreción de exosomas, a través de los cuales, transfieren 

micro-ARN (miRNA) inmunosupresores a las células Tconv[108, 109].  

Adicionalmente, las células Tregs pueden inhibir las células del sistema inmune mediante 

inducción de apoptosis. Después de la activación a través del TCR, las células Tregs 
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producen perforina y granzima y mediante estas moléculas inducen apoptosis en las células 

Tconv[110] y en las células B[111, 112]. Además, las células Tregs pueden inducir in vivo la 

muerte programada de células Tconv[113] y CDs[114] mediante la expresión de FasL.  

Las células Tregs tienen la capacidad de causar disrupción metabólica en las células Tconv 

mediante diferentes mecanismos. Primero, las células Tregs no son capaces de producir IL-

2 pero tienen niveles más altos del CD25 (cadena α del receptor de IL-2) que las células 

Tconv, por lo cual, son más eficientes para utilizar la IL-2 del microambiente; mediante este 

mecanismo pueden disminuir la proliferación y la sobrevida de las células Tconv[115, 116]. Las 

células Tregs también tienen una alta expresión de CD39 y CD73, dos ectoenzimas que 

hidrolizan el ATP o ADP a AMP y el AMP a adenosina, respectivamente[82]. La adenosina 

generada, a través de la activación del receptor de adenosina 2A (A2AR), incrementa la 

concentración intracelular de adenosina monofosfato cíclica (cAMP), la cual suprime las 

funciones efectoras de las células Tconv y CDs[117-120]. Cabe resaltar que en comparación 

con las células Tconv, las células Tregs tienen una mayor concentración de cAMP debido a 

una alta expresión de la adenilato ciclasa, y a través de una comunicación intercelular 

dependiente proteínas de unión (GJ, gap junctions), las células Tregs pueden transferir 

directamente el cAMP a las células Tconv y CDs[119].  

Las células Tregs también pueden modular la maduración y/o función de las CDs a traves de 

la expresión 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 ratón, cuyos ligandos son 

CD80/CD86[82]. La competencia con CD28 en células T por los ligandos CD80/CD86 

expresados sobre las CPAs[121] y trans-endocitosis de CD80/CD86[122] constituyen los dos 

principales mecanismos biológicos de supresión mediados por CTLA-4. Neuropilina-1 (Nrp-

1), un correceptor de semaforina-4a, promueve interacciones más prolongadas entre las 

células Tregs y las CDs, y de esta manera disminuyen la probabilidad de que se activen las 

células Tconv[123, 124]. Adicionalmente, la señalización a través de Nrp-1 contribuye a la 

estabilidad y la actividad supresora de las células Tregs mediante la inhibición de la vía 

Akt/mTOR. En este sentido, las células Tregs deficientes de Nrp-1 muestran un fenotipo 

inflamatorio caracterizado por la secreción de IFN-γ y menor producción de IL-10[125, 126]. 
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LAG-3 es una molécula altamente homóloga al correceptor CD4 que también se une a 

moléculas del MHC clase II pero con mucha mayor afinidad[82]. La expresión de LAG-3 en 

las células Tregs interactúa con moléculas del MHC II para inhibir la maduración de las 

CDs[127-129] y para reducir su capacidad presentadora adquiriendo moléculas MHC II a través 

de trogocitosis[130].  

Asimismo, las células Tregs expresan moléculas coinhibitorias como PD-1, Tim-3 y TIGIT, 

las cuales favorecen el mantenimiento de su fenotipo supresor. La señalización del PD-1, un 

miembro de la familia del CD28[131], regula la producción de IL-10[132] y el mantenimiento 

de la expresión de FOXP3 en las células Tregs[133]. Además, la expresión del PD-1 en células 

Tregs es importante para que estas puedan suprimir las células B y promover la generación 

de novo de células Tregs[134]. La expresión de Tim-3 es incrementada en las células Tregs 

después de una activación, y las células Tregs Tim-3+ muestran una mayor expresión de 

moléculas inhibitorias (CTLA-4, LAG-3 y PD-1) y mayor secreción de citocinas supresoras 

como IL- 10 y TGF-β[135, 136]. De manera similar, subpoblaciones de células Tregs TIGIT+ 

se han descrito que son mejores supresoras en comparación con células Tregs TIGIT-, ya 

que tienen una mayor expresión de genes relacionados a la inmunoregulación (PD-1, CTLA-

4, Tim3, LAG-3, FOXP3, CD25, GITR, IL-10)[137]. Una característica peculiar de las células 

Tregs TIGIT+ es su capacidad de suprimir preferencialmente las respuestas tipo Th1 y Th17, 

pero no Th2, mediante la secreción de proteína 2 similar a fibrinógeno soluble (Fgl2) e IL-

10[137].  

Por último, 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 características clásicas de los macrófagos M2 con una capacidad 

reducida para producir citocinas inflamatorias (IL-6 y TNF-α), baja expresión del CD86, 

aumentada producción de IL-10 y menor capacidad de activar las células Tconv[138, 139]. Por 

otra parte, las células Tregs regulan limitan la acumulación de neutrófilos en tejidos 

inflamados mediante la disminución de la expresión de quimiocinas (CXCL1 y CXCL2)[140]. 

Además, los neutrófilos cocultivados con células Tregs producen más IL-10 y TGF-β junto 

con una disminución de la producción de IL-6[141].  
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CTLA-4 

• En modelos de ratón, el bloqueo[156-160] o  d eficiencia [161, 162] de CTLA-4 acelera el rechazo 

de aloinjertos debido a un incremento de la activación y proliferación de las células Tconv.  

• En estudios preclínicos en ratón, la administración de CTLA4-Ig prolonga la supervivencia 

del injerto de islotes pancreáticos[161], corazón [156-160, 163-166] y piel[167]. 

Nrp-1 
• Las células Tregs Nrp-1+ promueven la aceptación del aloinjerto de piel a largo plazo 

regulando la producción de IFN-γ e IL-17A en las células Tconv CD4+ [168, 169]. 

LAG-3 

• El aumento de la expresión de LAG-3 en células Tregs prolongan la sobrevida de 

aloinjertos de islotes pancreáticos modulando la producción de IL-21 e IL-17[170].  

• En células Tconv CD4+ y CD8+, LAG-3 es esencial para inhibir su activación, proliferación 

y producción de citocinas inflamatorias durante la EICH[130, 171]. 

PD-1 

• La deficiencia[172-177] o bloqueo[146, 172, 176-180] de PD-1 lleva a un rechazo acelerado del 

aloinjerto. PD-1 expresado en células Tconv CD8+ aloespecíficas inhibe su activación, 

proliferación, sobrevida, producción de citocinas y su diferenciación a células Tm [172, 173, 

175-177, 180], así como induce anergia de células T CD8+[146].  

Tim-3 

• En modelo de trasplante de piel, las células Tregs Tim-3+ infiltran el aloinjerto[135], 

mientras el bloqueo de Tim-3 acelera el rechazo del aloinjerto[181]. Pero, la transferencia 

adoptiva las Tregs Tim-3+ fueron inferiores en prolongar la supervivencia del injerto en 

comparación Tregs Tim-3-, ya que eran más propensas a apoptosis[135]. 

TIGIT 

• En un modelo de EICH aguda alogénica, el tratamiento con TIGIT-Fc retrasó los síntomas 

y la mortalidad, incluso después del inicio de la EICH, mediante la inhibición de la 

infiltración de células T CD8+Granzima-B+IFN-γ+  en el del hígado e intestino delgado[182].  

Tabla 3 ǁ Participación de los mecanismos de supresión de las células Tregs en la 

respuesta inmune al trasplante. 
 

Mecanismo Evidencia científica 

IL-10 

• En modelos de ratón, la IL-10 prolonga la sobrevida de aloinjertos de piel[84-86], pulmón[87, 

88], corazón[89], islotes pancreáticos[90, 142] y riñón[91], así como  inhiben la EICH aguda y 

crónica[143], al inhibir la proliferación y secreción de citocinas en células T aloespecificas. 

TGF-β 

• Induce la generación de novo de Tregs [84, 144, 145] y aumento de la expresión de moléculas 

coinhibitorias en células Tconv[146] durante la respuesta inmune al trasplante. Asimismo, 
TGF-β inhibe los síntomas de EICH inhibiendo las funciones de las células Tconv[95]. 

IL-35 
• En modelos de ratón, IL-35 favorece la sobrevida del aloinjerto cardiaco[101] e islotes 

pancreáticos [102], así como inhibe la severidad de la EICH[103, 104].  

AREG 
• La administración de AREG estimula la regeneración hepática después de un trasplante 

parcial de hígado[147]. 

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

Tregs[148] y es necesaria para controlar la EICH gastrointestinal[149]. 

CD39- 

CD73 

• Este eje prolongan la sobrevida de injertos piel[150], islotes pancreáticos[151], corazón[152, 153], 

tráquea[154] e hígado[155], disminuyendo la infiltración leucocitaria (linfocitos T, PMNs, 

macrófagos), la producción de citocinas inflamatorias y proliferación de las células Tconv.  
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1.5. Células Tregs en la inducción de tolerancia al trasplante  

Actualmente es ampliamente aceptado que las células Tregs juegan un rol esencial en la 

tolerancia al trasplante de órganos sólidos mediante diversos mecanismos (Figura 9). Se ha 

demostrado que las células Tregs suprimen la activación y función 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 riñón[183, 184], piel[185, 186], 

corazón[186] e islotes pancreáticos[187, 188], así como previenen el desarrollo de la EICH[189, 

190]. Asimismo, se han descrito células Tregs funcionales que infiltran distintos aloinjertos 

(ej. piel, corazón y riñón), cuando se transfieren adoptivamente pueden conferir tolerancia a 

un ratón que recibe por primera vez un trasplante[191].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Participación de células Tregs en la inducción de tolerancia al trasplante. Las células Tregs 

pueden reconocer aloantígenos presentados mediante vía 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 dendríticas (CDs), monocitos (Mon), 

neutrófilos (Neut) y células B. Los mecanismos de supresión incluyen producción de citocinas 

antiinflamatorias (IL-10, TGF-β), inducción de apoptosis (granzimas, perforinas) y por expresión de 

moléculas coinhibitorias (CTLA-4, LAG-3). Además, pueden amplificar la regulación de la respuesta inmune 

mediante la inducción de células con características inmunorreguladoras como CDs tolerogénicas (tolCDs), 

macrófagos reguladores (Mregs) o tipo M2, y células Tregs inducidas. Finalmente, las células Tregs podrían 

participar en la reparación y regeneración del tejido dañado mediante la producción de TGF-β e IL-10.  
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Uno de los primeros estudios que describieron la contribución de las células Tregs en la 

aceptación del trasplante fue realizado hace 25 años por Sakaguchi et al.[192], quienes 

demostraron que la transferencia adoptiva de células T CD4+CD25+ en ratones impedían el 

rechazo de injertos de piel alogénicos. Los modelos de ratón en los que las células Tregs 

pueden ser eliminadas de manera específica y sistémica[183, 184], han evidenciado 

definitivamente el papel de las células Tregs FOXP3+ en la inducción de tolerancia al 

trasplante de riñón. En estos modelos, la eliminación de las células Tregs resulta en un 

rechazo acelerado del injerto caracterizado por una severa inflamación distinguida por una 

gran infiltración de células T, neutrófilos y monocitos, acompañado de un incremento 

significativo en suero de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-γ, TNF-α) y creatinina[183, 184]. 

Además, en los ratones tolerantes las células Tregs se expanden y se establecen por un largo 

periodo en el injerto y en ganglios linfáticos drenantes y, también, muestran características 

de células Tregs efectoras con una mayor expresión de TGF-β e IL-10, Blimp-1 y 

CXCR3[183]. Interesantemente, las células Tregs que inducen tolerancia se concentran dentro 

del riñón trasplantado en estructuras linfoides organizadas y ricas en CDs CD11c+ inmaduras 

caracterizadas por la baja expresión de moléculas coestimuladoras[184]. Además, las células 

T FOXP3+ infiltrantes son capaces de transferir la tolerancia dominante de manera 

aloantígeno-específica[183]. Curiosamente, ratones tolerantes a aloinjertos renales también 

desarrollan una tolerancia sistémica a aloinjertos de piel y corazón de la misma cepa donante. 

Este fenómeno también se ha demostrado en cerdos[193, 194], primates no humanos[195], y hasta 

cierto punto en humanos[196-198], lo que sugiere que los mecanismos tolerogénicos naturales 

del riñón en ratón serían similares en humanos.   

Estudios realizados en humanos también apoyan el rol de las células Tregs en la aceptación 

al aloinjerto. Pacientes con trasplante de hígado[199-201] o de riñón[202, 203] que desarrollaron 

tolerancia clínica operacional exhiben un número significativamente mayor de células T 

FOXP3+ en sangre o en biopsias, en comparación con receptores estables no tolerantes o con 

rechazo activo. Cabe resaltar, las células T CD4+CD25hiCD45RA- (Tregs de memoria) de 

receptores renales con tolerancia operacional presentan una mayor capacidad de suprimir in 

vitro la proliferación de las células Tconv CD4+ en comparación con las células Tregs 

provenientes de receptores no tolerantes, lo cual se correlaciona con un incremento de la 

hipometilación de citosinas en el locus de Foxp3[202]. Adicionalmente, la disminución tanto 
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de la función supresora in vitro[204], como, de la proporción de células Tregs en sangre[205], 

previo al trasplante, han sido utilizadas como biomarcadores para predecir el retraso de la 

función del injerto renal y incremento de episodios de rechazo agudo[206]. Acorde a esto, el 

incremento de células T CD25hi FOXP3+ en sangre o en biopsias de pacientes con trasplante 

de riñón se correlaciona con una mayor función renal[207-210] y mejor pronóstico de aceptación 

del injerto a largo plazo[208, 209, 211-214]. Asimismo, el aumento de las células Tregs FOXP3+ 

también ha sido utilizado como biomarcador para el pronóstico de aceptación de corazón[215], 

hígado[216] y pulmón[194]. Por lo tanto, dilucidar los mecanismos celulares y moleculares 

(Figura 9), por los cuales las células Tregs inducen tolerancia a un aloinjerto en ratón y en 

humanos puede revelar posibles nuevos regímenes aplicables clínicamente. 

1.6. Inmunoterapia con células Tregs en trasplante y sus retos 

La inmunoterapia con células Tregs en humanos tendría varias ventajas sobre los 

tratamientos convencionales. En primer lugar, medían su inmunosupresión de manera 

antígeno-específica, evitando así efectos adversos de los fármacos inmunosupresores. En 

segundo lugar, al ser células autólogas no deben ser rechazadas por el sistema inmune del 

receptor al reintroducirlas. Tercero, la terapia con células T FOXP3+ puede establecer la 

tolerancia inmunológica y tener efectos terapéuticos a largo plazo, como ha sido demostrado 

en estudios preclínicos. A pesar del potencial terapéutico que tendrían las células Tregs, la 

aplicación clínica en humanos ha tenido varios retos los cuales se describen a continuación. 

1.6.1 Aislamiento y expansión ex vivo  

Además de la expresión del CD25 y FOXP3, las células Tregs humanas también expresan 

CD27, CD45RA, CD39, CD122, CTLA-4 (CD152) y GITR, entre otros[58]. Sin embargo, la 

mayoría 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 función 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[217]. Además, al ser 

una proteína 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 
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propuestas para el aislamiento de las células Tregs con fines terapéuticos. Por ejemplo, el 

aislamiento de células CD4+CD25+CD127low permite obtener Tregs con alta pureza,  ya que 

existe una inversa correlación entre la expresión del CD127 y del FOXP3[218], incluso esta 

población celular tienen una mayor capacidad para inducir tolerancia al aloinjerto en 

comparación con aislamiento basado solo en la expresión del CD25[219].  

Un obstáculo importante en la aplicación clínica de células Treg es su número 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 números 

necesarios para su aplicación clínica (ver adelante sección 1.6.3). Las células Tregs son 

relativamente anérgicas en respuesta a la estimulación de su TCR in vitro, pero pueden ser 

activadas para proliferar mediante la combinación de una estimulación policlonal con anti-

CD3/anti-CD28 y altas concentraciones de IL-2 y/o con IL-15[220-222]. In vivo, diversos 

ensayos preclínicos han demostrado que las células Tregs expandidas policlonalmente son 

funcionalmente eficaces para prevenir el rechazo de aloinjertos de piel[223], córnea[224], 

corazón[225, 226], y el desarrollo de EICH[227-230] , aún en ausencia de inmunosupresión. 

Asimismo, las células Tregs humanas expandidas policlonalmente prolongan 

indefinidamente la sobrevida de aloinjertos de piel[231] e islotes pancreáticos [142, 232]  en 

modelos de ratón humanizados.  

1.6.2. Especificidad  

En los modelos preclínicos, la terapia con células Tregs tiene una característica muy 

interesante: las células Tregs purificadas de receptores tolerantes son más eficaces para 

transferir la tolerancia a nuevos hospederos de aloinjertos, en comparación con las células 

Tregs aisladas de individuos sin un previo trasplante[183, 191, 221]. Esto puede deberse al 

incremento de la frecuencia de las células Tregs específicas a aloantígenos del donador 

(aloespecíficas). En consecuencia, un elemento importante a considerar a la hora de diseñar 

las estrategias de inmunoterapia es el uso de las células Tregs antígeno-específicas. 

La mayoría de los protocolos publicados de expansión ex vivo de las células Tregs con fines 

terapéuticos, se basan en la estimulación con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 para obtener 

células Tregs con un amplio repertorio (policlonales)[220, 222]. Otro enfoque que se ha 

planteado es aislar y expandir células Tregs con una especificidad de antígeno dada, en un 
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contexto de trasplante, capaces de reconocer aloantígenos. En este aspecto, diversos estudios 

preclínicos han resaltado la capacidad de las células Tregs aloespecíficas expandidas ex vivo 

y transferidas para inducir la aceptación a largo plazo de injertos de piel[233-242], corazón[238, 

243-246], islotes pancreáticos[247], hígado[248] y córnea[249], al igual que pueden retrasar el 

desarrollo de la EICH[238, 250, 251], ya sean activadas mediante vía de alorreconocimiento 

directa[233, 235, 237, 239, 241, 244-251] o indirecta[234, 236, 238-240, 242, 243]. De hecho, se ha demostrado 

que las células Tregs aloespecíficas tienen una superioridad para prolongar la sobrevida del 

injerto en comparación con las células Tregs policlonales[236, 245-247, 252, 253]. 

Dos estudios compararon la eficacia de células Tregs activadas por la vía directa e indirecta 

en ratones[238, 239]. Lo 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 más eficaces para prevenir el rechazo agudo y crónico, y en 

consecuencia inducir aceptación del órgano injertado a largo plazo[238, 239]. No obstante, otras 

investigaciones han demostrado que la transferencia adoptiva de células Tregs con 

aloespecificidad directa a dosis más altas son capaz de inducir tolerancia al aloinjerto[233, 241, 

244, 247]. En la literatura, el aislamiento y expansión de células Tregs con aloespecificidad 

directa ha sido el enfoque de expansión preferente debido, posiblemente, a la alta frecuencia 

precursora que existen de estas células en individuos[254]. Por el contrario, la expansión de 

células Tregs con especificidad indirecta ha demostrado ser más desafiante debido a la baja 

frecuencia de estas células naturalmente presentes en la periferia antes de un procedimiento 

de trasplante[254, 255]. Una alternativa que puede adoptarse para obtener células Tregs 

específicas de antígeno es conferir su especificidad mediante modificación genética. De 

hecho, el concepto de usar células Tregs que expresan TCRs antígeno-específicos obtenidas 

por ingeniería genética ha sido investigado en el contexto de trasplante[236, 237, 239, 242, 243, 252, 

253], y estos trabajos ponen en manifiesto el potencial clínico de la terapia genética celular. 

Un trabajo realizado en ratones resalta el hecho que solo las células Tregs con doble 

especificidad protegieron a aloinjertos cardíacos del rechazo crónico[239]. Tomados en 

conjunto, se ha propuesto que la combinación de células Tregs aloespecíficas directas e 

indirectas puede ser un enfoque óptimo en la inducción de tolerancia al injerto cuando el 

número de células Tregs es limitante[221]. 
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1.6.3. Dosis 

El objetivo para la inducción de tolerancia es inclinar la balanza a favor de la 

inmunorregulación, basados en el aumento in vivo de los números 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:Tconv [225, 227-230, 

233-237, 240, 242, 244, 250-253, 256]. Aunque son limitados los estudios para establecer la dosis óptima 

de células Tregs para su uso en ensayos clínicos, se ha postulado que, en ausencia de terapia 

de inducción inmunosupresora, se necesitará administrar de 49-79×109 de células Tregs 

policlonales para aumentar la población de Tregs a números clínicamente eficaces para la 

aceptación del trasplante[221, 222, 256]. Por el contrario, en conjunto con terapias de inducción 

con inmunosupresores que generen una reducción de linfocitos T (como la timoglobulina o 

el alemtuzumab), se ha sugerido que una dosis única de 3-5×109 de células Tregs policlonales 

sería suficiente para aumentar la proporción de Tregs a niveles clínicamente eficaces. En 

cambio, usando terapias antígeno-específicas, se ha sugerido que sólo se requerirían de una 

décima a una centésima parte de estos números empleando Tregs aloespecíficas para lograr 

la misma eficacia que las Tregs policlonales[221, 222, 256]. Sin embargo, es importante tener en 

cuenta que estas extrapolaciones se han realizado a partir de modelos en ratones. Con el inicio 

de ensayos clínicos en humanos que demuestran la seguridad de la terapia con distintas dosis 

de Tregs, se espera poder determinar en un futuro próximo la dosis de Tregs clínicamente 

eficaz. 

1.6.4. Estabilidad 

Un estudio realizado por Hoffmann et al.[257], reportó que la estimulación in vitro repetitiva 

del TCR en células Tregs CD25hiCD127- a largo plazo (mayor a tres semanas de expansión) 

causa la pérdida de la expresión del FOXP3, lo cual correlacionó con una hipermetilación de 

citosinas en el locus de Foxp3. Existe suficiente evidencia que las células Tregs son plásticas 

y tienen el potencial de convertirse en células inflamatorias bajo ciertas condiciones[76]. En 

este contexto, distintos estudios han demostrado que las células Tregs pueden disminuir la 

expresión de FOXP3 cuando son activadas in vitro en presencia de citocinas inflamatorias 

(IL-6, IL-1, IL-23, TNF-α)[258-260], o in vivo bajo condiciones linfopénicas u otras patologías 

inflamatorias[76], lo que se ha correlacionado con el estatus epigenético en las células Tregs. 

Específicamente, la TSDR desmetilada es requerido para el mantenimiento de la expresión 

de FOXP3 cuando las células Tregs se encuentran en proliferación, especialmente en 
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presencia de citocinas proinflamatorias o cuando la IL-2 es limitada[80]. Por lo tanto, estudios 

en Tregs con fines de aplicación clínica, requerirán una mayor comprensión de los factores 

que causan inestabilidad en las células Tregs para diseñar estrategias que permitan estabilizar 

la expresión del FOXP3 y, por lo tanto, su función supresora, durante la estimulación ex vivo. 

En este sentido, existen estudios in vitro que han demostrado que la adición de rapamicina, 

un fármaco inhibidor de la vía PI3K/Akt/mTOR, inhibe la proliferación de las células Tconv 

y confiere una ventaja selectiva para la proliferación de las células T 

CD4+CD25hiFOXP3+[261, 262]. Además, la rapamicina incrementa la función reguladora y la 

expresión del FOXP3[263-266]. Otros estudios in vitro han demostrado que la adición de ácido 

retinoico[267] o de oligodeoxinucleótidos CpG[268] durante la expansión ex vivo de células 

Tregs CD25+FOXP3+ mantienen una completa hipometilación de la TSDR-Foxp3 y por 

consecuencia estabilizan la expresión del FOXP3. 

1.6.5. Efecto de los fármacos inmunosupresores sobre las células Tregs 

La preservación de la función de las células Tregs in vivo será 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 inmunosupresión 

generalizada para minimizar sus efectos secundarios. Por lo tanto, en el diseño de 

inmunoterapias basadas en la transferencia de células Tregs se debe tomar en cuenta el efecto 

de los fármacos inmunosupresores sobre la homeostasis de las Tregs[269-271] (tabla 5).  

Dado que distintas señales a través del TCR, CD28 o receptores de citocinas controlan la 

generación, mantenimiento y función de las células Tregs, los fármacos inmunosupresores 

tendrían diferentes mecanismos de acción sobre la homeostasis de las células Tregs. Por 

ejemplo, la activación excesiva de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR conduce a la 

desestabilización de la expresión del FOXP3 y la función de las células Tregs[68-70]. Por lo 

tanto, los inhibidores de mTOR (rapamicina o everolimus) favorecen el incremento de las 

células Tregs tanto in vitro[261, 262] como in vivo[261-266, 270]. Por el contrario, los iCN bloquean 

la translocación nuclear de NFAT y así afectan a las células Tregs directa o indirectamente 

[64]. La unión de NFAT a CNS1 es importante para la inducción células pTregs y su unión a 

CNS2 es crítica para la estabilidad de células Tregs[73, 77, 81, 270]. Además, los iCN afectan 

indirectamente, al limitar la producción de IL-2 por células Tconv, dado que la IL-2 es 

indispensable para el desarrollo de células Tregs, su homeostasis y su función[64, 115, 116, 270]. 

Mientras que, las señales coestimuladoras a través del CD28 tienen un papel esencial en la 
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diferenciación de las células tTregs y expresión del FOXP3[64-67]. En este aspecto, 

recientemente nuestro grupo reportó que receptores renales tratados con BLT a largo plazo 

(6 a 8 años) tienen una disminución significativa de la proporción de células Tregs en sangre 

en comparación con individuos sanos[272]. Además, las células Tregs de estos pacientes tenían 

un aumento de la metilación de la TSDR de Foxp3, lo cual se asoció con disminución de su 

expresión del FOXP3 y de su capacidad supresora in vitro[272]. 

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

Fármaco  Datos 

EFECTO POSITIVO 

Timoglobulina 

• In vitro, induce la expresión del FOXP3 y la producción de citocinas 

antinflamatorias en células T CD4+ [270, 273-275].  

• In vivo, reduce el número absoluto de células Tregs, pero en menor grado 

comparado con las células Tconv, y además las Tregs se recuperan más rápido 

durante la reconstitución inmune incrementando la relación Tregs/Tconv [269-271, 

276]. 

Alemtuzumab 

• In vivo, reduce preferentemente los números de células Tconv sobre Tregs, lo que 

resulta en un aumento de la relación Tregs/Tconv[270, 277, 278]. 

• In vitro, induce la conversión de células T vírgenes a Tregs, aumenta la producción 

de citocinas antinflamatorias (IL-10, TGF-β), y suprime la secreción de citocinas  

proinflamatorias (IFN-γ, IL-17)[270, 271]. 

Micofenolato 

• In vitro, no afecta el fenotipo supresor de las células Tregs e inhibe la 

diferenciación de células Th17[270, 279]. 

• In vivo, datos preclínicos y clínicos revelan un incremento de células Tregs en 

individuos tratados con micofenolato[270, 271, 280, 281]. 

Inhibidores 

mTOR 

• In vitro, rapamicina favorece la proliferación selectiva de células Tregs sobre las 

Tconv, e incrementa su función y expresión de FOXP3[261-266, 270]. 

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

de los números y proporción de células Tregs en sangre[269-271, 282-287]. 

Corticoesteroides  

• Incrementa el porcentaje de células Tregs en comparación con otras Tconv en 

pacientes[279]. 

• Favorece la generación de novo de células Tregs en presencia de TGF-β, e 

inhibiendo la producción de citocinas inflamatorias [279]. 

EFECTO NEGATIVO 

Anti-CD25 
• Disminuye transitoriamente los números de células Tregs en sangre e inhibe su 

expresión del CD25[279, 288, 289]. 

Inhibidores de 

calcineurina  

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

frecuencia y números totales de células Tregs en sangre, así como su función 

supresora in vitro[269-272, 281, 286, 287, 290]. 

Bloqueadores de 

la coestimulación  

• Disminuyen la proporción y función in vitro de las células Tregs en pacientes con 

trasplante renal tratados a largo plazo con belatacept (CTLA-Ig)[272]. 
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1.7. Primeros ensayos clínicos con células Tregs en humanos  

Después del 2009 en que se realizó la primera infusión de células Tregs en pacientes con 

EICH, varios ensayos clínicos de fase I o I/II han sido iniciado o completado[220, 222]. Los 

objetivos principales de tales ensayos han sido evaluar la seguridad, la viabilidad y la eficacia 

de la infusión de las células Tregs en el contexto del trasplante de órganos sólidos, 

enfermedad de injerto contra huésped (EICH) y autoinmunidad[220, 222].  

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 crónica mejoró después de la terapia con células Tregs 

reduciéndole las dosis de inmunosupresores; el segundo paciente presentaba EICH aguda, 

pero sólo tuvo una mejora temporal después de la infusión de Tregs[291]. En un segundo 

estudio dirigido por Theil et al.[292], trataron cinco pacientes con EICH crónica con células 

Tregs expandidas, sin embargo, sólo dos pacientes tuvieron un respuesta parcial. Por lo tanto, 

si bien la terapia parece prometedora, se necesitan ensayos clínicos más grandes para evaluar 

la eficacia de la terapia adoptiva de células Tregs para revertir los síntomas 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 clínicos utilizaron sangre del cordón umbilical para aislar, expandir e infundir células 

Tregs policlonales a diferentes intervalos en pacientes que recibieron un trasplante de células 

troncales hematopoyéticas (TCTH) alogénico[293, 294]. La infusión de células Tregs no solo 

previno las manifestaciones de EICH, sino que tampoco se observó un mayor riesgo de 

infección oportunista u otros efectos adversos[293, 294]. En un segundo grupo de estudios se ha 

evaluado el impacto de la transferencia de células Tregs no expandidas en pacientes con 

(TCTH)[295-297]. La administración de células Tregs redujo las tasas de EICH aguda y crónica, 

las infecciones oportunistas y la incidencia acumulada de mortalidad sin recaída[295-297], aún 

en ausencia de inmunosupresión[295, 296]. 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 ǁ Terapia adoptiva de células Tregs en humanos para prevenir o tratar la EICH. 
 

Trasplante 

(# de 

pacientes) 

Tregs 

Infundidas 
Pureza 

Dosis  

(Tregs/kg 

de peso) 

No. de dosis 

(tiempo PT) 

Terapia de 

Mantenimiento 
Resultados clínicamente relevantes Ref. 

EICH 

crónica (P1) 

 

 EICH aguda 

(P2) 

CD4+CD25hiCD1

27- SP del 

donador 

expandidas 

policlonalmente 

40-90% 

FOXP3+ 

105 (P1)  

3×106 (P2) 

1 (3er año) (P1) 

3 (+75d, +82d 

y +92d) (P2) 

Prednisona, 

MMF, 

Tracolimus 

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

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

después de la infusión; ↑hemoglobina; ↓ IL-6, IL-10, IL-

7, CCL21 en sangre. P2: mejoría clínica temporal. 

[291] 

EICH 

crónica 

refractaria  

(n= 5) 

CD4+CD25+ de 

SP del donador 

expandidas 

policlonalmente 

77-92 % 

FOXP3+ 
0.5-4.5×106 

1 o 2 (+28 a 

+51 meses) 

Prednisolona, 

Everolimus, 

Imatinib 

En 21 meses PT: dos pacientes tuvieron una respuesta 

parcial entre la semana tres y cinco; los tres pacientes 

restantes con enfermedad estable.  

[292] 

SCU  

(n=23) 

CD4+CD25+ de 

SCU expandidas 

policlonalmente 

31-96 % 

FOXP3+ 
0.1-3×106 2 (+1d y +15d) 

CsA, MMF; 

Rapamicina, 

MMF 

En 12 meses PT: ↓incidencia EICH aguda y crónica; sin 

toxicidad relacionada a la infusión; ↓ infecciones 

oportunistas (virales y fúngicas), recaídas y mortalidad 

temprana; sin afectar reconstitución inmunológica; 18 

pacientes sobrevivieron. 

[293] 

SCU  

(n= 11) 

CD4+CD25+ de 

SCU expandidas 

policlonalmente 

78-95 % 

FOXP3+ 
3-100 x106 1 (+1d) 

Rapamicina, 

MMF 

En 12 meses PT: ↓ EICH aguda, sin toxicidad relacionada 

a infusión; similar recuperación hematopoyética, 

infecciones, mortalidad, recaída y supervivencia libre de 

enfermedad, respecto al grupo control. 8 pacientes 

sobrevivieron. 

[294] 

CD34+ de SP   

(n= 43) 

CD4+CD25+ de 

SP del donador 

65-96 % 

FOXP3+ 

1.5 -2.5 × 

106 
1 (-4d) No se realizó 

En 46 meses PT: ↓ incidencia EICH aguda y crónica; sin 

afectar la reconstitución inmunológica; ↓ menor % de 

infecciones oportunistas y recaída; 29 pacientes 

sobrevivieron.  

[295, 

296] 

CD34+ de SP  

(n= 12) 

CD4+CD25hiCD1

27- de SP del 

donador 

91 – 96 

% 

FOXP3+ 

1-3 × 106  1 (0d) 
Tracolimus o 

Rapamicina 

En 25 meses PT: sin toxicidad relacionada a la infusión, 5 

pacientes desarrollaron EICH aguda y 2 EICH crónica; 

todos pacientes tuvieron reconstitución inmunológica; 8 

pacientes sobrevivieron. 

[297] 

EICH, Enfermedad injerto contra huésped; SCU, Sangre de cordón umbilical; SP, sangre periférica; ↓, disminución; ↑ incremento; CsA, ciclosporina A; MMF, micofenolato de 

mofetilo; Ref., Referencia; PT, post-trasplante. 
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Hasta la noviembre del 2020, sólo se han publicado cinco ensayos clínicos basado en la 

infusión de células Tregs en el contexto de trasplante de órganos sólidos (Tabla 6). En el 

primer ensayo publicado en el 2016, siete pacientes con trasplante de hígado de donante vivo 

recibieron una infusión de un producto celular enriquecido en linfocitos T anérgicos con 

características inmunorreguladores, el cual no generó un incremento de episodios de rechazo 

o eventos adversos y, además, los pacientes toleraron con éxito el retiro total de la terapia 

inmunosupresora comenzado a los 6 meses y se completó a los 18[298]. Un estudio de 

seguimiento a los cinco años después del trasplante, los pacientes tenía una función normal 

del injerto y se mantenían sin inmunosupresión[299]. En un segundo ensayo fase 1 divulgado 

en el 2017, tres receptores de trasplante renal bajo tratamiento inmunosupresor que 

presentaban inflamación subclínica del injerto, recibieron una infusión de células Tregs 

policlonales autólogas seis meses después del trasplante: el producto celular fue bien 

tolerado y, después de un año de la infusión, los pacientes tenían una función renal normal 

y se mantenían bajo inmunosupresión[300]. En el 2018, se publicó un ensayo fase 1 en el cual 

nueve receptores renales recibieron una dosis única de células Tregs policlonales expandidas 

dos meses post-trasplante: durante el seguimiento, no se detectaron eventos adversos graves 

atribuibles a la infusión de células Tregs, episodios de rechazo o incremento de 

infecciones[301]. En el presente año se han publicado los datos del ONE Study, un ensayo 

clínico multicéntrico de fase 1/2a, en el cual se evaluó la seguridad y eficacia de la infusión 

de diferentes células reguladoras (Tregs, CDs tolerogénicas, macrófagos reguladoras), 

administradas por separado, en receptores renales de donante vivo durante en el periodo 

perioperatorio[302]. Después de 60 semanas, los pacientes tratados con las células reguladoras 

tenían menor incidencia de infecciones oportunistas y, más 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 infusión de células 

reguladoras) continuaron con terapia dual (tracolimus y micofenolato). Finalmente, en el 

último estudio clínico realizaron una infusión de Tregs policlonales expandidas a 11 

pacientes siete días después del trasplante  renal: lo más destacado de sus resultados fue que 

después de tres años, ocho pacientes estaban mantenidos en monoterapia[303]. 

En general, estos trabajos demostraron que la terapia adoptiva de células Tregs es factible, 

segura y potencialmente eficaz en el contexto de trasplante. Además, la información 

recabada de estos ensayos clínicos es fundamental para el diseño de nuevas estrategias 

terapéuticas con células Tregs en humanos. Sin embargo, aún no se han publicado ensayos 

clínicos de células Tregs aloespecíficas en pacientes candidatos a trasplante renal o en 

pacientes con trasplante renal que aún son mantenidos bajo un régimen inmunosupresor. 
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Tabla 6 ǁ Terapia adoptiva de células Tregs en humanos en pacientes con trasplante de órganos sólidos. 
 

Trasplante 

(# de 

pacientes) 

Tregs 

Infundidas 
Pureza Dosis  

No. de dosis 

(tiempo PT) 

Terapia de 

Mantenimiento 
Resultados clínicamente relevantes Ref. 

Hepático de 

donador 

vivo 

(n=7) 

Enriquecimiento 

de linfocitos del 

receptor anérgicos  

Sin datos 

3.6 ± 

2.0×106

/kg de 

masa 

corporal 

1 (día +13) 
Esteroide, MMF, 

tracolimus 

En 5.9 años PT: ausencia de eventos adversos relacionados 

a la infusión; sin ↑ de infecciones, neoplasia maligna de 

novo, enfermedades metabólicas, episodios de rechazo o 

Acs-ADE; histopatología de biopsias normales; 

supervivencia del paciente e injerto del 100%; todos los 

pacientes se mantuvieron sin inmunosupresión.  

[298, 

299]
 

Renal de 

donador 

vivo 

(n=3) 

CD4+CD127lowCD

25+ de SP del 

receptor 

expandidas 

policlonalmente 

>93% 

FOXP3+ 

320 x 

106 

(total) 

1 (6 meses) 

Tracolimus, 

MMF +/- 

prednisona 

En 1.5 años PT:  ausencia de eventos adversos relacionados 

a la infusión: sin ↑ infecciones oportunistas o malignidades 

de novo: Tregs infundidas detectadas tres meses después; 

supervivencia del paciente y el injerto de 100%.  

[300]
 

Renal de 

donador 

vivo 

(n=9) 

CD8-CD19-

CD25+ de SP del 

receptor 

expandidas 

policlonalmente 

>90% 

FOXP3+ 

0.5, 1 o 

5 × 109 

(total) 

1 (día +60) 

MMF, 

Tracolimus (0 al 

día +30); cambio 

a MMF, 

rapamicina (día 

+30) 

En 2 años PT: sin eventos adversos relacionados a la 

infusión de Tregs; histopatología de biopsias normales; sin 

↑ infecciones severas, malignidades de novo o Acs-ADE; la 

infusión de Tregs no interfieren con la reconstitución 

inmunológica (CD4, CD8, células B, monocitos, NK); 

supervivencia del paciente/injerto del 100%. 

[301]
 

Renal de 

donador 

vivo 

(n=38) 

∙ Tregs del 

receptor 

expandidas 

∙ Células 

dendríticas 

tolerogénicas 

∙ Macrófagos 

reguladores 

Sin datos 

0.5 a 10 

x 106/kg 

de masa 

corporal 

1 (días -7 al 

+10) 

Prednisona (0 a 

+15sem); MMF, 

Tracolimus 

En 60 semanas PT: sin eventos adversos relacionados a la 

infusión de Tregs; sin ↑ de episodios de rechazo, 

malignidades de novo o Acs-ADE: la función renal e 

histopatología de biopsias normales: 15 pacientes 

mantenidos en monoterapia con tracolimus; ↓ incidencia de 

infecciones; supervivencia de paciente e injerto del 100%. 

[302]
 

Renal de 

donador 

vivo 

(n=11) 

CD8-CD19-

CD25+ de SP 

del receptor 

expandidas 

policlonalmente 

>95% 

FOXP3 

0.5, 1.0 

o 2.5 10 

x 106/kg 

de masa 

corporal 

1 (días +7) 

Prednisona (0 a 

+14sem), MMF 

(0 a +48 sem), 

Tracolimus 

En 3 años PT: sin eventos adversos relacionados a la 

infusión de Tregs; sin ↑ de episodios de rechazo, 

malignidades de novo o Acs-ADE: la función renal e 

histopatología de biopsias normales: 8 pacientes 

mantenidos en monoterapia con tracolimus; ↓ incidencia de 

infecciones; la infusión de Tregs no interfieren con la 

reconstitución inmunológica; supervivencia de paciente e 

injerto del 100%. 

[303] 

SP, sangre periférica; ↓, disminución; ↑ incremento; CsA, ciclosporina A; MMF, micofenolato de mofetilo; →, cambio; Acs-ADE, anticuerpos anti-donador específicos; PT, post-trasplante. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

El trasplante de riñón es indiscutiblemente el tratamiento de elección para la mayoría de los 

pacientes con enfermedad renal crónica (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 introducción de fármacos 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 subóptimas 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 patologías cardiovasculares, neoplásicas 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 específicamente las células T aloespecíficas implicadas 

en la patogénesis del rechazo del aloinjerto y que permitan en un futuro sustituir parcial o 

totalmente la terapia con fármacos inmunosupresores. 

Una creciente cantidad de investigaciones apoyan el papel de las células Tregs FOXP3+ en 

la inducción 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 podría tener varias ventajas sobre los 

tratamientos convencionales. En primer lugar, medían su inmunosupresión de manera 

antígeno-específica, evitando así efectos adversos de los fármacos inmunosupresores. En 

segundo lugar, las células Tregs pueden establecer la tolerancia inmunológica y tener efectos 

terapéuticos a largo plazo, como ha sido demostrado en estudios preclínicos. Por lo tanto, el 

presente trabajo contribuirá a la reciente información que se está recabando para la 

implementación de células Tregs como inmunoterapia en pacientes con trasplante renal.  

Además, realizar aportaciones biotecnológicas que optimicen la terapia actual de pacientes 

con trasplante renal representa una necesidad nacional que impactará directamente en los 

mexicanos en edad productiva, además de convertirse en una solución para la población 

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

Una limitante para la aplicación clínica de células Tregs FOXP3+ en humanos es el número 

limitado de esta subpoblación en sangre las cuales serían insuficientes para obtener el efecto 

terapéutico deseado. La expansión ex vivo permitiría superar este obstáculo, por lo que se 

han publicado diversos protocolos estimulando las células Tregs con anti-CD3/-CD28 

(policlonal) o con células presentadoras de antígeno (antígeno-específico) en presencia de 

IL-2. Sin embargo, a pesar de que el estudio de células Tregs en el contexto de trasplante es 

un área de investigación de gran interés por el potencial terapéutico que representaría, la 

mayoría de los protocolos de expansión ex vivo (policlonales o aloespecíficas) disponibles se 

han realizado usando células Tregs provenientes de individuos sanos y aún 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 reportó  

que receptores renales tratados con BLT a largo plazo tienen una disminución de su expresión 

de FOXP3 y su función supresora disminuida[272]. En el presente trabajo se evaluará si es 

factible la expansión ex vivo de células Tregs (policlonales o aloespecíficas) 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 aloespecíficas 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 expresión de moléculas inmunorreguladoras (FOXP3, CD25, CTL4-4, Helios, 

entre otros) y la función 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 expresión de 

moléculas inmunorreguladoras y la función supresora de las células Tregs de pacientes 

Tx-BLT expandidas. 

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

trasplante renal.  
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5. Analizar la expresión de moléculas inmunorreguladoras y la función supresora de células 

Tregs aloespecíficas de pacientes con ERC expandidas. 

6. Estudiar el efecto de un microambiente inflamatorio sobre la expresión de moléculas 

inmunorreguladoras y la función de las células Tregs aloespecíficas expandidas in vitro. 

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

expandidas ex vivo. 

6. METODOLOGÍA 
6.1. Sujetos 

Población 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 Cardiología 

Ignacio Chávez (INC-ICh). Un grupo control de individuos sanos se reclutó en el banco de 

sangre del Instituto de Enfermedades Respiratorias. Para realizar el estudio, se contó con la 

previa aprobación del protocolo por el Comité Institucional de Investigación Bioética en 

Humanos del INCMN-SZ, y del INC-ICh, así como el Comité de Ética del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.  El estudio se realizó en conformidad con la 

Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial, la Declaración de Estambul de 

las Sociedades Internacionales de Trasplantes y de Nefrología, y con las Buenas Prácticas 

Clínicas. Los individuos fueron incluidos en el presente estudio una vez explicado el 

protocolo y habiendo firmado la carta de consentimiento informado.  

Grupos de Estudio  

• Grupo A: Individuos sanos, que cumplieron con los criterios de inclusión.  

• Grupo B: Pacientes con trasplante renal tratados con BLT (Tx-BLT) incluidos en el 

estudio BENEFIT que cumplieron con los criterios de inclusión. Todos los pacientes 

recibieron terapia de inducción con basiliximab. Para la terapia de mantenimiento se 

administró: BLT (dosis de 5 mg/kg cada 4 semanas), micofenolato de mofetilo (1 g/día) 

y prednisona (5 mg/día). BLT fue provisto por el Bristol Myers Squibb y se contó con la 

aprobación de dicha compañía para la realización del protocolo de investigación. 

• Grupo C: Pacientes diagnosticados con ERC que cumplieron con los criterios de inclusión.  
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Criterios de Inclusión 

• Grupo A: 

1. Individuos sanos sin antecedentes de enfermedad neoplásica, inflamatoria crónica o 

proceso infeccioso activo, que aceptaron participar en el estudio. 

2. Ambos sexos, con edad entre 18 y 50 años. 

• 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 años. 

3. Ausencia de enfermedad neoplásica, inflamatoria crónica o proceso de rechazo activo. 

• 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 años y 50 años. 

3. Ausencia de enfermedad neoplásica o inflamatoria crónica. 

 

Criterios de Exclusión: 

• Grupo A, B y C 

1. Negativa a firmar el consentimiento informado. 

2. Pacientes con proceso infeccioso sistémico agudo en la toma de muestra. 

Criterios de Eliminación. 

▪ Grupo A, B y C 

1. Sujetos en los que no se logró obtener el número de células Tregs necesarias para cumplir 

con los requisitos de nuestro modelo experimental. 

6.2. Materiales y reactivos 

Anti-CD25 PECy5 y 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 expansión), L-Glutamina 100X, Piruvato de Sodio 

100X, Aminoácidos 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.). Albúmina Sérica Bovina (BSA), Rapamicina, ATRA (ácido holo-transretinoico) y 

dimetilsulfóxido (DMSO) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (San Luis, USA).  Las citocinas 

humanas recombinantes IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ, GM-CSF, TGF-β y TNF-α de PeproTech 

(Nueva Jersey, E.U.A.). Todos los medios de cultivo se suplementaron con L-Glutamina, 

piruvato de sodio, aminoácidos no-esenciales y antibiótico-antimicótico. Todos los cultivos 

se realizaron a 37°C y 5% CO2.  

6.3. Separación y criopreservación de células mononucleares 

Se obtuvo sangre periférica por punción venosa mediante el sistema Vacutainer, la toma se 

realizó por la mañana y con ayuno previo de 8 horas. La sangre se diluyó en PBS 1X en una 

relación de 1:2, se estratificó en un gradiente de densidad en 1 mL Ficoll-PaqueTM PLUS 

(GE Healthcare, Reino Unido) por cada 3 mL de sangre diluida, se centrifugó 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 CMNs en una solución que contiene 90% SFB y 10% DMSO durante 24 

horas a -70 °C, y posteriormente se transfirieron a nitrógeno líquido para su almacenamiento 

a largo plazo. Para los ensayos funcionales, las CMNs se descongelaron en un baño 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 solución apropiada y se contaron las células. 

Todos lavados celulares se realizaron centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm. Para 

todos los conteos celulares, se determinó la viabilidad celular por exclusión con azul tripano. 

6.4. Purificación de células Tregs  

Las CMNs se tiñeron 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+CD25hi o CD4+CD25hiCD127- usando el 

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

Las células T CD4+CD25hi purificadas de individuos sanos o de pacientes Tx-BLT fueron 

cultivadas en medio de expansión 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 o 2:1) en presencia de  rapamicina (100 ng/mL). En el día 4 

de expansión, las perlas magnéticas fueron removidas usando el DynaMAg, se lavaron las 

células y se cultivaron en medio de expansión suplementado con 10% SH-AB e IL-2 (50-

100 UI/mL) durante tres días (reposo o “resting). Tres rondas adicionales de 

estimulación/reposo fueron realizadas (Figura 10a). En los días 0, 14 y 28 de expansión se 

determinó el fenotipo de las células Tregs mediante citometría de flujo (Sección 7.11). En el 

día 28, se realizaron ensayos de supresión policlonal in vitro (Sección 7.6) y una muestra de 

células Tregs fueron estimuladas una semana más en presencia de citocinas inflamatorias 

IFN-ϒ, IL-6, IL-4 y TNF-α (en concentración de 10 ng/mL cada citocina). 

6.6. Ensayo de supresión policlonal in vitro  

Las células T CD4+CD25hi de individuos sanos o de pacientes BLT expandidas fueron co-

cultivadas con CMNs autólogas (descongeladas y marcadas con 5 µM 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 

(proporción de 1 perla: 10 células) e incubadas 4 días. En algunos co-cultivos se adicionaron 

IFN-ϒ, IL-6, IL-4 y TNF-α en una concentración de 10 ng/mL para cada citocina. 

Posteriormente, se realizó una tinción superficial con anti-CD4 y anti-CD8 durante 20 min 

a 4˚C en la oscuridad, se lavaron con solución amortiguadora FACS (PBS 1X, 2% SFB, 

EDTA 2 mM, 0.01% azida de sodio); al final, las células fueron fijadas con 

paraformaldehído al 2% (incubando 5 min a 4˚C) y lavadas con solución FACS. Las 

muestras se adquirieron en el citómetro de flujo Attune® Acoustic Focusing (Life 

Technologies) para determinar la proliferación de células T CD8+ y CD4+ por dilución del 

CFSE. Los resultados se analizaron con el programa FlowJo vX.0.7 (Tree Star, USA). Ver 

estrategia de análisis en la Figura B del anexo II. Para calcular el porcentaje de supresión se 

utilizó la siguiente fórmula: 

% 𝑆𝑢𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 =  
%  de Proliferación de Tresp sin Treg− % de Proliferación de Tresp con Treg

%  de Proliferación de Tresp sin Treg
𝑥100  
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6.7. Células dendríticas derivadas de monocitos (CDs-Mo) 

Se purificaron monocitos CD14+ de las CMNs (provenientes de donadores de trasplante renal 

o individuos sanos) mediante el uso de kit Human CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, 

Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se descongelaron las 

CMNs (sección 7.3), se lavaron con solución MACS (PBS 1X, BSA 0,5 %, EDTA 2 mM); 

después, se adicionaron 10 µL de CD14 MicroBeads por cada 107 de CMNs y se incubaron 

20 min/ 4 °C. Posterior a la incubación, las células se lavaron con solución MACS; los 

monocitos CD14+ fueron separados por selección 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 días en RPMI 10% SH-AB suplementado con IL-4 (50 

ng/mL) y GM-CSF (50 ng/mL); en los días 3 y 5 se realizaron cambios de medio de cultivo 

con citocinas.  

6.8. Aislamiento y expansión ex vivo de Tregs aloespecíficas 

Las células Tregs CD4+CD25hiCD127- 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 expansión 

suplementado con 10% SH-AB, IL-2 (500-1000 UI/mL) y ATRA (10 µM). En el día 7 de 

cocultivo, se purificaron las células Tregs proliferantes CD4+CD25hiCFSE- (aloespecíficas) 

usando citómetro de flujo MoFlo XDP (Beckman Coulter), colectando las células en medio 

de cultivo RPMI 20% SFB. Las células Tregs aloespecíficas purificadas se lavaron con 

medio de expansión 10% SH-AB y se cultivaron en medio de expansión suplementado con 

10% SH-AB e IL-2 (50-100 UI/mL) durante 3 días. Posteriormente, las células Tregs 

aloespecíficas fueron expandidas policlonalmente en medio de expansión 10% SH-AB 

realizando cuatro ciclos de estimulación/reposo, cada uno de 7 días, que consistieron en lo 

siguiente (Figura 10): cuatro días de estimulación con perlas anti-CD3/anti-CD28 en 

distintas proporciones Tregs: perla (1:1, 1:2), rapamicina (100 ng/mL), TGF-β (2.5-5 ng/mL) 

e IL-2 (200-400 UI/mL); seguido de tres días de reposo en medio de expansión suplementado 

con 10% SH-AB e IL-2 (50-100 UI/mL). Después de las 4 semanas de expansión policlonal, 

se realizaron ensayos de supresión in vitro aloespecífico (Sección 7.10) y una muestra de las 

células Tregs fueron estimuladas una semana más en presencia de citocinas inflamatorias 

IFN-ϒ, IL-6, IL-4 y TNF-α (en concentración de 10 ng/mL c/u). Además, una muestra de 

las células Tregs expandidas se criopreservaron siguiendo el protocolo de la sección 7.3. 
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6.9. Ensayo de supresión aloantígeno específico in vitro 

Primero, se purificaron células Tconv CD3+ de las CMNs descongeladas de individuos sanos 

o de pacientes utilizando Pan T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, las CMNs se lavaron con solución MACS 

centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm: se adicionaron 10 µL del cóctel de anticuerpos 

biotinilados (anti- CD14, -CD16, -CD19, -CD36, -CD56, -CD123 y -Glicoforina A) por cada 

107 de CMNs e incubó 20 min a 4 °C: después, se adicionó 20 µL de anti-Biotin MicroBeads 

e incubó 15 min a 4 °C. Posteriormente, las células se lavaron con solución MACS y las 

células T fueron separadas por selección negativa. 

Las células Tregs aloespecíficas expandidas fueron marcadas con CTV y co-cultivadas con 

células T CD3+ convencionales (Tconv) autólogas (marcadas con CFSE) en una proporción 

1 Treg: 4 células Tconv. Las células se estimularon con CDs-Mo alogénicas en medio de 

expansión con 10% SH-AB. En algunos co-cultivos se adicionaron IFN-ϒ, IL-6, IL-4 y 

TNF-α en una concentración de 10 ng/mL por cada citocina. Al día 4, se realizó una tinción 

superficial con anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD3 durante 20 minutos a 4˚C en oscuridad, se 

lavaron con solución FACS y las células se fijaron con paraformaldehído al 2%. Las 

muestras se adquirieron en un citómetro de flujo para determinar la proliferación de células 

T CD8+ y CD4+ por dilución del CFSE. Los resultados se analizaron con el programa FlowJo 

vX.0.7. Ver estrategia de análisis en la Figura D del Anexo II. Para calcular el porcentaje de 

supresión se utilizó la fórmula de la sección 7.6. 

6.10. Análisis del fenotipo por citometría de flujo  

Muestras de células Tregs expandidas se marcaron superficialmente con anti-CD4, anti-

CD25, anti-CCR7, 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 tinción intracelular se utilizó Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Kit 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, después del lavado con la solución 

FACS, las células se suspendieron en la solución de Fijación/Permeabilización (1 parte de 

la solución 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 solución de Permeabilización 1X. Posterior a esto, se realizó la tinción con anti-

FOXP3, anti-Helios y anti-CTLA-4 durante 30 min a 4°C en oscuridad; al final, las células 

se lavaron con solución de Permeabilización 1X. Las muestras se adquirieron en el citómetro 

de flujo Attune® y los resultados (frecuencias e Intensidades Medianas de Fluorescencia) se 

analizaron con el programa FlowJo vX.0.7. Ver estrategia de análisis en la Figura A del 

anexo II. 
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6.11. Análisis de la metilación de la TSDR en el gen de Foxp3  

Para la extracción de ADN y tratamiento con bisulfito de sodio se usó 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 reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) empleando el ADN tratado con bisulfito de sodio: p-5′-

TGATTTGTTTGGGGGTAGAGGATTTAGAG-3′ y o-5′-TATCACCCCACCTAAACC 

AAACCTACTACA-3′. Las condiciones de amplificación 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 extensión final de 10 

min a 72 °C. Los productos de PCR fueron purificados usando QIAEX II 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 DH5α (quimiocompetentes) 

fueron transformadas con los vectores recombinantes; las colonias bacterianas positivas 

fueron seleccionadas individualmente, de las cuales se purificó el ADN plasmídico 

recombinante usando el Mini Kit de Extracción de Plásmido FavorPrep (Favorgen, Pingtung, 

Taiwán). Los plásmidos 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. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico de los datos se realizó con el programa de cómputo GraphPad Prism 

6.01 (San Diego, E.U.A). Para determinar la distribución de los datos, se utilizó 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 distribución 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 distribución no normal, respectivamente. Las 

diferencias entre más de dos grupos se calcularon utilizando la prueba ANOVA de una vía o 

Kruskal-Wallis para datos con distribución normal o no normal, respectivamente. Los 

gráficos se expresan como Media ± Error Estándar de la Media (EEM). Los valores con 

p<0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 
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6.13. Diagrama de Flujo 

 

 

 

    

Figura 10. Esquemas de los protocolos de aislamiento y expansión ex vivo de células Tregs.  a) 
Protocolo de expansión 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 expansión de células Tregs aloespecíficas usado para muestras de los pacientes 
con ERC y de sus respectivos controles. 
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7. RESULTADOS 

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

BLT 

7.1.1. La expansión de células Tregs de los pacientes Tx-BLT aumenta la expresión del 

FOXP3 y su función supresora 

En un estudio previo de nuestro grupo, se reportó una disminución de la proporción de células 

Tregs en sangre de pacientes con trasplante renal tratados con belatacept (Tx-BLT) a largo 

plazo, en comparación con individuos sanos[272]. Además, las células Tregs de los pacientes 

tenían disminuidos tanto la expresión del FOXP3, como, su capacidad supresora in vitro[272]. 

Para investigar si la expansión ex vivo podría restaurar la expresión del FOXP3 y la función 

de las células Tregs de los pacientes sometidos a terapia inmunosupresora a largo plazo, se 

aislaron las células Tregs CD4+CD25hi 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 (poliTregs). En la tabla 8 se presentan los principales datos 

demográficos de los pacientes Tx-BLT incluidos en el presente trabajo. Después de cuatro 

semanas de expansión ex vivo, no hubo diferencia en la proliferación de las células Tregs de 

los pacientes Tx-BLT en comparación con los controles sanos en cada día evaluado (Figura 

11a). Además, la proporción de las células T CD25+FOXP3+ en las Tregs purificadas (día 0) 

se mantuvo en las poliTregs de ambos grupos a lo largo de la expansión (Figura 11b).  

Tabla 7 ǁ Datos demográficos de los receptores renales tratados con BLT. 
 

 
Belatacept 

(n=9) 

Control 

(n=9) 

Edad (Años) 31.08 ± 10.1 (18-57) 35 ± 10.5 (24-54) 

Genero (F/M) 5/4 5/4 

Edad Donador (Años) 36.12 ± 9.47 (21-54) N/A 

Género Donador (F/M) 17/7 N/A 

Haplotipos (2-H/ 1-H/0-H) 2/4/3 N/A 

Causa de ERC 

Desconocida: 3 

Diabetes mellitus: 3 

Glomerulonefritis: 3 

N/A 

TFGe (mL/min) 79.6 ± 16.5 (40.1-107.7) N/A 

Tiempo con trasplante (años) 7.28 ± 0.91 (5.9-8.67) N/A 

TFGe, tasa de filtración glomerular estimada; N/A, no aplica. 
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Similar al reporte anterior[272], las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expresaron niveles 

más bajos del FOXP3 (Intensidad Mediana de Fluorescencia, IMF) en el día 0 (Figura 11c: 

Sanos= 29.7 ± 11.8 vs BLT= 16.8 ± 10.0, p<0.05), pero de manera importante, este factor de 

transcripción fue incrementado significativamente en las poliTregs de ambos grupos en los 

días 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 expansión. Asimismo, en 

el día 28 de cultivo la expresión del CD25 aumentó significativamente en las poliTregs de 

ambos grupos (Figura 11d: Sanos día 0= 19.0 ± 20.3 vs Sanos día 28= 122.7 ± 105.2, p<0.01; 

BLT día 0= 25.0 ± 22.0 vs BLT día 28= 99.8 ± 59.7, p<0.05). Es importante resaltar que, la 

expresión de ambas proteínas FOXP3 y CD25 en las poliTregs fue similar entre ambos grupos 

de estudio en los días 14 y 28 de expansión (Figura 11c y d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Las células Tregs de los receptores renales tratados con belatacept aumentan la expresión 

del FOXP3 y CD25 después de ser expandidas ex vivo. a-f) Las células Tregs CD4+CD25hi aisladas de 

sangre de receptores renales tratados con belatacept (BLT, triángulos negros) o controles (Sanos, círculos 

blancos) fueron expandidas durante 4 semanas con anti-CD3/anti-CD28 e IL-2 en presencia de rapamicina 

(protocolo Fig. 10a). La expresión de las proteínas CD25 y FOXP3 se evaluó mediante citometría de flujo 

(Estrategia de análisis: Figura A del anexo II). La proliferación de las células Tregs de pacientes Tx-BLT 

fue similar a las células Tregs de individuos sanos. El incremento relativo se calculó dividiendo el número 

de Tregs obtenidas en el día evaluado entre el número de células Tregs del día 0. b) La proporción de 

células CD25+FOXP3+ se mantuvo en células Tregs de ambos grupos expandidas a largo plazo. La 

expresión del FOXP3 (c) y CD25 (d) se incrementó en las células Tregs expandidas. La Intensidad Mediana 

de Fluorescencia relativa (IMFr), se calculó dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control FMO. 

En los incisos b, c y d se muestran experimentos representativos del día 28 de expansión, y como control 

se utilizó FMO representado como histogramas grises. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba 

U de Mann-Whitney o la prueba de Suma de rangos de Wilcoxon. Los resultados se presentan como media 

± error estándar de la media. Los resultados estadísticamente significativos se indican como * p <0.05, ** 

p <0.01, *** p <0.001. 
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Para una mejor caracterización de las células Tregs expandidas, se evaluó la expresión de 

otros marcadores típicos de células Tregs incluyendo Helios, CTLA-4 y CCR7. Helios, un 

miembro de la familia de los factores de transcripción Ikaros, es importante para la función 

inmunoreguladora de las células Tregs[304]. Como se muestra en la Figura 12a, después de 28 

días de expansión, la proporción de las células Helios+ y la expresión del mismo factor de 

transcripción se mantuvo en las poliTregs de los pacientes Tx-BLT y de los controles sanos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Las células Tregs de los receptores renales Tx-BLT expandidas con rapamicina mantienen su 

expresión de Helios e incrementan su expresión del CTLA-4 y CCR7. La expresión del Helios, CTLA-4 y 

CCR7 se evaluó mediante citometría de flujo (Estrategia de análisis: Fig. A del anexo II) en las células Tregs 

de pacientes Tx-BLT (triángulos negros) o de los controles sanos (círculos 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), así como un aumento en la expresión del 

CTLA-4 (b) y CCR7 (c). En los incisos a, b y c se muestran experimentos representativos del día 28 de 

expansión; como control se utilizó FMOs representados como histogramas grises. Los resultados se presentan 

como media ± EEM. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de 

Suma de rangos de Wilcoxon. Los resultados estadísticamente 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 función mediada por las células Tregs, 

bloqueando la coestimulación de las células T[131]. Nuestros datos mostraron un aumento 

significativo en la frecuencia de las células CTLA-4+ (Figura 12b: Sanos día 0= 29.6 ± 23.0 

vs Sanos día 28= 86.0 ± 14.1 %, p< 0.001; BLT día 0= 29.8 ± 29.0 vs BLT día 28= 76.0 ± 

17.7 %, p<0.05) y la expresión del CTLA-4 (Figura 12b: Sanos día 0= 10.8 ± 12.2 vs Sanos 

día 28= 37.2 ± 17.8, p< 0.001; BLT día 0= 5.15 ± 6.3 vs BLT día 28= 25.6 ± 16.6, p<0.01) 

en las Tregs de los pacientes Tx-BLT y de los individuos sanos después de la expansión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas tienen una gran capacidad 

supresora in vitro. En el día 28 de expansión, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT (triángulos 

negros) o de individuos sanos (círculos blancos) se cocultivaron con células mononucleares (CMN) 

marcadas con CFSE y se estimularon con anti-CD3/anti-CD28. En el día 4 de cultivo, se determinó la 

proliferación de las células T CD4+ y CD8+ por dilución del CFSE (Estrategia de análisis: Fig. B del 

anexo II). a) Se muestra un experimento representativo. b, c) Las células Tregs de los pacientes tuvieron 

una alta capacidad supresora de la proliferación de células T CD4+ (izquierda) y CD8+ (derecha) en todas 

las condiciones evaluadas (b), aún en presencia de citocinas inflamatorias (c). El incremento relativo (IR) 

del porcentaje de supresión se calculó dividiendo el porcentaje de supresión en presencia de la citocina 

entre el porcentaje de supresión en ausencia de citocinas (medio). Los resultados se presentan como media 

± EEM. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba U de Mann-Whitney o ANOVA de una vía.  
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CCR7 participa en la migración de las células Tconv y las células Tregs a los ganglios 

linfáticos[305]. La proporción de las células CCR7+ (Figura 12c: Sanos día 0= 63.5 ± 23.4% 

vs Sanos día 28= 91.8 ± 12.2 %, p<0.01; BLT día 0= 59.4 ± 33.4% vs BLT día 28= 90.5 ± 

4.4 %, p<0.05) fue incrementado en las poliTregs de los pacientes Tx-BLT y de los controles 

sanos como resultado de la estimulación in vitro. 

Para evaluar si el aumento de la expresión de marcadores relacionados con una función 

inmunoreguladora, observado en las poliTregs después de la expansión ex vivo, se correlaciona 

con una mayor capacidad funcional de estas células, se realizaron ensayos de supresión in 

vitro. De manera importante, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas durante 

14 días (datos no mostrados) y 28 días (Figuras 13a and b) suprimieron la proliferación de 

las células T CD4+ y CD8+ autólogas, 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 función supresora ante un microambiente 

inflamatorio 

Para evaluar la estabilidad funcional de las células Tregs expandidas en un microambiente 

inflamatorio, se realizaron ensayos de supresión in vitro en presencia de citocinas IFN-γ, IL-

4, IL-6 o TNF-α. En la Figura 13c se muestra que las poliTregs de pacientes Tx-BLT 

presentaron una gran capacidad para inhibir la proliferación de las células Tconv CD4+ y 

CD8+ en presencia de cada citocina evaluada, similar a las poliTregs de los controles sanos.   

Para ahondar más en la estabilidad de las células Tregs, evaluamos el efecto de un 

microambiente inflamatorio en el fenotipo de las poliTregs después de una semana adicional 

de expansión en presencia de IFN-γ, IL-4, IL-6 o TNF-α. Las poliTregs de los pacientes y de 

los controles mantuvieron la proporción de células CD25+FOXP3+ (Figura 14a y b) y CTLA-

4+ (Figura 14c) en todas las condiciones evaluadas. Además, la expresión de FOXP3 no 

disminuyó significativamente en las poliTregs de ambos grupos cuando se expandieron en 

presencia de IFN-γ e IL-4 (Figura 14d). Sin embargo, cuando las poliTregs fueron estimulados 

en presencia de IL-6 o TNF-α, los niveles del FOXP3 disminuyeron significativamente sólo 

en las células Tregs de los pacientes Tx-BLT (Figura 14d). Por el contrario, la expresión 

CD25 no disminuyó ni en poliTregs de los controles sanos, ni en las poliTregs de los pacientes 

Tx-BLT, después de la activación 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 expresión del 

FOXP3 en presencia de IL-6 y TNF-α. En el día 28, las células Tregs expandidas de los controles sanos 

(círculos blancos) o de los pacientes Tx-BLT (triángulos negros) se estimularon una semana con anti-

CD3/anti-CD28 en presencia o ausencia de IFN-γ, IL-4, IL-6 o TNF-α. La expresión de las moléculas 

CD25, CTLA-4 y FOXP3 se determinó mediante citometría de flujo (Estrategia de análisis: Fig. A del 

anexo II). a) Se muestra un experimento representativo. b-d) La activación 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 expresión del 

FOXP3 (IMF relativa) se mantuvo en las Tregs expandidas cuando se activaron en presencia de IFN-ϒ e 

IL-4, pero esta expresión disminuyó significativamente sólo en las células Tregs de las pacientes activadas 

en presencia de L-6 y TNF-α. El incremento relativo (IR) del porcentaje de las células o de la IMF se 

calculó dividiendo el valor en presencia de la citocina entre el valor en ausencia de citocinas (medio). Los 

datos se presentan como media ± EEM. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba ANOVA de 

una vía. Los resultados estadísticamente significativos se indican como * p <0.05. 
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7.1.3. La expansión ex vivo de las células Tregs no restaura el estado de desmetilación de la 

TSDR en las Tregs de los pacientes Tx-BLT 

Para determinar si el fenotipo y estabilidad funcional observada en las poliTregs se asoció con 

su estado epigenético, se evaluó la desmetilación de citosinas en la TSDR (por sus siglas en 

inglés, Treg-specific demethylated region) del gen de Foxp3. Como se reportó anteriormente 

[272], el porcentaje de desmetilación en la TSDR de Foxp3 en las células Tregs recientemente 

purificadas (día 0) fue menor en las Tregs de los pacientes Tx-BLT en comparación con los 

controles sanos (Figura 15a y b: Sanos= 69.3 ± 20.1 vs BLT= 38.7 ± 29.2, p= 0.212). Al final 

de la expansión ex vivo (día 28), la desmetilación de los sitios CpG de la TSDR fue menor 

en las células Tregs de los pacientes en comparación con células Tregs de individuos sanos 

(Figura 15a y b: Sanos= 62.2 ± 18.5 vs BLT= 33.2 ± 12.5, p= 0.087).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

belatacept fueron recientemente publicados[306].  

Figura 15. La expansión ex vivo en presencia de rapamicina no restablece el estado de desmetilación 

en las células Tregs de los pacientes tratados con BLT. El análisis de metilación de los sitios CpG del 

TSDR (por sus siglas en inglés Treg-specific demethylated region) en el gen Foxp3 se evaluó en las células 

T CD4+CD25hi antes (Día 0) y después de 4 semanas de expansión (Día 28). a) Cada cuadrado representa 

un sitio de CpG analizado. El código de color de la metilación varía de blanco (0% de desmetilación) a 

azul (100% de desmetilación) según la escala de colores. Las células T naive muestran un TSDR 

completamente metilado y se usaron como control negativo. b) El porcentaje de desmetilación del TSDR 

de Foxp3 fue menor en las células Tregs de los pacientes tratados con BLT en comparación con células 

Tregs de controles, y este estatus se mantuvo después de 4 semanas de expansión. Los datos se presentan 

como la media ± EEM El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba t de Student de dos colas. Los 

resultados estadísticamente significativos se indican como * p <0.05. 
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7.2. Expansión ex vivo de células Tregs aloespecíficas de pacientes con ERC 

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

de ser expandidas a largo plazo  

La enfermedad renal crónica (ERC) es un proceso fisiopatológico multifactorial de carácter 

progresivo e irreversible que frecuentemente requiere terapia de reemplazo renal, es decir 

diálisis o trasplante[4]. Por tanto, los pacientes con ERC podrían ser candidatos a la 

inmunoterapia basada en células Tregs para la inducción de la tolerancia al trasplante, como 

alternativa al uso de fármacos inmunosupresores. Las características clínicas y demográficas 

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.  

 

Primero, se evaluó la frecuencia de las células Tregs en sangre de pacientes con ERC. Los 

pacientes presentaron una proporción de células Tregs CD4+CD25hiCD127- similar al de 

individuos sanos (Figura 16a). Además, la frecuencia de las células FOXP3+ dentro de la 

población CD4+CD25hiCD127- fue semejante entre ambos grupos de estudio (Figura 16b). 

Más importante, no se encontró una diferencia significativa en la expresión de los marcadores 

FOXP3 (Figuras 16c) y CD25 (Figuras 16d) dentro de la población celular 

CD4+CD25hiCD127-, respecto al grupo control.  

 

Tabla 8 ǁ Características demográficas de los pacientes con enfermedadrenal crónica. 
 

 Pacientes con ERC  

(n=5) 

Controles Sanos  

(n=14) 

Edad (Años) 33.2 ± 12.5 38.5 ± 11.6 

Genero (F/M) 2/3 6/8 

Edad Donador (Años) 44.2 ± 13.5 N/A 

Genero Donador (F/M) 3/2 N/A 

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

Causa de ERC 

Desconocida: 2 

Nefropatía por IgA: 1 

Diabetes mellitus tipo 2: 1  

Hipoplasia renal: 1 

N/A 
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Estudios en modelos animales han sugerido que las células Tregs con especificidad hacia un 

aloantígeno serían más efectivas para la inducción de la tolerancia al trasplante en 

comparación con células Tregs policlonales[236, 245-247, 252, 253]. En consecuencia, se procedió 

a evaluar si es posible aislar células Tregs aloantígenos-específicas (aloTregs) de los pacientes 

con ERC, las cuales sean funcionalmente estables después de una expansión a largo plazo 

(protocolo Figura 10b). Como se observa en la Figura 17a, después de ser aisladas las aloTregs 

de los pacientes con ERC tienen una cinética de proliferación 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 proporción de células CD25+FOXP3+ incrementa en las aloTregs expandidas a largo plazo 

respecto al día 0 de purificación, tanto en aloTregs de los pacientes (Figura 17b: ERC 

Figura 16. Pacientes con enfermedad renal crónica tienen una frecuencia normal de células Tregs 

CD4+CD25hiCD127- en sangre. Muestras de sangre de los pacientes con enfermedad renal crónica (ERC, 

círculos relleno negro) o de los individuos sanos (triángulos blancos) fueron marcadas con anticuerpos 

acoplados a fluorocromos anti-CD4, anti-CD25, anti-FOXP3 y anti-CD127; las muestras fueron adquiridas 

en un citómetro de flujo. a) La proporción de las células Tregs CD4+CD25hiCD127- de los pacientes con 

ERC fue similar al grupo de los controles sanos. b) Las células T CD4+CD25hiCD127- de los pacientes con 

ERC tienen un porcentaje de células FOXP3+(b), así como la expresión de las proteínas FOXP3 (c) y CD25 

(d), similar al grupo control. La IMFr se calculó dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control 

FMO. En los incisos a y c se muestran experimentos representativos, y como control se utilizó FMO 

mostrado en (c) como histograma blanco. La estrategia de análisis se muestra en la Figura C del Anexo II. 

El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Los resultados se presentan 

como media ± EEM.  
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purificadas= 89.4 ± 2.5% vs ERC expandidas= 98.7 ± 1.1%, p<0.01), como, en las aloTregs 

de los controles sanos (Figura 17b: Sanos purificadas= 88.2 ± 2.0% vs Sanos Expandidas= 

96.3 ± 3.2%, p<0.05). Además, se encontró un incremento de la expresión (IMF) de FOXP3 

en las aloTregs 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 expresión del CD25 incrementó en 

las aloTregs 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 expresión de las proteínas 

FOXP3 y CD25 en las aloTregs fue similar entre ambos grupos de estudio (Figura 17c y d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Las células Tregs aloespecíficas de los pacientes con ERC incrementan la expresión de los 

marcadores FOXP3 y CD25 después de la expansión ex vivo. Las células Tregs CD4+CD25hiCD127- 

(marcadas con CTV) de los individuos sanos (triángulos blancos) o de los pacientes con ERC (círculos 

negros) fueron estimuladas con CDs alogénicas. En el día 7 se purificaron las Tregs CD4+CD25hiCTV- 

(aloespecíficas) y se estimularon policlonalmente 4 semanas: al término de la expansión se evaluó la 

expresión de FOXP3 y CD25 mediante citometría de flujo (Estrategia de análisis: Fig. A del anexo II). a) 

Las células Tregs aloespecíficas de los pacientes proliferan de manera similar a las células Tregs de los 

individuos sanos. El incremento relativo se calculó dividiendo el número de células Tregs obtenidas en el 

día evaluado entre el número de células Tregs del día 0. b-d) Las células Tregs aloespecíficas expandidas 

de ambos grupos de estudio aumentan la proporción de células CD25+FOXP3+ (b), así como la expresión de 

los marcadores FOXP3 (c) y CD25 (d) respecto al día de purificación. En los incisos b, c y d se muestran 

experimentos representativos del día final de expansión, y como control se utilizó FMO representado como 

histograma blanco en los incisos c y d. La IMFr se calculó dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del 

control FMO. El análisis estadístico se realizó 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 estadísticamente 

significativos se indican como * p <0.05, ** p <0.01. 
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Para una mejor caracterización de las células Tregs expandidas, se evaluó la expresión de 

marcadores asociados a una función inmunosupresora. Las aloTregs 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 18c) y Helios+ (Figura 18d), similar a las aloTregs de 

los controles sanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2.2. Las Tregs aloespecíficas expandidas suprimen la proliferación células Tconv de 

manera antígeno-específica 

Posteriormente, se comprobó la capacidad inhibitoria de las células Tregs expandidas en 

ensayos de MLRs in vitro. Para lo anterior, las aloTregs fueron cocultivadas con las células 

Tconv autólogas y estimuladas con CDs de sus respectivos donadores o CDs de individuos 

Figura 18. Las células Tregs aloespecíficas de los pacientes con ERC expandidas tienen una alta 

expresión de las proteínas CTLA-4, LAG-3 y CD39. Las células Tregs aloespecíficas de individuos sanos 

(triángulos blancos) o de pacientes con ERC (círculos negros) fueron expandidas ex vivo por 4 semanas y al 

final se evaluó la expresión de CTLA-4, Helios, LAG-3 y CD39 mediante citometría de flujo (Estrategia de 

análisis: Fig. A del anexo II). a-d) Las aloTregs de los pacientes tienen una proporción 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, c y d 

se muestran experimentos representativos del día final de expansión, y como control se utilizó FMO 

representado como histograma blanco. La IMFr se calculó dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del 

control FMO La IMFr se calculó dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control FMO. Los 

resultados se presentan como media ± EEM.  
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no relacionados (3ro). En la figura 19a se presentan histogramas representativos de un ensayo 

de supresión, en los cuales se muestra que las aloTregs expandidas suprimen la proliferación 

de las células Tconv aloespecíficas sólo 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 aloTregs de ambos 

grupos fue significativa para inhibir la proliferación 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 aloTregs de los pacientes suprimen a 

las células Tconv de manera similar a las células Tregs de los controles (Figura 19b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Las células Tregs aloespecíficas de los pacientes con ERC expandidas ex vivo suprimen la 

proliferación de las células Tconv de manera antígeno-específica. a) Las células Tregs aloespecíficas de 

individuos sanos (triángulos blancos) o pacientes con ERC (círculos 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 día 4, se evaluó la proliferación de células Tconv mediante citometría de flujo 

(Estrategia de análisis: Fig. D del Anexo II). a) Histogramas representativos de un ensayo, se muestra que 

las células Tregs suprimen la proliferación 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 aloespecíficas suprimen la proliferación de las 

células T CD4+ y CD8+ (b), aún en presencia de citocinas inflamatorias (c). El incremento relativo (IR) se 

calculó dividiendo el % de supresión en presencia de la citocina entre el % de supresión en ausencia de 

citocinas (medio). Los resultados se expresan como media ± EEM. El análisis estadístico se realizó con la 

prueba U de Mann-Whitney o ANOVA de una vía. Los resultados estadísticamente significativos se indican 

como * p <0.05. 
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Para evaluar la estabilidad funcional de las aloTregs expandidas ante un microambiente 

inflamatorio, se realizaron ensayos de supresión in vitro en presencia de citocinas 

inflamatorias. Las aloTregs de los pacientes con ERC y de los individuos sanos presentaron 

una gran capacidad para inhibir la proliferación de las células T CD4+ (Figura 19c, izquierda) 

y de los CD8+ (Figura 19c, derecha) en presencia de todas las citocinas evaluadas (IFN-γ, IL-

4, IL-6 o TNF-α).   

7.2.3. Las Tregs aloespecíficas 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 aloTregs 

expandidas fueron estimuladas policlonalmente una semana adicional en presencia de 

citocinas inflamatorias. Al término del cultivo, se evaluó por citometría de flujo la expresión 

de marcadores inmunoreguladores, y se realizaron ensayos de supresión in vitro. La 

proporción de las células CD25+FOXP3+ en las aloTregs de los pacientes con ERC se mantuvo 

en presencia de cada citocina inflamatoria evaluada ((IFN-ϒ, IL-4, IL-6, TNF-α), al igual 

que las aloTregs de los controles sanos (Figura 20a y b). Además, la expresión (IMF) de 

FOXP3 en las células Tregs de ambos grupos de estudio se conservó en todas las condiciones 

estudiadas (Figura 20c). De manera similar, la estimulación con citocinas inflamatorias no 

afectó la frecuencia de las células CTLA-4+ (Figura 20d) y Helios+ (Figura 20e) en las 

aloTregs tanto de los pacientes con ERC, como, de los controles sanos. Adicionalmente, se 

evaluó si el mantenimiento del fenotipo de las aloTregs estimuladas en un microambiente 

inflamatorio se correlaciona con su función in vitro. Los resultados de este trabajo 

demuestran que las aloTregs de los pacientes inhibieron la proliferación de células Tconv 

CD4+ (Figura 20f, izquierda) y CD8+ (Figura 20f, derecha) aloespecíficas después de ser 

estimuladas en presencia de citocinas inflamatorias, y en la misma medida que las aloTregs 

expandidas de los controles sanos. 

Para determinar si la estabilidad observada en las aloTregs se correlaciona con su estado 

epigenético, se evaluó la desmetilación de la TSDR de Foxp3. De manera inesperada, a pesar 

de que las aloTregs expandidas mostraron un fenotipo y función supresora estable, los 

resultados preliminares muestran que la expansión ex vivo a largo plazo disminuye la 

desmetilación de los sitios CpG de la TSDR-Foxp3 en las células aloTregs de los pacientes y 

de los individuos sanos (Figura 21a y b).  
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Figura 20. Células Tregs aloespecíficas mantienen su fenotipo inmunorregulador después de ser 

estimuladas en un microambiente inflamatorio. a) Las células Tregs aloespecíficas expandidas se 

estimularon una semana con anti-CD3/anti-CD28 en presencia o ausencia de citocinas inflamatorias (IFN-γ, 

IL-6, IL-4 y TNF-α. a) Se muestra un experimento representativo. b-c) Las células Tregs aloespecíficas de 

ambos grupos de estudio mantienen el porcentaje de células CD25+FOXP3+ (b), CTLA´-4+ (d) y Helios+ (e), 

así como la expresión del FOXP3 (c) después de una expansión en un microambiente inflamatorio. f) Las células 

Tregs aloespecíficas de ambos grupos de estudio mantienen su capacidad de suprimir la proliferación de las 

células T CD4+ (izquierda) y CD8+ (derecha) después de una expansión en un microambiente inflamatorio. Las 

estrategias de análisis de citometría de flujo se muestran en las figuras A y B del anexo II).  El incremento 

relativo (IR) del porcentaje de células o de la IMFr se calculó dividiendo el valor en presencia de la citocina 

evaluada entre el valor en ausencia de citocinas (medio). Los datos se expresan como media ± EEM.  
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Finalmente, se evaluó el efecto de la criopreservación sobre la expresión de marcadores 

típicos de células Tregs y la capacidad inhibitoria de las aloTregs expandidas. Para dicho 

propósito, las aloTregs expandidas fueron criopreservadas por un largo periodo (> seis meses) 

y después de ser descongeladas, se realizó una segunda expansión policlonal durante dos 

semanas. De manera interesante, al final de la segunda expansión, las células aloTregs 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 

expresión del FOXP3 (Figura 22b: Sanos= 58.8 ± 36.0 vs ERC= 114.3 ± 38.2; p=0.093), en 

comparación con las células Tregs de los controles sanos. En contraste, la expresión (IMF) 

y el porcentaje de células positivas para las biomoléculas CTLA-4, Helios, LAG-3 y CD39 

fue similar en las aloTregs de ambos grupos (Figura 22c y d). Finalmente, para evaluar la 

funcionalidad de las aloTregs criopreservadas, se realizaron ensayos de supresión in vitro. 

Las aloTregs de los pacientes con ERC expandidas tienen la capacidad de suprimir la 

proliferación de las células T CD4+ y CD8+ después de ser criopreservadas, comparable a 

las células Tregs de los controles sanos (Figura 22e).  

 

Figura 21. La expansión ex vivo a largo plazo disminuye la desmetilación de la TSDR en las células 

Tregs aloespecíficas de pacientes con ERC. a) Cada fila representa un sitio de CpG analizado, y el código 

de color de la metilación varía de blanco (0% de desmetilación) a azul (100% de desmetilación) según 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 desmetilación de la TSDR de Foxp3 

disminuyó en las células Tregs aloespecíficas expandidas de pacientes e individuos sanos. Los datos se 

expresan como la media ± EEM.  
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Figura 22. Las células Tregs aloespecíficas de pacientes con ERC son fenotípicamente estables después 

de una criopreservación a largo plazo. Las células Tregs aloespecíficas expandidas fueron criopreservadas 

> seis meses; posteriormente, las células descongeladas se expandieron policlonalmente dos semanas y al 

final se evaluó el fenotipo de las células mediante citometría de flujo (a-d) y ensayos de supresión in vitro 

policlonales (e). a,b) Las aloTregs de los pacientes con ERC tienen una mayor frecuencia de células 

CD25+FOXP3+, en comparación con las células Tregs de individuos sanos al término de la segunda 

expansión (a); aunque no hubo diferencia en la expresión de FOXP3 (b). c,d) El porcentaje de células (c) y 

expresión (d) de las proteínas CTLA-4, Helios, LAG-3 y CD39 fue similar en las células Tregs 

criopreservadas de ambos grupos de estudios después de ser expandidas. e) Las células Tregs aloespecificas 

mantienen la capacidad de suprimir la proliferación de las células T CD4+ y CD8+ después de ser 

criopreservadas. En los incisos a y e se muestran experimentos representativos del día final de expansión. 

Las estrategias de análisis de citometría de flujo se muestran en las Figuras A y B del anexo II. La IMFr se 

calculó dividiendo la IMF de la muestra entre la IMF del control FMO. Los resultados se presentan como 

media ± EEM. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Los resultados 

estadísticamente significativos se indican como ** p<0.01. 
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8. DISCUSIÓN 

La inmunoterapia basada en la transferencia adoptiva de células Tregs ha demostrado ser 

eficaz en estudios preclínicos para inducir la aceptación de órganos sólidos trasplantados[223-

226, 233-249] y para prevenir el desarrollo de la EICH[227-230, 238, 250, 251]. En humanos, 

recientemente se ha utilizado la terapia adoptiva de células Tregs en pacientes con TCTH 

para prevenir o tratar los síntomas de la EICH. Estos trabajos han demostrado que el 

tratamiento es factible, seguro y potencialmente eficaz[291-297]. Sin embargo, los ensayos 

clínicos en pacientes con trasplante de riñón aún son limitados[300-302] y la mayoría de los 

estudios aún se encuentran en curso[220, 222, 307].  

Una de principales limitantes para la aplicación clínica de células Tregs en humanos ha sido 

el número 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 

diseñar protocolos para aislar, expandir y preservar células Tregs con el objetivo de obtener 

los números celulares necesarios para una inmunoterapia eficaz. Sin embargo, la mayoría 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 serían candidatos a la inmunoterapia con Tregs: el primero, a 

partir de pacientes que ya han recibido un trasplante renal, pero han sido mantenidos varios 

años bajo un régimen inmunosupresor; el segundo, a partir de pacientes con ERC candidatos 

a trasplante.  

Un estudio reciente mostró que es posible el aislamiento y la expansión policlonal de las 

células Tregs provenientes de receptores renales sometidos a inmunosupresión durante seis 

meses[300]. En este contexto, en un trabajo realizado previamente en el laboratorio se reportó 

que las células Tregs de receptores renales tratados con belatacept, un bloqueador específico 

de la coestimulación, a largo plazo (6 a 8 años) tienen una hipermetilación de citosinas de la 

TSDR-Foxp3, lo cual se asoció con disminución tanto de su expresión del FOXP3, como, su 

función supresora in vitro[272]. Sin embargo, actualmente se desconoce si es factible expandir 

ex vivo las células 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 reportó que la estimulación in vitro con IL-2 

puede restaurar la viabilidad de células Tregs de los receptores de hígado tratados con 
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inhibidores de calcineurina[308]. Asimismo, las células Tregs de los pacientes con distintas 

inmunopatologías mostraron una mayor capacidad supresora in vitro después de ser 

expandidas, en comparación con las células Tregs recién purificadas de los mismos 

pacientes[309]. Basado en lo anterior, hipotetizamos que la alteración funcional de las células 

Tregs de los pacientes tratados con BLT podría ser resultado de la exposición prolongada a 

un ambiente alterado de citocinas y/o una señalización defectuosa causado por el bloqueo de 

la coestimulación, lo cual podría ser revertido con una estimulación ex vivo.  

Los protocolos de expansión ex vivo de células Tregs consisten en una estimulación inicial 

con anti-CD3/anti-CD28 (policlonal) o con células presentadoras de antígeno (antígeno-

específicas) en presencia de IL-2[220]. Sin embargo, se ha demostrado que la estimulación 

crónica del TCR en células Tregs puede causar una disminución de los niveles del FOXP3 y 

de su capacidad supresora[310]. Los protocolos experimentales usados en este trabajo (Figura 

10) fueron diseñados para minimizar la estimulación crónica de las células Tregs y para 

mantener la expresión del FOXP3 mediante la adición de rapamicina (un inhibidor de la vía 

PI3K/Akt/mTOR), como han reportado trabajos previos[262-266]. Notablemente, las células 

Tregs de los pacientes tratados con BLT pueden ser expandidas policlonalmente de manera 

eficiente en presencia de rapamicina (poliTregs), 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 intrínseco en su capacidad de proliferación. De manera importante, las 

poliTregs de los pacientes Tx-BLT mostraron características similares a las células Tregs de 

los controles sanos, incluyendo el aumento de los niveles de FOXP3, CTLA-4 y CD25. Uno 

de los mecanismos moleculares mediados por la rapamicina durante la expansión de las 

células Tregs incluye el aumento en la expresión de Pim-2, una serina-treonina cinasa 

involucrada en la proliferación y la supervivencia celular, lo cual confiere una ventaja 

proliferativa a las células Tregs sobre las Tconv[261]. Además, la rapamicina incrementa la 

expresión de PTEN[265], una fosfatasa que inhibe la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR, la 

cual es importante para mantener la función inmunoreguladora de las células Tregs[68]. La 

inhibición de la vía PI3K/Akt/mTOR permite la translocación nuclear de las proteínas FoxO1 

y FoxO3, las cuales se unen al locus de Foxp3 y cooperan para regular positivamente la 

expresión de FOXP3[69, 70]. 
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Asimismo, se demostró que es posible aislar y expandir las células Tregs de pacientes con 

ERC con aloespecificidad directa. De manera importante, con el protocolo diseñado en el 

presente trabajo se obtuvieron células Tregs aloespecíficas con una alta pureza (mayor al 

95%) determinado como la frecuencia de células CD25+FOXP3+, así como, un incremento 

de la expresión (IMF) de las proteínas FOXP3 y CD25, los cuales son requeridos para su 

función supresora. El fenotipo mencionado anteriormente puede deberse a un efecto de la 

adición de rapamicina, la cual, como se mencionó anteriormente, permite el crecimiento 

preferencial de las células Tregs y el mantenimiento de los niveles del FOXP3[261-266], y de 

TGF-β, el cual se ha relacionado con la estabilización a nivel epigenético de la expresión del 

FOXP3 mediante la inhibición del reclutamiento de metilasas de ADN en el Foxp3[311].  

El análisis fenotípico mostró que las poliTregs de los pacientes Tx-BLT y las aloTregs de los 

pacientes con ERC tuvieron un incremento en la expresión de los marcadores CD25 y de 

CTLA-4, que se correlaciona con el aumento de los niveles del FOXP3, el cual regula 

directamente la transcripción de ambas proteínas mediante la unión a sus genes Il2ra  y  

Ctla4[312]. Esto es funcionalmente relevante, ya que, la expresión del CTLA-4 en las células 

Tregs es fundamental para inhibir la función de las CPAs y de esta forma suprimir la 

proliferación de las células Tconv aloespecíficas[163, 313]. La interacción del CTLA-4 con sus 

ligandos CD80/CD86 en las CDs induce la expresión de IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa), 

una enzima que favorece el catabolismo del triptófano hacia quinurenina, un metabolito 

tóxico para las células Tconv[121]. Además, 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 coestimulación 

deficiente en las células T a través del CD28[122]. Consistente con estos conceptos, la 

deficiencia específica 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 hiperproducción de autoanticuerpos y una linfoproliferación exacerbada[313]. En el 

contexto de trasplante, utilizando diversos enfoques en modelos animales se ha establecido 

que la señalización por CTLA-4 participa en la inducción temprana de aceptación al 

aloinjerto, al inhibir la activación y la proliferación de las células Tconv [156-167, 314, 315].  
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La expresión del CD25, cadena α del receptor de IL-2, es esencial para promover la 

homeostasis y la función supresora de las células Tregs[64]. La union de IL-2 al CD25 activa 

la fosforilación del STAT5, un factor de transcripción que se une a la CNS2 en el locus de 

Foxp3 e induce la expresión del FOXP3[60, 73, 81]. Además, la union del STAT5 a la CNS2 

favorece el reclutamiento de la TET2, una metilcitosina dioxigenasa que cataliza la 

desmetilación de citosinas, a la CNS2 mantiene los sitios CpG en Foxp3 desmetilados[316, 

317]. Notablemente, cuando existe cantidad limitada de IL-2, las serina/treonina cinasas Mst1 

y Mst2 (altamente expresadas en células Tregs) detectan señales de IL-2 para promover la 

activación de STAT5 y, de esta manera, mantener la homeostasis de las células Treg, la 

estabilidad del linaje y su capacidad supresora [318]. 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 proliferación y la sobrevida de las células Tconv[115, 116]. 

Adicionalmente, las células Tregs expandidas de ambos grupos de pacientes mantuvieron la 

expresión del Helios, un miembro de la familia de factores de transcripción Ikaros, el cual es 

expresado por algunas subpoblaciones de células Tregs[319]. Estudios previos han descrito 

que la expresión de Helios es necesaria en las células Tregs para regular la transcripción de 

genes inmunomoduladores (Gitr, Cd25, Lag3, Cd39, Cd73, Cd103, Tfgb, Il10)[320, 321], 

promover la supervivencia[304] y mantener su fenotipo estable durante una respuesta 

inflamatoria[322]. Asimismo, el aumento de las células Tregs Helios+ se ha correlacionado con 

un buen pronóstico de aceptación del aloinjerto en humanos[323, 324]. De manera interesante, 

un trabajo reciente ha descrito que la expansión ex vivo de células Tregs de pacientes 

diabéticos mantienen su capacidad supresora a pesar de una reducción de la expresión de 

Helios[325], lo que sugiere que este marcador podría no definir necesariamente un estado 

funcional de las células Tregs. 

Interesantemente, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas mostraron una alta 

expresión del CCR7, un receptor de quimiocinas que participa en la migración de las células 

Tconv y de las células Tregs a los ganglios linfáticos, contribuyendo tanto a la respuesta 

inmune contra patógenos como en la tolerancia[305]. La expresión del CCR7 en las células 

Tregs está regulada por FoxO1, el cual se une directamente al locus de Ccr7[326]. Por lo tanto, 

la expresión constitutiva de PTEN en las células Tregs[68] y la adición de rapamicina en los 
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cultivos, podrían favorecer la transcripción del gen Ccr7 en las Tregs expandidas al inhibir 

la vía PI3K/Akt/mTOR y permitir la traslocación del Fox01 al núcleo[69, 70, 265]. Los resultados 

obtenidos en los modelos animales sugieren que el CCR7 desempeña un papel fundamental 

en la inducción de tolerancia al aloinjerto, mediante la regulación de la migración y el 

posicionamiento de las células Tregs en nichos funcionales definidos dentro de los ganglios 

linfáticos durante la respuesta inmune al trasplante[327-330].  

Por otra parte, un análisis más profundo del fenotipo de las células Tregs aloespecíficas de 

pacientes con ERC reveló que tienen una alta expresión de las proteínas LAG-3 y CD39. 

LAG-3, un miembro de la familia de CD4 altamente expresado en las células Tregs, 

interactúa con las moléculas del MHC-II con una alta afinidad e induce una vía de 

señalización inhibitoria que tiene como resultado final la inhibición de la maduración y la 

capacidad presentadora de antígenos en las CDs[127-129]. Además, LAG-3 es esencial para la 

máxima supresión de las células Tregs, ya que el bloqueo de LAG-3 en las células Tregs 

anula su función supresora in vitro e in vivo[128]. Es de destacar que las células Tregs pueden 

adquirir moléculas MHC-II a través de trogocitosis[130] y se había demostrado que células 

Tregs MHC II+ son más supresoras que células Tregs MHC II- [331]. En el contexto de 

trasplante, el aumento de la expresión de LAG-3 en las células Tregs contribuye a prolongar 

la sobrevida de aloinjertos modulando la producción de citocinas inflamatorias (IL-21 e IL-

17) en las células Tconv y la función de las CDs[130, 170, 171].  

Por otro lado, la expresión 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 

activación del receptor A2AR, lo cual aumenta la cAMP intracelular [117-119, 332]. En las células 

Tconv, el cAMP inhiben la señalización mediada por el TCR teniendo como resultado la 

disminución de la proliferación y de la producción de citocinas inflamatorias[119]. En las CDs, 

el cAMP disminuye la expresión de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86, y 

CD83) y aumentan la expresión de moléculas coinhibidoras (B7-H, B7-H3 y B7-DC)[119]. 

Además, la adenosina reduce el reclutamiento de leucocitos, la adhesión al endotelio, la 

fagocitosis, la producción de ROS y reduce la secreción de TNF-α e IL-6[120]. 

Adicionalmente, los niveles del CD39 ha sido asociado en el control de la inflamación 

durante la respuesta inmune contra el órgano trasplantado[150-152, 154, 155, 333, 334]. 
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Anteriormente, nuestro grupo de investigación demostró que las células Tregs de receptores 

renales tratados con BLT a largo plazo presentaron una reducción de su función supresora in 

vitro en comparación con células Tregs de individuos sanos[272]. 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 expresión de moléculas relacionadas con una función 

inmunorreguladora, como, FOXP3, CD25 y CTLA-4. Estos resultados podrían sugerir que 

la función alterada de las células Tregs de sangre de pacientes Tx-BLT a largo plazo podría 

deberse a una señalización defectuosa dependiente del CD28, como resultado del bloqueo de 

la coestimulación. De hecho, se ha reportado que la cola citoplasmática del CD28 contiene 

motivos de unión a Lck importantes en la diferenciación y función de las células Tregs al 

promover la expresión de los marcadores FOXP3 y CTLA-4[65-67]. Además, la señalización 

a través del CD28 es crucial para una óptima función in vivo de las células Tregs, ya que, la 

eliminación específica de Cd28 en células FOXP3+ desencadenó una grave autoinmunidad 

como consecuencia de alteraciones en la proliferación y la supervivencia de las células Tregs, 

así como, una disminución de los niveles de proteínas CTLA-4 y PD-1[335].  

De manera importante, en este trabajo demostramos que las células Tregs aloespecíficas de 

pacientes con ERC aisladas y expandidas suprimen la proliferación de células Tconv de 

manera antígeno-específica, que se correlaciona con el incremento de moléculas asociadas 

con una función inmunosupresora incluyendo FOXP3, CTLA-4, LAG-3 y CD39. Lo anterior 

toma importancia, ya que, las terapias actuales para prevenir el rechazo del órgano 

trasplantado incluyen el uso de fármacos inmunosupresores, los cuales no suprimen la 

función de las células Tconv aloespecíficas de manera específica y esto se ha asociado con 

efectos adversos en los pacientes a largo plazo[54]. En este contexto, estudios preclínicos han 

demostrado que la transferencia adoptiva de células Tregs con aloespecificidad directa 

inducen tolerancia al injerto por sí solas[233] o en sinergia con periodos cortos de tratamientos 

inmunosupresores[241, 244, 247]. Incluso se ha destacado el potencial de células Tregs humanas 

con aloespecificidad directa utilizando un modelo de ratón humanizado[252, 253]. En ambos 

estudios, las células Tregs aloespecíficas fueron más eficaces para proteger xenoinjertos de 

piel en comparación con Tregs policlonales[252, 253]. Alternativamente, las células Tregs con 

aloespecificidad directa podrían crear un entorno tolerogénico en el órgano trasplantado para 

promover el desarrollo de células Tregs con especificidad indirectas, logrando así la 

tolerancia a largo plazo[221].   
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Bajo ciertos escenarios inflamatorios, se ha reportado que algunas poblaciones de células 

Tregs pueden perder la expresión del FOXP3 y por tanto, su capacidad supresora[336]. En 

consecuencia, es crucial evaluar la estabilidad funcional de las células Tregs con fines 

terapéuticos. Nuestros resultados mostraron que las poliTregs de los pacientes Tx-BLT y de 

los aloTregs de pacientes con ERC inhibieron la proliferación de células Tconv CD4+ y CD8+ 

en presencia de citocinas inflamatorias (IL-6, TNF-α, IL-4 e IFN-γ). Más importante, las 

aloTregs de los pacientes con ERC mantuvieron su expresión 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 poliTregs 

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-α. 

Investigaciones previas muestran que las citocinas IL-6[258] y TNF-α[259] pueden 

desencadenar la degradación del FOXP3. Estos datos podrían indicar que células Tregs de 

los pacientes Tx-BLT serían menos estables en condiciones proinflamatorias, lo cual también 

podría ser debido a diferencias en el estado epigenético del gen Foxp3. 

Se ha demostrado que la estabilidad de la expresión del FOXP3 se correlaciona con la 

desmetilación completa de la TSDR dentro del locus de Foxp3[73, 80, 81]. Como se reportó 

anteriormente, las células Tregs de los pacientes Tx-BLT a largo plazo muestran un aumento 

de la metilación de la TSDR de Foxp3[272]. Esto concuerda con un modelo preclínico, en el 

cual hubo un hipermetilación de la TSDR en biopsias renales de individuos tratados con 

BLT[337]. Cuando analizamos el estado de metilación de la TSDR de Foxp3 en las células 

Tregs expandidas, encontramos que las poliTregs de los pacientes tratados con BLT mantenía 

una menor desmetilación de la TSDR en comparación con las células Tregs de los individuos 

sanos, lo cual podría 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 

expansión a largo plazo disminuyó el porcentaje de desmetilación en la TSDR-Foxp3, tanto 

en las aloTregs de pacientes con ERC, como, en las Tregs de los individuos sanos. 

Interesantemente, los porcentajes de desmetilación al final de la expansión 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 últimos fueron más estables ante un microambiente 

inflamatorio. Estos datos sugieren que el aumento de la expresión 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 podrían 

explicar la funcionalidad de estas células. En este contexto, se ha reportado que la 

hipometilación de citosinas y la adquisición del linaje Treg son independientes de la 

expresión del FOXP3[338]. Además, 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 

(metilación, acetilación), el posicionamiento de nucleosoma y la regulación mediada por 

miRNAs, así como, modificaciones postraduccionales de FOXP3 (fosforilación, acetilación, 

ubiquitinación)[60, 74-76].  

La criopreservación 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 infusión y, además, evita la activación crónica de 

las células Tregs que podría llevarlas a un estado de agotamiento celular[220]. Sin embargo, el 

conocimiento acerca de cómo el proceso de criopreservación puede afectar la estabilidad de 

las células Tregs aún es limitado. Se han publicado informes controversiales sobre si la 

criopreservación reduce la frecuencia de células Tregs FOXP3+ en sangre: algunos trabajos 

reportan una frecuencia de Tregs disminuidas[339, 340], mientras que otros no reportan 

diferencias significativas[341]. Nuestros resultados (datos no mostrados) y estudios previos[342, 

343] han demostrado que la expresión de los marcadores CD25 y FOXP3 en células Tregs, así 

como su función supresora, puede verse afectadas inmediatamente después del 

descongelación. En el presente trabajo demostramos que se pueden obtener células Tregs 

aloespecíficas funcionales después de ser descongeladas y reactivadas, lo cual coincide con 

trabajos previamente publicados[342, 343]. Estos resultados sugieren que sería 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 expresión del 

FOXP3 y su función supresora in vitro, sin embargo, la estabilidad del FOXP3 puede verse 

afectada en un microambiente proinflamatorio. Adicionalmente, demostramos que es posible 

expandir células Tregs aloespecíficas de pacientes con ERC candidatos a trasplante renal, 

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

1. Las células Tregs CD4+CD25hi de los receptores renales tratados con belatacept presentan 

un aumento de la expresión de marcadores inmunoreguladores (FOXP3, CD25, CTLA-4 

y CCR7) después de ser expandidas ex vivo policlonalmente en presencia de rapamicina, 

de manera comparable a las células Tregs de los individuos sanos. 

2. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas tienen una alta capacidad de 

suprimir la proliferación de las células Tconv, aún en presencia de citocinas inflamatorias, 

y de manera similar a las células Tregs de los controles sanos. 

3. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas tienen una disminución de la 

expresión del FOXP3 después de ser estimuladas en presencia de IL-6 y TNF-α.  

4. Las células Tregs de los pacientes Tx-BLT expandidas presentan una menor 

desmetilación de citosinas de la TSDR en el locus de Foxp3, comparadas con las células 

Tregs de los controles sanos. 

5. Las células Tregs de los pacientes con ERC aloespecíficas expandidas tienen una alta 

expresión de las proteínas FOXP3, CD25, LAG-3, CTLA-4 y CD39, similar a las células 

Tregs de los individuos sanos.  

6. Las células Tregs aloespecíficas de los pacientes con ERC tienen la capacidad de suprimir 

la proliferación de células Tconv de manera antígeno-específica, aún en presencia de 

citocinas inflamatorias. 

7. Las células Tregs aloespecíficas de los pacientes con ERC mantienen su fenotipo 

inmunosupresor después de ser activadas en presencia de citocinas inflamatorias y ser 

criopreservadas.  

8. Datos preliminares muestran que las células Tregs aloespecíficas de los pacientes con 

ERC e individuos sanos disminuyen la desmetilación 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 deberían ser 

incluidos en el protocolo de expansión de células Tregs con un fenotipo alterado, como en 

las Tregs de los pacientes tratados con BLT que tienen una hipermetilación de la TSDR-

Foxp3[272], para que puedan consideradas como una alternativa inmunoterapéutica. En este 

contexto, las células Tregs de pacientes con artritis reumatoide mostraron una función 

supresora defectuosa que pudo ser restaurada después del tratamiento in vitro con 

metotrexato, como resultado del incremento en la desmetilación de la TSDR y, en 

consecuencia, aumento de la expresión del FOXP3[344]. Asimismo, el estimulación in vitro 

de células T CD4+ de humanos[345, 346] y de ratón[347] en presencia de azacitidina, un inhibidor 

de metiltransferasas de ADN, promueve la expresión del FOXP3 debido al incremento de la 

desmetilación de citosinas en el locus de Foxp3. Estos resultados son consistes con ensayos 

clínicos fase 1/2, en los cuales se han demostrado que el tratamiento con azacitidina[348, 349] o 

con metotrexato[350, 351] incrementan la frecuencia de células Tregs FOXP3+ en sangre de 

pacientes con distintas inmunopatologías. 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 

metilación citosinas de la TSDR-Foxp3[73]. Por ejemplo, la estimulación de células T CD4+ 

vírgenes mediante TCR/IL-2/TGF-β junto con la inhibición de señales coestimuladoras de 

CD28[352], la adición de ácido retinoico[353] o de vitamina C[354-356] (un co-activador de la 

metilcitosina-dioxigenasa TET la cual controla la estabilidad del FOXP3[77]), incrementan la 

desmetilación en la CNS2 de Foxp3 y otras TSDRs (Gitr, Ctla4, Ikzf2, Ikzf4)[352-356], incluso 

en células T CD4+ de memoria[352]. Interesantemente, un estudio ha demostrado que la 

combinación 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 ratón y humanas[357]. Además, estas células iTregs mantuvieron la expresión del FOXP3 

ante un microambiente inflamatorio tanto in vitro como in vivo[357]. Más importante, estas 
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células iTregs fueron capaces de prevenir el rechazo de aloinjertos de piel[355, 357], así como, 

inhibir los síntomas de la EICH[354], la respuesta de hipersensibilidad y enfermedad 

autoinmune[357], en modelos preclínicos. Una última estrategia ha sido la modificación de la 

cromatina mediante el uso de la tecnología CRISPR-dCas9 acoplado a la TET, y aunque 

hasta ahora se ha obtenido una desmetilación parcial de la CNS2 en células iTregs[358], esta 

herramienta molecular tiene la ventaja de poder editar regiones específicas del ADN y de 

esta manera estabilizar el fenotipo. 

Alternativamente, un segundo enfoque sería aislar y expandir células Tregs que presenten 

una mayor estabilidad fenotípica ante una estimulación 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 expresión de CD45RA, ya que se 

ha reportado que las células T CD4+CD25hiCD45RA+[257, 359] y las células T 

CD4+CD25+CD127lowCD45RA+ [360, 361] mantienen la expresión del FOXP3 después de una 

expansión ex vivo a largo plazo (>3 de semanas) y muestran una mayor capacidad supresora 

in vitro, comparada con las células T CD4+CD25hi, lo que se correlaciona con un mayor 

porcentaje de desmetilación de la TSDR. Adicionalmente, en humanos se han descrito dos 

subpoblaciones de células Tregs fenotípicamente estables que pueden ser distinguidas 

después de una estimulación del TCR in vitro, las células Tregs CD137+CD154−[362] y las 

CD27+CD70-[363]: ambas poblaciones muestran una mayor proporción de células 

CD25+FOXP3+, superior capacidad para inhibir la proliferación de las células Tconv in vitro, 

menor producción de citocinas inflamatorias (IL-17, TNF-α, IFN-γ) e incremento de la 

desmetilación de citosinas en distintas TSDRs (Foxp3, Ctla4, Ikzf2, Ikzf4); cada característica 

en comparación con sus contrapartes las células CD137+CD154+ y las CD27-CD70+, 

respectivamente. De manera notable, ambas subpoblaciones de Tregs mantienen sus 

características inmunorreguladoras después de una estimulación in vitro a largo plazo[362, 363].  

Finalmente, en investigaciones futuras sería de gran interés diseñar y realizar un protocolo 

de expansión ex vivo de células Tregs, en el cual se combine el aislamiento de Tregs 

funcionalmente estables ante un estímulo prolongado y la adición 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)    1 mL 

• Piruvato de sodio 100 mM (Gibco)   1 mL 

• Antibióticos/Antimicóticos 100x (Gibco)   1 mL 

• 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)    1 mL 

• Piruvato de sodio 100 mM (Gibco)   1 mL 

• Antibióticos/Antimicóticos 100x (Gibco)   1 mL 

• Aminoácidos No-Esenciales (Gibco)  1 mL 

• Suero Humano AB o SFB    10 mL  

• Medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco)  86 mL 

PBS 10X (100 mL): 

• NaCl    8.0 g 

• K2HPO4  2.44 g 

• KH2PO4  0.24 g 

• Ajustar el pH a 7.4 con una solución de HCl o NaOH y aforar a 100 mL con agua 

destilada 

PBS-p-FORMALDEHÍDO 2% (100 mL):  

• p-Formaladehído 2 g 

• PBS 1X  aforar a 100 mL 

Calentar el PBS hasta aproximadamente 56 °C, agregar el p-formaldehído, ajustar el pH a 

7.4 con una solución de HCl o NaOH y aforar a 100 mL. 

SOLUCIÓN AMORTIGUADORA MACS (100 mL): 

• BSA   0.5 g 

• EDTA 0.5 M  0.4 mL 

• PBS 1X (pH 7.4) aforar a 100 mL 

SOLUCIÓN AMORTIGUADORA FACS (100 mL): 

• Suero fetal bovino   2 mL 

• EDTA 0.5 M   0.4 mL 

• Azida de Sodio 2.5%  0.4 mL 

• PBS 1X   97.2 mL 
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ANEXO II: ESTRATEGIAS DE ANÁLISIS PARA CITOMETRÍA DE 

FLUJO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A. Estrategia de análisis del fenotipo de las células Tregs.  

Figura B. Estrategia del análisis del ensayo de supresión policlonal in vitro.  
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Figura D. Estrategia del análisis del ensayo de supresión aloantígeno-específico in vitro.  

Figura C. Estrategia del análisis para determinación de la frecuencia de células Tregs en sangre. 
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ANEXO III: PUBLICACIÓN 
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