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RESUMEN

Actualmente, las estrategias terapéuticas para prevenir el desarrollo de
enfermedades mediadas por células T, incluyendo las autoinmunes y rechazo de
trasplantes, se basan en el uso de farmacos inmunosupresores los cuales pueden
tener efectos adversos a largo plazo como generar susceptibilidad a patologias
infecciosas o desarrollo de neoplasias. Las células T reguladoras (Treg)
CD4*CD25"FOXP3* son esenciales para prevenir el desarrollo de enfermedades
autoinmunes e inducir la tolerancia hacia alo-injertos, por lo que ha habido un
interés en utilizarlas como agentes terapéuticos. La inmunoterapia con Tregs
tendrian como ventajas que median su inmunosupresion de manera antigeno-
especifica, evitando asi efectos adversos de los farmacos inmunosupresores, y
podrian establecer la tolerancia inmunoldgica a largo plazo. Una limitante para la
aplicacién clinica de Tregs en humanos es el numero limitado en sangre periférica.
En el presente trabajo nos planteamos establecer un protocolo de expansion ex
vivo a largo plazo de células Treg FOXP3* con fenotipo y capacidad supresora
estable. Para lo anterior, se purificaron células T CD4*CD25" de individuos sanos
y se estimularon in vitro con anticuerpos anti-CD3/-CD28 e IL-2, en presencia o
ausencia de rapamicina. Los resultados mostraron que las Tregs expandidas
cuatro semanas en presencia de rapamicina mantuvieron una mayor expresion de
moléculas relacionas con su funcién supresora (FOXP3, Helios, CD25 y CTLA-4) y
su migracién (CCRY7), asi como una mejor funciéon supresora in vitro sobre la
proliferacion de células T CD4* y CD8*. Por ultimo, las Tregs expandidas con
rapamicina después de ser criopreservadas tuvieron una alta expresion de FOXP3,
CD25, Helios, CTLA-4 y CCR7, y mejor capacidad supresora in vitro. En conclusién,
nuestros resultados demuestran que rapamicina favorece la expansion de las
células Tregs funcionales, evidenciando su potencial terapéutico en pacientes con

trasplantes de 6rganos o con enfermedades autoinmunes.



INTRODUCCION

1.1 Células T reguladoras

Las células T reguladoras (Treg) son una subpoblacién especializada de linfocitos
T CD4* que son requeridas para la induccién y mantenimiento de la tolerancia
inmunologica periférica [1]. Estas células  pueden suprimir la activacion,
proliferacion y funciones efectoras (como la produccién de citocinas) de una amplia
gama de células del sistema inmune, incluyendo linfocitos T CD4* y CD8", células
asesinas naturales (NK), células NKT, linfocitos B y células presentadoras de
antigeno (CPA), tanto in vitro como in vivo [2]. Esta diversidad de poder controlar la
respuesta inmune hace que las células Treg sean esenciales para: a) prevenir de
enfermedades autoinmunes, inmunopatologias y alergias; b) regular la respuesta
inmune contra infecciones de origen viral, bacteriano o parasitario; ¢) mantener la
homeostasis intestinal; d) inducir y mantener la tolerancia materno-fetal y hacia el

alo-injerto [2].

Aunque existen varias subpoblaciones de linfocitos T reguladores y por lo tanto gran
heterogeneidad en su fenotipo, la subpoblacién mayoritaria y mejor estudiada se
caracteriza por la expresion constitutiva de CD25 y el factor de transcripcién
FOXP3, el cual es indispensable para mantenimiento de su funcién supresora [1].
La importancia de este factor se pone en evidencia en experimentos donde
mutaciones de FOXP3 conllevan una autoinmunidad hiperproliferativa fatal [3, 4].
Por ejemplo, en ratones, la mutacién espontanea “Scurfy”, que induce una pérdida
de la funcién de FOXP3, induce la ausencia completa de células Tregs conduciendo
a la muerte de los ratones a las 3-4 semanas de edad [3]. De manera similar,
pacientes con enfermedad autoinmune multisistémica IPEX (immunedysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked sindrome) presentan un fenotipo
poliendocrino autoimmune que se relaciona con la pérdida de células Tregs

funcionales [4, 5].



1.2 Subtipos de células T reguladoras

Las células Treg CD25"FOXP3* de acuerdo a su lugar de generacion se han
clasificado en dos principales subtipos: células T reguladoras de origen timico
(tTreqg), y células T reguladoras adaptativas o inducidas (iTreg), que se generan en
la periferia (fuera del timo) [1]. Existen diferencias fundamentales en las sefales

que favorecen el desarrollo de ambas subpoblaciones y se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Comparacién entre células T reguladoras timicas e inducidas

CARACTERISTICA tTreg iTreg

Organos linfoides secundarios,
Sitio de Induccion Timo tejidos con inflamacion, tejido
trasplantado.

Citocinas Requeridas IL-2 e IL-15, TGF-B? IL-2, TGF-B, Acido Retinoico

Co-estimulacion Requerida CD28 CTLA-4

Alo-antigenos, alergenos de comida,
Especificidad Auto 6 alo-antigenos microbiota de intestino, tejido
trasplantado, auto-Ag (inflamacion).

Marcadores Comunes FOXP3, CD25, GITR, CTLA-4

Helios, Nrp1, PD-1,

Marcadores Especificos Swap70 Dapl1, Igfbp4
Dependiente
Mecanismo de Supresion contacto célula- Dependiente de citocinas?

célula?

Modificado de [6].

1.2.1 Células T reguladoras timicas

La evidencia del origen timico de las células Treg se basan en experimentos en
ratones neonatos que desarrollan autoinmunidad si el timo se elimina (timectomia)
en el dia 3 de nacimiento pero no en el dia 7 [7, 8]. Aunque existe controversia, se
ha propuesto que la especificidad del TCR hacia antigenos propios es importante
para la seleccion de linfocitos tTreg [1, 9]. Estudios realizados en ratones RAG
deficientes con TCR transgénicos especificos para péptidos extranos como
ovoalbumina o proteina basica de mielina, tienen una disminucién o ausencia de

células tTreg [10, 11]. En contraste, ratones silvestres (RAG intacto) son capaces



de recombinar las cadenas TCRa que se acoplan a las TCR para generar los TCR
especificos para los complejos de auto-péptido-MHC Il y por lo tanto permitir el
desarrollo de células Treg [11]. Estos mismos modelos de estudios han mostrado
que las células tTreg requieren de una sefial de alta avidez mediada por el TCR y
la expresion del antigeno por células estromales timicas para ser seleccionadas
[11, 12]. Cabe mencionar que esta alta avidez es muy cercana a aquella que
desencadena la seleccion negativa de los timocitos [9]. De hecho, se ha observado
que la reduccion de las senales inducidas por el TCR se correlaciona con una
disminucion de las células tTreg, mientras que el aumento de la intensidad de la

sefal de TCR favorece su generacion [9].

Consistente con los anteriores conceptos, las células tTreg requieren senales a
través del TCR para su desarrollo y homeostasis. Por ejemplo, ratones con células
T deficientes de LAT o con mutacién en LAT que no permite su interaccién con la
fosfolipasa C gamma 1 (PLCy1), ambas moléculas importantes para la sefalizacion
del TCR, desarrollan autoinmunidad debido a la ausencia de células Treg [13-15].
Del mismo modo, una disminucién en la funcion de ZAP70 debido a una mutacién
afecta el desarrollo de tTreg; ratones deficientes de otras moléculas de
senalizacion rio abajo del TCR como PKC8, Bcl10, Lck, o CARMA1, asi como
ratones que carecen de IKKB o NF-KB/Rel también tienen un defecto en el
desarrollo y mantenimiento de los linfocitos Treg [16-24]. Asi, los datos apoyan que
el TCR y sus moléculas de senalizacién rio abajo estan directamente involucrados

en la generacion de células Treg.

Ademas de las sefales de TCR, las sefales co-estimuladoras a través de CD28
tienen un papel esencial en la diferenciacion de las células tTreg. Ratones
deficientes de CD28 o CD80/CD86 tiene una disminucion en las frecuencias de
células T FOXP3* en el timo y periferia [25, 26]. Cabe resaltar que el dominio de
union a Lck en la cola citoplasmica de CD28 y c-Rel (miembro de la familia del NF-
KB) activado rio debajo de CD28 son criticos para la inducciéon de FOXP3, lo que
sugiere un rol coordinado entre las sefiales del TCR y de CD28 para la
diferenciacion timica de las células Treg [27-29].



Aunado al mecanismo anterior, se han propuesto sefales adicionales a las del TCR
que participan en la generacién de las células tTreg. Se propone que la generacién
de esta células ocurre en un proceso de dos pasos: el primero depende de la alta
avidez de las sefales del TCR que da lugar a la generacioén de células precursoras
CD4*CD25"FOXP3-, y la siguiente fase donde estas células precursoras expresan
FOXP3 en respuesta a citocinas como IL-2 e IL-15 que inducen senales a través

de la cadena gamma comun (yc) y activan STAT5 [30, 31].

1.2.2 Células T reguladoras inducidas

Las células iTreg se pueden generar a partir de células T CD4" virgenes tanto in
vitro como in vivo a través de distintas vias y dependiendo de los contextos
inmunoldgicos. Uno de los mecanismos mejor definidos en la induccién de linfocitos
Tregs involucra un mecanismo dependiente TGF-. Asi, la estimulacion de linfocitos
T CD4*CD25 virgenes a través de su TCR y en presencia de TGF-3 se genera de
novo una subpoblacién de células que son fenotipicamente similares a los linfocitos
tTreg, en cuanto a la expresion de CD25, CTLA-4 y FOXP3 [6]. Mecanisticamente,
TGF-B a través de su receptor activa SMAD3 el cual puede unirse al gen FOXP3y
en conjunto con otros factores induce su expresion (ver apartado 1.3 Regulacién
de la expresion de FOXP3) [32].

La especificidad del TCR que presentan las células iTregs generadas in vivo es
parcialmente diferente al de las células T virgenes periféricas y difiere en su
mayoria con los TCRs de las células tTregs, lo que sugiere que cierto tipo de
antigenos favorecen la generaciéon de Tregs en periferia [33]. Ademas la intensidad
de las senales a través de su TCR parecen ser diferentes al de las células tTreg,
ya que en un inicio se observé que la induccién de Tregs in vitro es favorecida por
sefales sub-6ptimas de TCR o sefales dptimas en presencia de alta concentracion
de TGF-( [34-36].



El tipo de co-estimulo también es diferente en ambas poblaciones de Treg: mientras
que para la generacién de linfocitos tTregs es necesaria la interaccién con CD28,
en periferia el entrecruzamiento de CD28 inhibe la induccién de FOXP3 en linfocitos
T virgenes bajo estimulacion con TGF-f3; por el contrario, un estimulo inhibitorio por
medio de CTLA-4 (regulador negativo de la sefializacion del TCR) es necesario

para generar iTreg en presencia de TGF-3 [37, 38].

In vivo existen condiciones tolerogénicas (estimulacion cronica con bajas dosis de
antigeno en un microambiente no inflamatorio) que favorecen el desarrollo de
linfocitos iTregs FOXP3* [6l. Por ejemplo, en el microambiente intestinal es rico en
células dendriticas CD103" las cuales producen altas cantidades acido retinoico
(RA) y TGF-B, y ambas moléculas inducen la expresion de FOXP3 en células T
CD4* virgenes (ver apartado 1.3 Regulacion de la expresion de FOXP3); de esta
manera, la exposicion crénica a antigenos de la dieta y de la flora bacteriana

favorece la generacion de iTregs especificas a dichos antigenos [6].

1.2.3 Marcadores moleculares para distinguir células tTreg de iTreg

Diversos estudios han propuesto marcadores moleculares que permitan diferenciar
linfocitos tTreg de iTreg: ambas subpoblaciones expresan marcadores comunes
como CD25, FOXP3, GITRy CTLA-4, pero las tTregs exhiben una mayor expresion
de PD-1, Neuropilina 1 (Nrp1), Helios (lkzf2) y CD73, en comparacion con iTregs

[6, 39, 40]; no obstante, existe controversia entre los diversos estudios.

Helios es un factor de transcripcion que en un principio se propuso podria
diferenciar las Treg timicas (Helios*) de las Treg inducidas (Helios) [41]. Sin
embargo, estudios mas recientes han demostrado que células Treg humanas y de
ratbn generadas in vitro pueden expresar este factor dependiendo de las

condiciones de activacion [42, 43].

Nrp-1 también ha sido propuesto como marcador de células tTreg, debido a que en
ratones RAG deficientes y con TCR transgénicos especifico para la proteina basica
de mielina, las iTreg generadas in vivo e in vitro fueron Nrp1'°¥; mientras que las

tTregs del raton silvestre la mayoria (57%) expresaron Nrp1 [39]. Ademas, las



células T Nrp-1"FOXP3* tuvieron una baja expresion de los ARN mensajeros de
Nrp1, Helios y Swap70, y una alta expresion de Dapl1 y Igfbp4 [39]. No obstante,
linfocitos T CD4* y CD8" humanos pueden expresar Nrp-1 cuando son estimulados

in vitro con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 [44].

Por lo tanto, es necesario encontrar marcadores moléculas que nos permitan

diferenciar entre ambas subpoblaciones de células Treg.
1.3 Regulacién de la expresion de FOXP3

Factores de transcripcion activados rio abajo del TCR y CD28 (incluyendo NFAT,
NF-Kb, AP-1, entre otros), asi como de los receptores de las citocinas IL-2 y TGF-
(STAT5 y SMAD3, respectivamente), se unen a la region promotora y a tres
secuencias no codificantes conservadas (CNS1-3) del gen FOXP3 para regular su

transcripcion (figura 1) [32].
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Figura 1. Factores de transcripcion que regulan la expresion de FOXP3. Factores de
transcripcién activados rio abajo del TCR y CD28 (naranja), asi como de los receptores de las

v

citocinas IL-2 (azul) y TGF-B (verde), se unen a la regidon promotora y a tres secuencias no
codificantes conservadas (CNS1-3) en el locus de FOXP3 para inducir su expresién. AP-1, proteina
activadora 1; c-Rel, miembro de la familia del factor de transcripcién NF-kB; CREB, proteina de
unién a elementos sensibles a cAMP; NFAT, factor nuclear de células T activadas; p65 (Rel-A),
miembro de la familia del factor de transcripcién NF-kB. IL-2 de sefializacion (azul): STATS,
transductor de sefial y activador de la transcripcién 5; SMAD3, miembro 3 de la familia de SMAD;
CBF-B, factor central de unién, subunidad beta; RUNX, factor de transcripcién relacionado a runt-
1. Modificado de [32]



Ademas de la regulacion mediada por factores de transcripcion, la evidencia actual
sugiere que la expresion de FOXP3 en las células Treg esta bajo un control
epigenético [45, 46]. La desmetilacion del ADN combinado con modificaciones
permisivas de las histonas establecen una estructura de la cromatina abierta que
favorece la expresion de FOXP3 en las células Treg [47]. Dentro del locus de
FOXP3, el promotor y las tres secuencias no codificantes conservadas son las
principales regiones reguladas epigenéticamente por tanto son necesarias para la
estabilidad de la expresiéon de FOXP3 [32]. A continuacion se describen brevemente

cada una de las regiones.

1.3.1 Promotor de FOXP3
El promotor de FOXP3 se encuentra 6,5 kb (kilobases) rio arriba del exén 1 y

aproximadamente 500 pb (pares de bases) rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion; esta region contiene sitios de union de varios factores de
transcripcion, incluyendo NF-kB, FoxO1/3a, NFAT, AP-1, SP1, STATS5, y Runx, sin
embargo, su funcién en la activacion de la transcripciéon de FOXP3 parece ser débil
[48-54]. La anterior caracteristica puede ayudar a prevenir la induccién promiscua
de FOXP3 [49]. Por otra parte, se necesitan otros elementos reguladores en cis
para la induccién y mantenimiento de la expresién de FOXP3 en las células Treg
[32, 49]. Respecto a su regulacidon epigenética, en células Treg el promotor contiene
motivos CpG desmetilados y modificaciones permisivas de histonas tales como la
acetilacion de la histona 3 (H3) y H4, asi como di- y tri-metilacién de la lisina 4 (K4)
de la H3 (H3K4) [53, 55-58].

1.3.2 CNS1
CNS1 esta situado dentro del primer intron, aproximadamente 2 kb rio abajo del

promotor y es una region critica para la induccion de FOXP3 durante la
diferenciacion de las células iTreg, pero no para la diferenciacion de células tTreg
[56]. La unién de NFAT, SMAD3, y el receptor de acido retinoico (RAR) a esta region
facilitan la induccion de la expresion de FOXP3 en las células T CD4* virgenes
activados por medio de su TCR en presencia de TGF-f y de acido retinoico [49, 55,
56, 59]. CNS1 no contiene motivos CpG y por lo tanto esta exclusivamente regulada

a través de modificaciones permisivas de histonas, tales como la acetilacion de



H3/H4 y las di- y tri-metilacion de H3K4; estas dos modificaciones se encuentran
enriquecidas en ambos subpoblaciones de linfocitos tTreg e iTreg, en comparacion

con las células T CD4* convencionales (Tconv) [32, 55, 56, 60, 61].

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

rico islas CpG que se encuentra en el primer intron, aproximadamente 4 kb rio abajo
del promotor; en células tTreg las islas CpG se encuentran totalmente
desmetiladas para permitir la union de factores de transcripcion, incluyendo c-Rel,
FoxO1/3a, NFAT, RUNX, CREB, STAT5, y FOXP3 [48, 52, 56, 62-65]. Consistente
con esto, CNS2 se requiere para el mantenimiento de la expresion de FOXP3
cuando las ceélulas Treg han sido activadas y se encuentran en division,
especialmente en presencia de citocinas pro-inflamatorias, incluyendo IL-4 e IL-6,
o0 cuando la IL-2 es limitada [48, 49, 66-69]. Tras la activacion de TCR, CNS2
interactua con el promotor de FOXP3 mediante la via Calcineurina/NFAT; dicha
interaccidon permite que otros factores de transcripcion se unan a CNS2, incluyendo
STATS5, y se favorece el mantenimiento de la desmetilacion de ésta region [48, 49].
Estudios sugieren que células tTreg son mas estables en comparaciéon con células
iTreg, debido a que el TSDR esta completamente desmetilado en células tTreg,
pero total o parcialmente metilado en células T con y en iTreg generadas in vitro
pTreg [70, 71].

Ademas de la desmetilacién del ADN, CNS2 en las células Treg contiene niveles
incrementados de metilacién H3K4 y acetilacion de H3/H4 [32, 56, 60, 72], lo que
sugiere que la desmetilaciéon del ADN y las modificaciones permisivas de las
histonas generaran un estado de cromatina abierta en CNS2 que promueve la
estabilidad de la expresion FOXP3 [32].



1.3.4 CNS3
CNS3 esta localizado inmediatamente después del primer exon y aproximadamente

a 7 kb rio abajo del promotor; también es llamado "elemento pionero” ya que tiene
una funcion fundamental para iniciar la expresion de FOXP3 tanto en las células
tTreg como iTreg, pero es prescindible una vez que FOXP3 se expresa [32, 56]. En
CN3 se une c-Rel, el cual es requerido para una eficiente induccion de FOXP3 [56].
Las células Treg tienen un enriquecimiento de mono- y di-metilacién (pero no tri-
metilacion) en H3K4, y estas modificaciones permisivas de las histonas ya se
encuentran incrementadas subpoblaciones de timocitos, lo que sugiere que CNS3

facilita la apertura del locus de FOXP3 en precursores de células Treg [32, 56].

1.4 Mecanismos de Supresion de las células Treg

Para adquirir su capacidad supresora, las células Treg deben ser activadas por
medio de su TCR en presencia de IL-2 [73-75]. Se han propuesto numerosos
mecanismos que se pueden subdividir en cuatro categorias: mediado por citocinas;
disrupcion metabdlica; citdlisis; modulacion de las células dendriticas (Figura 2)
[76].

Las principales citocinas secretadas por las Tregs para ejercer su funcion supresora
son IL-10, TGFp e IL-35. Un estudio en ratones con deficiencia especifica de IL-10
en linfocitos T FOXP3* demuestra que la IL-10 por las células Treg es esencial para
controlar la inflamacién en colon o pulmones, esto sugiere que la funcion de esta
citocina puede estar restringida a regular la respuesta inmune de la flora intestinal
o antigenos ambientales [77]. Ratones deficientes de TGF-B1 o de su receptor
desarrollan autoinmunidad mediada por células T [78, 79]; ademas, el bloqueo de
TGF-B con anticuerpos abroga parcialmente la supresion in vitro de las Treg de
ratdbn y humano sobre la proliferacién de los linfocitos Tconv [80-82], o que sugiere
que el TGF-B producido por las Treg podria participar en la prevencion de
autoinmunidad mediada por células T. Al igual que la IL-10, el TGF-B1 producido
por células Treg es necesario para prevenir la colitis [83]. Cabe resaltar que las
células Treg pueden tener TGF-B unido a membrana, y asi ejercer su funcion

supresora de manera dependiente de contacto célula-célula [80, 84]. Por ultimo, IL-



35 también es requerida para mantener la tolerancia inmunolégica en el intestino;
en ausencia de 12p35 o Ebi3es, los dos principales componentes del IL-35, la
transferencia adoptiva de células Treg en huéspedes linfopénicos no controla la
linfoproliferacion y finalmente conduce al desarrollo de la enfermedad inflamatoria
intestinal [85].

In vitro, las células Treg pueden inhibir la activacion de las células Tconv por
mecanismos dependientes de contacto ceélula-célula, ya que ensayos in vitro
mostraron que las células Tregs eran incapaces de suprimir la proliferacion de
linfocitos T CD4*CD25 cuando se encontraban fisicamente separadas; ademas al
cultivar estas mismas células Tconv con el sobrenadante de las células Tregs
activadas no se inhibié su proliferacion [74, 86]. Posteriormente, se demostré que
las células Treg después de ser activadas producen perforina y granzima (en
humanos granzima Ay en raton granzima B), y mediante estas moléculas inducen
apoptosis tanto en las células Tconv como en células presentadoras de antigeno
[87-89]. Estos hallazgos han sido apoyados por un modelo in vivo de trasplante
alogénico de piel en el cual se demostrd que la granzima B es fundamental para el

mantenimiento de la tolerancia a largo plazo mediada por las Treg [90].

Las células Tregs no son capaces de producir IL-2, pero tienen niveles mas altos
de CD25 que los linfocitos T virgenes o activados, por lo cual son mas eficientes
para utilizar la IL-2 del microambiente; mediante este mecanismo pueden disminuir
la capacidad de activacion y proliferacion de las células Tconv [91]. Las células
Tregs también tienen una alta expresion de CD39 y CD73, dos ectoenzimas que
hidrolizan ATP/ADP a AMP y AMP a adenosina, respectivamente; la adenosina
generada suprime la funcion de las células Tconv a través de la activacion del
receptor de adenosina 2A (A2aR) [92-94]. Interesantemente, la unidon de adenosina
a A2aR podria favorecer la generacion de Tregs al inhibir la secrecion de IL-6 e

induciendo la secrecion de TGF-3 [95].

Ademas de regular directamente a las células T efectoras, las células Tregs pueden
modular la maduracion y/o funcion de las células dendriticas (DCs), las cuales son

importantes para la activacion y diferenciacion de células T efectoras [76]. Por
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ejemplo, IL-10 que puede ser producida por las Tregs inhibe la expresién de CD80
y CD86 en DCs, asi como de moléculas del MHC [96]. CTLA-4 esta expresado
constitutivamente en células Treg humanas y de raton, y es un mecanismo
importante para suprimir la funcion de células presentadoras de antigeno [1]. La
interaccion de CTLA-4 con sus ligandos CD80/CD86 induce en las DCs la secrecion
de IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa), enzima que favorece el catabolismo del
triptéfano hacia un metabolito téxico para los linfocitos Tconv [97]. Otra molécula
de superficie que se expresada en la mayoria de las células tTregs es Neuropilina-
1 (Nrp-1) la cual promueve interacciones mas prolongadas entre las Tregs y las
DCs inmaduras, y de esta manera disminuyen la probabilidad de que las DCs
activen linfocitos T virgenes o de memoria [98, 99]. Finalmente, LAG-3 es una
molécula expresada constitutivamente en las células Treg la cual tiene una alta
afinidad hacia moléculas del MHC Clase Il en la DC; ésta interaccion inhibe la

maduracién y capacidad presentadora de antigenos de la DC [100-102].
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Figura 2. Mecanismos de supresion ejercidos por las células T reguladoras. Los mecanismos que
utilizan las Treg para llevar a cabo su funcion supresora se puede dividir en cuatro categorias: mediado
de citocinas, incluyen IL-10, IL-35 y TGF-B; disrupcién metabdlica, incluye el consumo de IL-2 por alta
expresion de CD25 (cadena a del receptor de IL-2) y generacion de adenosina por las ectoenzimas CD39
y CD73; citdlisis, dependiente de la secrecion de granzima A o B y de perforina para inducir apoptosis;
modulacion de las células dendriticas (DCs), incluye la expresién de LAG-3 que se une a moléculas del
MHC Il para inhibir la maduracién de las DCs, y la expresion de CTLA-4 que al unirse a sus ligandos
CD80/CD86 induce en las DCs la secrecion de IDO, enzima que favorece el catabolismo del triptéfano
hacia un metabolito toxico para los linfocitos Tconv . Modificado de [76].
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1.5 Potencial Terapéutico de las células Tregs

La induccidn de tolerancia inmunoldgica es esencial para prevenir el desarrollo de
enfermedades caracterizadas por la activacion descontrolada del sistema inmune,
particularmente cuando las células Tconv coordinan la respuesta inmune adaptativa
y participan en la patogénesis de enfermedades como las autoinmunes [103],
rechazo de trasplante de drganos solidos [104] y enfermedad injerto contra
hospedero (EICH) [105]. En la actualidad, las estrategias terapéuticas para inducir
tolerancia se basan en el uso de farmacos inmunosupresores, los cuales eliminan
las células T o causan anergia en éstas mismas [106]. Debido a que esta
inmunosupresion no elimina especificamente a células T auto-reactivas (en el
contexto de autoinmunidad) o alo-reactivas (en el caso de trasplante de érganos o
tejidos alogénicos), estos tratamientos convencionales tienen efectos adversos
asociados con la inmunosupresion farmacolégica a largo plazo como susceptibilidad
a infecciones por microrganismos patdogenos o desarrollo de cancer, entre otros
efectos (tabla 2) [107].

Tabla 2. Efectos adversos de los farmacos inmunosupresores

FARMACO EFECTOS ADVERSOS
Anti-CD25 . : .
(basiliximab, daclizumab) Anafilaxia, reacciones alérgicas.

Anti-CD52

(alemtuzumab) Deplecion células T, 1 riesgo infeccion.

Globulina Anti-timocito

(ATG) Linfopenia, anafilaxia, shock, broncoespamos.

Retencion de liquidos, diabetes mellitus, hipertension, retraso
crecimiento, hiperlipidemia, osteopenia, | cicatrizacion de heridas.

Nefrotoxicidad, neurotoxicidad, hipertension, hiperlipidemia e

Corticosteroides

Inhibidores de hiperpotasemia, diabetes mellitus, 1 de la resorcion ésea,
Calcineurina (CNI) hirsutismo, hiperplasia gingival, discapacidad auditiva, sindrome
colestasico.

Hiperplasia nodular hepatica, esclerosis hepatoportal,

Azatioprina : >
mielosupresion

Micofenolato Alteracion gastrointestinal, retraso del crecimiento, mielosupresion.

Modificado de [108].
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Por lo anterior, las actuales investigaciones se han enfocado en desarrollar terapias
dirigidas a regular especificamente las funciones efectoras del sistema
inmunoldgico que estan implicadas en la patogénesis de las enfermedades

autoinmunes o en el rechazo del alo-injerto trasplantado.

Debido a la capacidad de las células tTreg para modular las funciones efectoras de
una amplia gama de células del sistema inmune de manera antigeno-especifica [2],
desde hace mas de una década ha habido un interés en poder desarrollar
inmunoterapias con Tregs [109-112]. De hecho, se ha demostrado su potencial para
prevenir el desarrollo de enfermedades autoinmunes y la EICH, asi como inducir la

tolerancia a 6rganos solidos trasplantados [113-116].

La inmunoterapia con células Treg en humanos tendria varias ventajas sobre los
tratamientos convencionales. En primer lugar, median su inmunosupresion de
manera antigeno-especifica, evitando asi efectos adversos de los farmacos
inmunosupresores. En segundo lugar, al ser células autélogas no deben ser
rechazadas por su sistema inmune al reintroducirlas. Tercero, la terapia con células
T FOXP3* puede restablecer la tolerancia inmunoldgica y tiene efectos terapéuticos

a largo plazo en ratones [117].

1.6 Retos para la aplicacion clinica de células Treg en humanos

A pesar de las ventajas del uso de células Treg como agentes terapéuticos, la
aplicacion clinica en humanos ha tenido dos principales retos en el laboratorio.
Primero, debido al numero limitado de Tregs en sangre periférica (<5 % del total de
células T CD4"%), se debe disefiar estrategias que permitan disponer de una
cantidad adecuada de células para obtener el efecto terapéutico deseado.
Segundo, aislar una poblacion de células Treg FOXP3* altamente “pura”, lo cual
continua siendo un gran desafio debido a la ausencia de un marcador de superficie
celular especifico de Treg. También cabe destacar que estudios en ratones han
descrito una poblacion de células T FOXP3™* (~ 5%) que en condiciones particulares
puede dejar de expresar FOXP3 [118].
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Por lo tanto, los estudios recientes se han centrado en descifrar los mecanismos
que regulan la estabilidad del linaje de células Treg, asi como el descubrimiento de
marcadores selectivos de Tregs en los humanos y la generacion a gran escala de

Treg para uso clinico.

1.6.1 Aislamiento de Treg

Ademas de la expresion de CD25 y FOXP3, células Treg humanas también
expresan CD27, CD45RA, CD39, CD122, CTLA-4 (CD152) y GITR [2]. Sin
embargo, la mayoria de estos marcadores de superficie celular no son exclusivos
de las células Treg 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 funcion de las Treg [1]. A pesar de
esto, células Tconv CD4* al activarse pueden expresar FOXP3 sin adquirir un
fenotipo regulador [119]. Ademas, al ser una proteina intracelular este marcador no
se puede utilizar para aislar células Treg. Por lo tanto, es necesario encontrar

marcadores de superficie que definan poblaciones Treg "puras" para terapia celular.

Dos combinaciones diferentes de marcadores parecen ser prometedores para el
aislamiento de células Treg con fines terapéuticos. EI primero se basa en la
expresion de CD45RA, debido a que se ha demostrado que las células T
CD4*CD25"'CD45RA* tienen una mayor capacidad supresora dentro de la
poblacion total de células CD25", y ademas las células T CD25*CD45RA-FOXP3*
contienen mayor numero de precursores de células Th17 [120]. La segunda
combinaciéon es CD4*CD25" CD127'°%, ya que existe una inversa correlacion entre
la expresion de CD127 y de FOXP3 [121], incluso estas células tienen una mayor
capacidad para inducir tolerancia al alo-injerto, en comparacién con aislamiento

basado solo en la expresién de CD25 [122].
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1.6.2 Expansion de células Treg

Un obstaculo importante en la aplicacion clinica de células Treg es su numero
limitado en periferia, que no excede el 5 % del total de células T CD4*. Por lo tanto,
es de particular importancia expandir ex vivo estas células antes de re-infundir al

paciente.

Las células T CD4*CD25" son relativamente anérgicas a la estimulacion de su TCR
in vitro [86], sin embargo pueden ser activadas para proliferar mediante la
combinacion en la estimulacién con anti-CD3/-CD28 y altas concentraciones de IL-
2 o IL-2 en combinacion con IL-15 [123]. Ademas, es importante destacar que
células T CD4*CD25" expandidas ex vivo conservan su funcion supresora tanto in
vitro [124] como in vivo en modelos animales [125]. Sin embargo, se ha reportado
que después de tres semanas de expansion in vitro la estimulacion repetida del
TCR en células T CD4*CD25" causa pérdida de la expresion de FOXP3 [126].

Ademas, debido a que células Tconv CD4* bajo activacion pueden expresar
transitoriamente CD25 y FOXP3 [127], en la poblacion celular aislada podria existir
un rastro de contaminacion de células T no reguladoras las cuales podrian proliferar
en las condiciones de expansion mencionadas anteriormente y al ser reinfundidas
podrian causar efectos adversos al paciente. Por lo tanto, es de vital importancia
comenzar los cultivos con una poblacion de células T CD4*CD25"FOXP3*
altamente pura o crear condiciones que solo favorezcan la proliferacion de células

Treg.

Existen estudios in vitro que han demostrado que la rapamicina, un farmaco
inhibidor de la via PISK/Akt/mTOR, impide la proliferacién de células Tconv y
confiere una ventaja selectiva para la proliferacion de células T
CD4*CD25"FOXP3* [128, 129],
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1.7 Terapia adoptiva de células Treg

El uso de células Treg como agentes terapéuticos en humanos mediante una
transferencia adoptiva (tratamiento en el cual las células de un individuo se
manipulan in vitro y posteriormente son reinfundidas) se basa en estudios que se
han realizado en diversos modelos animales. A continuacion se proporcionan
algunos ejemplos en los cuales se ha demostrado su eficacia para el tratamiento

de enfermedades mediadas por células T [114].

1.7.1 Tolerancia al Injerto Trasplantado

El rechazo al injerto renal mediado por células T se desarrolla cuando alo-antigenos
del donante son presentados por CPAs en moléculas de HLA clase | o Il y activan
células T que se diferencian en subconjuntos efectores incluyendo CD8* citotdxicos
y CD4* cooperadoras, las cuales tienen la capacidad de infiltrarse en el injerto
trasplantado donde liberan citocinas y quimiocinas, causando la muerte celular
directa o indirectamente [130]. Con la introduccion de farmacos inmunosupresores
se redujo la incidencia de rechazo agudo y se aumento el tiempo de supervivencia
del injerto a mas un ano [130]. A pesar de excelentes tasas de supervivencia del
injerto a corto plazo, actualmente la supervivencia a largo plazo sigue siendo
suboptima debido a la morbilidad y mortalidad asociadas con el tratamiento a largo
plazo de inmunosupresores, caracterizado por incremento en la susceptibilidad al
desarrollo de patologias infecciosas, neoplasicas, cardiovasculares, entre otras
[131]. Por ejemplo, durante el desarrollo y progresion del dafio en injertos renales
participan factores inmunolégicos (mecanismo de evasion al efecto
inmunosupresor de farmacos) y no inmunoldgicos (efectos nefrotdxicos asociado a
inmunosupresores como los inhibidores de calcineurina), teniendo como resultado
final los cambios histopatolégicos observados en el injerto en etapas tardias de

disfuncion de éste [132].

Existen reportes que apoyan el papel de células T reguladores (Treg) en la
induccidén de la tolerancia del trasplante [133]. En humanos un buen prondstico en
la aceptacién del alo-injerto renal se correlaciona con un incremento en la poblacion
de células T CD4*CD25*FOXP3* [134].
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La importancia de la aplicacion de células Treg en el contexto del trasplante de
organos fue apoyado por el trabajo de Sakaguchi et al. [73], que mostrd que las
células Treg impidieron el rechazo de injertos de piel alogénicos en ratones nude
(deficientes de células T) cuando fueron co-transferidas con células T CD25.
Posteriormente, una serie de modelos preclinicos en ratones con trasplante
alogénico cardiaco e islotes pancreaticos demostré que las células Treg con-
transferidas en el momento con el alo-injerto son criticas en la induccion y
mantenimiento de la tolerancia [133, 135]. En apoyo de este tipo de estudios, en
modelos de trasplante de médula 6sea la transferencia de células T CD4*CD25*
junto con el alo-injerto previenen el desarrollo de la enfermedad de injerto contra

hospedero (EICH) e inducen tolerancia a largo plazo [136].

En los modelos de raton, la terapia con Treg tiene una caracteristica constante: las
Treg purificadas a partir de ratones que desarrollaron tolerancia son mas eficaces
para transferir la tolerancia a nuevos hospederos con alo-injerto, en comparacion
con las Tregs de ratones que no han recibido un trasplante. Esto puede deberse al

aumento de la frecuencia de Treg alo-antigenos especificas [137].

Las células T pueden reconocer el alo-antigeno mediante dos vias de presentacion:
la via directa donde las células T reconocen el alo-antigeno expresado en las CPAs
del donante; y la via indirecta las células T reconocen alo-antigenos del donante
procesados y presentados por CPAs del receptor [138]. Dos estudios en ratén
compararon la eficacia de Treg activadas por la via directa e indirecta, y encontraron
que la especificidad indirecta es mas eficaz para inducir tolerancia al injerto a largo
plazo [139, 140]. Interesantemente, al transferir células Treg activadas via directa
junto con policlonales pueden ser capaces de inducir la supervivencia del alo-injerto
a largo plazo [137]. Alternativamente, las células Treg alo-reactividad directa puede
crear un entorno tolerogénico en el tejido del injerto para promover el desarrollo de
Tregs indirectas, logrando asi la tolerancia a largo plazo. Tomados en conjunto, la
combinacion de células Treg alorreactivas directas e indirectas puede ser 6ptimo en
la induccion de la supervivencia del injerto cuando el numero de Treg es limitado
[137].
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Finalmente, en modelos de ratéon se ha demostrado que la terapia con células T
CD4*CD25* expandidas ex vivo es capaz de prevenir el rechazo agudo y cronico
de alo-injertos de higado, renal, piel y cardiaco, asi como prevenir la EICH [139,
141, 142].

1.7.2 Prevencion de Enfermedades Autoinmunes

Diversos estudios han demostrado que existe una disminucion del numero de las
células Treg en individuos con enfermedades autoinmunes como diabetes mellitus

tipo 1, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple y artritis reumatoide [143].

En ratones NOD (un modelo de diabetes tipo 1 espontanea), el numero de células
Treg y la expresion de FOXP3 disminuyen con la edad [144]. La transferencia
adoptiva de células Treg CD4*CD25* expandidas ex vivo aminora la enfermedad
en los ratones NOD [145], al igual que el tratamiento con IL-2 el cual aumenta la

numero de Tregs y su expresion de FOXP3 [144].

En el modelo de raton (NZB x NZW) F1 que desarrolla espontaneamente sintomas
tipo lupus, la transferencia adoptiva de células T CD4*FOXP3* previamente
activadas retraso el desarrollo de la enfermedad [146], al igual que la terapia con
células T CD4*CD25*CD62L" expandidas ex vivo las cuales redujeron el dafio renal

y aumento la supervivencia de los ratones [147].

Por ultimo, también se ha obtenido resultados positivos en modelos de miastenia
gravis [148], enfermedad inflamatoria del intestino (incluye la enfermedad de Crohn

y la colitis ulcerativa) [149] y encefalomielitis autoinmune [150].
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1.8 Terapia adoptiva de Tregs en humanos: primeros ensayos clinicos

Hasta el afno 2015, solo se han reportado cinco ensayos clinicos de inmunoterapia
con Treg en humanos (se resumen en la tabla 3), cuatro para el tratamiento de
EICH y uno pacientes con diabetes tipo 1. Los cinco ensayos mostraron la
seguridad y eficacia del tratamiento. Por ejemplo, Trzonkowski et al. [151] realizaron
el primer ensayo clinico utilizando Treg expandidas ex vivo para tratar dos
pacientes con EICH, teniendo resultados positivos en el alivio de sintomas y la

reduccion de la inmunosupresion en un paciente con EICH croénica.

En el ensayo realizado por Brunstein et al.[152], debido a la diferencia de HLA de
las Treg provenientes de la sangre de cordén umbilical del donante y las células
Tconv del receptor, permitio rastrear la persistencia de células Treg. El incremento
en sangre de las células Treg infundidas se pudo detectar entre 4 y 7 dias después
de la infusiébn. Sin embargo, después de una segunda infusion de Treg
criopreservadas el incremento fue menor en comparaciéon con la primera infusion,
lo que sugiere que la crioconservacion puede comprometer la viabilidad o
estabilidad de las células Treg, aunque otros factores también pueden contribuir
como el tratamiento inmunosupresor aplicado después de la primera infusion.
Ademas, se observo una clara tendencia de aumento de las células Treg en los
pacientes tratados con rapamicina en comparacion con los pacientes tratados con

ciclosporina.

En el ensayo de Marek-Trzonkowska et al.[153], la infusion de 20-30 x 10%/kg peso
corporal de Tregs expandidas policlonalmente en nifios (entre las edades de 8 y
16) con diabetes tipo 1, el tratamiento fue seguro y 8 de 12 pacientes se les
disminuy® la dosis de insulina, e incluso 2 pacientes fueron insulina-independientes
después de un afo de la re-infusion. Estos resultados se asociaron con el aumento

del porcentaje de células Treg en circulacion.
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Finalmente, en el ensayo Di lanni et al. [154], |a terapia con células Treg permitio
la infusidn de una dosis mas alta de células Tconv para prevenir el desarrollo de
infecciones por microrganismo oportunistas, y sin desarrollo de EICH aun en
ausencia de tratamiento con farmacos inmunosupresores. En particular, reportaron
una mejora notable para la prevencién de infeccién con citomegalovirus. Ademas,
cinco de siete pacientes que recibieron la vacuna contra la influenza después de
infusion de células Treg lograron titulos de anticuerpos protectores. Estos
resultados sugieren que la infusién de Treg no conduce a la inmunosupresién global

para impedir la respuesta inmune contra las infecciones.

Tabla 3. Terapia adoptiva de Células T reguladoras en humanos.

Dosis

Indicacion (células/kg Resultados clinicos Referencia
de peso)

(n=2) 105 Reti . . .
. . etiro de micofenolato de mofetil y | dosis de
TTMC(')I'IEIP?pCaI\iirgﬁt;) (picéiqtgsﬂ prednisona (paciente 1); mejoria clinica temporal [151]
2) (paciente 2) (paciente 2).
(n=23)
TSCU de _ s | | incidencia EICH aguda grado II-1V; sin riesgos
donantes no 0.01-3x10 de infeccion, recaida o mortalidad temprana. [152]
emparentado
(n=28) La incidencia de EICH aguda y crénica fue baja
TCTH HLA 2 x108 [154]

S en ausencia de farmacos inmunosupresores.
haploidéntico

(n=12)
Diabetes Mellitus | 10-20 x 108

8 pacientes en remision; 2 pacientes insulina
j . e [153]
independientes; sin efectos adversos.

Tipo 1
(n=5) 0,5-4,5x 4 pacientes se les disminuyd dosis de farmacos [155]
TCTH 1098 inmunosupresores.

TMO, Trasplante de Médula Osea; TCTH, Trasplante de Células Troncales Hematopoyéticas;
TSCU, Trasplante de Células Troncales de Sangre de Cordén Umbilical; EICH, Enfermedad
Injerto Contra Hospedero.

En general, estos trabajos demostraron que el tratamiento es factible, seguro y
potencialmente eficaz. A pesar de que aun falta realizar estudios en pacientes con
trasplante de 6rganos solidos y otras enfermedades autoinmunes (como lupus
eritematoso sistémico, artritis, entre otras), la informaciéon recabada de estos
ensayos clinicos es fundamental para el disefio de futuras estrategias terapéuticas

con células Tregs en humanos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una limitante para la aplicacion clinica de células Treg FOXP3* en humanos es el
numero limitado de esta subpoblacion en sangre periférica. La expansion ex vivo
permitiria superar este obstaculo, por lo que ya se han publicado diversos protocolos
estimulando las Tregs con anti-CD3/-CD28 en presencia de IL-2. Sin embargo, la
estimulacion repetida in vitro del TCR en Treg causa pérdida de la expresion de
FOXP3, el cual es importante para mantener su funciéon. Ademas, debido a la falta
de marcadores de superficie que permitan aislar células Treg FOXP3* con alta
pureza, se deben crear condiciones de cultivo que solo favorezcan el crecimiento
de dichas células. Por lo tanto, en el presente trabajo nos planteamos establecer un
protocolo de expansion ex vivo a largo plazo de células Treg FOXP3*, el cual
permita su proliferacion selectiva in vitro y a la vez garantice el mantenimiento de la

expresion de FOXP3 y su funcion supresora.

HIPOTESIS

Se puede aislar y expandir ex vivo a largo plazo células Treg FOXP3* manteniendo

la expresidn de FOXP3 y la funcion supresora.

OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo de expansion ex vivo a largo plazo de células Treg FOXP3*

con fenotipo y capacidad supresora estable.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Aislar y expandir ex vivo células T CD4*CD25"FOXP3* provenientes de

individuos sanos.

2. Analizar la expresién de FOXP3 y marcadores relacionados con la funcion
supresora y migracion de células Treg expandidas.

3. Analizar la funcién supresora in vitro de células Treg expandidas.

4. Evaluar el efecto de la criopreservacion sobre el fenotipo y funcién in vitro

de células Tregs expandidas.

21



MATERIALES Y METODOS

Sujetos

Se empled concentrados leucocitarios de seis individuos sanos, tres hombres (42,0
* 7,2 afios) y tres mujeres (38,7 + 3,8 afos), colectados en el Banco de Sangre del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”.

Separacion de Células Mononucleares

La sangre se diluyé en PBS 1X en una relacion de 1:2, se estratifico en un gradiente
de densidad en 2,5 mL Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, UK) por cada 7 mL de
sangre diluida, se centrifugé a 2500 rpm por 30 minutos a 18 °C. Las células
mononucleares (CMN) se recolectaron de la interfase, se lavaron tres veces (a
1500 rpm, 1200 rpm y 900 rpm durante 5 minutos) con medio RPMI 1640 (Gibco,
USA) suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco, USA). La
viabilidad celular se determiné por exclusion de azul tripano (Gibco, USA) y se
utilizaron las células con viabilidad mayor del 90 %. Para ensayos de supresion se
criopreservaron alicuotas de CMN autélogas en una solucion que contiene SFB
(Gibco, USA) al 90% y DMSO (Sigma-Aldrich, USA) al 10%, 24 horas a -70 °C y

posteriormente se transfirieron a nitrégeno liquido.

Purificacion de Células T CD4*CD25Mi

Las células mononucleares se incubaron con anticuerpos monoclonales acoplados
a fluorocromos, anti-CD4-PE (Tombo Biosciences, USA) y anti-CD25-PECYS (BD
Bioscience, USA) durante 30 min/4 °C en oscuridad y posteriormente se lavaron
con medio RPMI con 10 % SFB (1200 rpm durante 5 min). Se purificaron células T
CD4*CD25" por FACS en el citdmetro de flujo FACSAria™ | (BD Bioscience, USA).

Expansion ex vivo de Treg

Las células T CD4*CD25" purificadas por FACS se cultivaron en una placa de 96
pozos fondo plano en medio OpTmizer™ CTS™ T-Cell Expansion (Gibco, USA)
suplementado con Suero Humano AB (Gemini Bio-Products, USA) al 10% e IL-2
(300 Ul/mL) ((R&D Systems, UK). Las células se estimularon con perlas magnéticas
(Dynabeads) acopladas a anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 (Life
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Technologies, USA) en una proporcion 2:1 (2 perlas: 1 célula), en presencia o
ausencia de rapamicina (100 ng/mL) (Sigma-Aldrich, USA). Las células se
mantuvieron a 37°C y 5% COa2. Al dia 2 se adicioné IL-2 (200 Ul/mL). Al dia 4, se
retiraron perlas magnéticas anti-CD3/-CD28, se lavaron las células y se colocaron
en medio fresco suplementado con IL-2 (50 U/mL). En el dia 7, se lavaron las
células y se contaron (viabilidad >95%) para realizar: ensayos de supresion y
fenotipo (ver apartados Fenotipo Treg y Ensayo de Supresion); re-estimulacion de
las células con perlas magnéticas anti-CD3/-CD28 (1 perla: 2 células), IL-2 (200
U/mL) y en presencia o ausencia rapamicina (100 ng/mL); criopreservacion de
muestras de las células expandidas en una solucion de SFB al 90% y DMSO al
10%, 24 horas a -70 °C y posteriormente en nitrégeno liquido. EI mismo protocolo
se realizd durante cuatro semanas (ver el diagrama de flujo al final de Materiales y
Métodos).

Fenotipo de Treg: Tincién Superficial e Intracelular

Muestras de células T CD4*CD25" expandidas frescas o criopreservadas se
incubaron con anti-CD25-PECy5 (BD Bioscience, USA), anti-CTLA-4-PECy7
(Biolegend, USA) y anti-CCR7-APC Cy7 (Biolegend, USA) durante 20 min/4 °C en
oscuridad y después se lavaron con amortiguador FACS. Para la tincion intracelular
de FOXP3 y Helios se utilizd “FOXP3/Transcription Factor Staining Buffer Set”
(eBioscience, USA). Brevemente, las células se lavaron una vez con 150 pL de
amortiguador FACS, se les adicion6 150 uL de la solucidn Fixation/Permeabilization
(1 parte del Concentrado con 3 partes del Diluente) y se incubaron 12-18 horas a
4°C en oscuridad. Posteriormente las células se lavaron con 150 uL de
Permeabilization Buffer 1X 'y se incubaron con anti-FOXP3-APC (Beckman Coulter,
France) y Helios-FITC (Biolegend, USA) durante 40 min/4°C en oscuridad. Las
células se lavaron dos veces con Permeabilization Buffer 1X y finalmente las
muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo Attune® Acoustic Focusing (Life
Technologies, USA). Los resultados (frecuencias e Intensidades Medias de
Fluorescencia) se analizaron con el programa FlowJo vX.0.7 (Tree Star Ashland,
USA).
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Ensayo de Supresion

Las células T CD4*CD25" expandidas, frescas o criopreservadas, fueron co-
cultivadas con CMN autdlogas descongeladas (previamente marcadas con 5 uyM
CFSE) en distintas proporciones (0-1 Treg: 1-128 CMN), en placa de 96 pozos
fondo U en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% Suero Humano AB,
L-glutamina (Gibco), Aminoacidos No Esenciales (Gibco), Piruvato de Sodio
(Gibco) y 2-Mercaptoetanol (Gibco). Las células fueron estimuladas con Dynabeads
anti-CD3/-CD28 (proporcién de 1 perla: 15 células) y se mantuvieron en cultivo a
37°C con 5 % CO2. Al dia 5 se cosechd la placa, se realizé una tincion superficial
con anti-CD4-APC (Tonbo Biosciences, USA) y anti-CD8-PECy7 (Tonbo
Biosciences, USA) durante 30 minutos a 4°C en oscuridad, se lavaron 2 veces con
amortiguador FACS (PBS 1X, BSA 0.05%, EDTA 2mM, azida de sodio) y fijaron
con paraformaldehido al 2 %. Las muestras se adquirieron en el citometro de flujo
Attune® Acoustic Focusing para determinar la proliferacién de células T CD8" y
CD4* por dilucion del CFSE. Los resultados se analizaron con el programa FlowJo

vX.0.7. Para calcular el porcentaje de supresion se utilizé la siguiente formula:

./ % de Proliferacion de Tresp sin Treg— % de Proliferacion de Tresp con Tre
% Supresiéon = = PY e _ P £x100
% de Proliferacion de Tresp sin Treg

Anidlisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizO con el programa de cdémputo
GraphPad Prism 6.01 (USA). Para determinar la distribucion de los datos se utilizd
la prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Para la comparacion de los grupos se
utilizé la Prueba U de Mann-Whitney. Los resultados se describieron como media

error estandar. Se consideré significativo un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

El primer paso importante para la obtencion de células T reguladoras (Treg) con
fines terapéuticos es poder aislar una poblacion de Tregs FOXP3* con una alta
pureza. Para lograr lo anterior, a partir de células mononucleares de sangre
periférica humana se purificaron por FACS las células T CD4* que tenian la mayor
expresion de CD25 (3-4 % del total de CD4", Figura 3a y 3b). Como se observa en
la Figura 3c y 3d, las células T CD4*CD25" aisladas fueron FOXP3* (87,23 + 2,25
%).
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Figura 3. Purificacién y caracterizacién fenotipica de células T CD4*CD25". Células mononucleares de
sangre periférica se marcaron con anti-CD4 y anti-CD25. De la regién de células T CD4* (inciso a) se
purificaron por FACS las células T CD4*CD25"'y CD4*CD25" (inciso b). Se complementé el fenotipo marcando
las células con anti-FOXP3 (inciso c y d).

Una vez establecida la metodologia para el aislamiento de células T
CD4*CD25"FOXP3*, se procedio a su expansion ex vivo. Para lograr lo anterior,
las células T CD4*CD25" aisladas se estimularon in vitro con anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28, altas dosis de IL-2 y en presencia o ausencia de rapamicina. Como
se observa en la Figura 4a, se obtuvo una mayor proliferacion de las células T
CD4*CD25"" en ausencia de rapamicina (Incremento Relativo= 12970 + 1441) en

comparacion cuando fueron cultivadas en presencia de rapamicina (Incremento
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Relativo= 3073 £ 377). Sin embargo, las células expandidas hasta cuatro semanas
en presencia de rapamicina mantuvieron un mayor porcentaje de células
CD25"FOXP3* (Sin Rapamicina= 72,47 + 8.03 %; Con Rapamicina= 86.53 * 3,24
%; p<0,05) (Figura 4b y 4c) y mayor intensidad media de fluorescencia relativa
(IMFr) tanto para la expresion de FOXP3 (Figura 4d: Sin Rapamicina= 21,39 + 8,81,
Con Rapamicina= 94,02 = 6,91; p<0,01) como de CD25 (Figura 4e: Sin
Rapamicina= 56,50 + 5,48; Con Rapamicina= 202,80 £ 31,55; p<0,01), siendo estos

resultados estadisticamente significativos.

Helios es un factor de transcripcion que en el raton se ha utilizado para distinguir
las Treg timicas (Helios*) de las Treg inducidas (Helios") [41]. Sin embargo, la
expresion de Helios en células Treg humanas es controversial, y se ha demostrado
que este factor se puede expresar en células T CD4*CD25 después de ser
activadas por su TCR [42]. En el presente trabajo, la mayoria de las células T
CD4*CD25" purificadas expresaron Helios (74,58 + 10,46 %), pero la estimulacion
a largo a través de TCR disminuy6 la expresion de este factor de transcripcion en
estas mismas células. Interesantemente, al cultivar en presencia de rapamicina se
promovio el mantenimiento de la expresién de Helios, obteniendo después de
cuatro semanas de expansion un mayor porcentaje de células Helios* (Figura 5a:
Sin Rapamicina= 11,41 * 4,88 %; Con Rapamicina = 67,00 + 8,59%; p<0,01) e
IMFr de Helios (Figura 5b: Sin Rapamicina= 1,11 £ 0,15; Con Rapamicina = 5,64 *
0,80; p<0,01).

CTLA-4 es una proteina importante para que las Treg lleven a cabo su funcién
supresora [76]. En nuestros resultados, las células T CD4*CD25" expandidas en
ambas condiciones de cultivo aumentaron la expresion de CTLA-4 en cada dia
evaluado, pero cuando fueron cultivadas en presencia de rapamicina en la cuarta
semana se obtuvo un mayor porcentaje de células CTLA-4* (Figura 5c: Sin
Rapamicina= 78,27 + 2,83%; Con Rapamicina= 95,23 £+ 1,94%: p<0,01) y aumento
de la IMFr de CTLA-4 (Figura 5d: Sin Rapamicina= 26,15 £ 0,59; Con Rapamicina

=71,78 £ 11,33; p<0,01), siendo ambos resultados estadisticamente significativos.
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Figura 4. Rapamicina promueve el mantenimiento de la expresion de FOXP3 y CD25 en las células T
CD4*CD25" expandidas ex vivo. Las células T CD4*CD25" purificadas se estimularon con perlas acopladas
con anticuerpos anti-CD3/-CD28, IL-2 y en presencia o ausencia de rapamicina. a) En los dias 14, 21y 28
de expansion se contaron las células y se determiné el Incremento Relativo. b-e) En los dias 14, 21y 28 de
expansion se tomaron muestras de los cultivos y se determind por citometria de flujo la expresién de CD25
y FOXP3. Las graficas representan la media * error estandar, n=6. * p<0,05.
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Una molécula importante para la migracion de células T al ganglio es el receptor de
quimiocinas CCRY7 [156]. Como se observa en las figuras 5e y 5f, en ambas
condiciones de cultivo empleadas no hubo diferencia significativa en la frecuencia
de células CCR7* y la IMFr de CCR7 después de tres semanas de expansion; pero
en el dia 28 se obtuvo una diferencia significativa cuando las células fueron
expandidas en presencia de rapamicina, siendo mayor tanto el porcentaje de
células CCR7*(Sin Rapamicina= 78,83 * 3,04%; Con Rapamicina= 95,73 + 2,54%;
p<0,05) como la IMFr de CCR7 (Sin Rapamicina= 52,46 + 3,81; Con Rapamicina=
119,90 £ 21,73; p<0,01).
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Figura 5. Rapamicina mantiene la expresion de Helios y aumenta la expresion de CTLA-4 y CCR7 en las
células T CD4*CD25" expandidas ex vivo. a-c) En los dias 14, 21 y 28 de expansidn se tomaron muestras de
las Treg en expansién y se determind por citometria de flujo la expresidn de Helios, CTLA-4 y CCR7. Las gréficas
representan la media * error; n=6; * p<0,05.
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Un aspecto importante a monitorear durante un protocolo de expansién de células
Treg es el mantenimiento de su funcion supresora. En el presente trabajo se
realizaron ensayos de supresion in vitro, co-cultivando en diferentes proporciones
las células T CD4*CD25"" expandidas con células mononucleares autdlogas. Las
células expandidas a lo largo de las cuatro semanas en presencia de rapamicina
mantuvieron una mejor funcion in vitro (Figuras 6a, b, ¢), siendo en el dia 28 cuando
se obtuvo una mayor diferencia significativa en el porcentaje de supresion sobre la
proliferacion de las células T respondedoras (Tresp) tanto de las CD4* (Ejemplo
proporcion 1:2 (Treg:Tresp): Sin Rapamicina= 19,29 + 13,76%; Con Rapamicina=
79,66 = 9,42%; p<0,01) como las CD8* (Ejemplo proporcion 1:2 : Sin Rapamicina=
29,10 £ 11,41 %; Con Rapamicina= 89,77 * 3,92; p<0,01).
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Figura 6. Células T CD4*CD25" expandidas en presencia de rapamicina tienen una mejor funcién supresora
in vitro. a-c) Para ensayos de supresion, se co-cultivaron células T CD4*CD25" en expansidn (de los dias 14,
21y 28) con CMN CFSE*autélogas en diferentes proporciones (0-1 Treg: 1-128 CMN) y estimularon con perlas
anti-CD3/-CD28. Al dia 5 se marcaron las células con anti-CD4 y anti-CD8, y determind por citometria de flujo
el porcentaje de proliferacién por dilucion de CFSE de células T respondedoras (Tresp) tanto de CD4* como
CD8*. Las graficas representan la media + error estdandar; n=6; * p<0,05.
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Cuando no se puede obtener frecuentemente muestras de sangre de pacientes
para aislar las células Treg, una alternativa es poder utilizar células
criopreservadas. Por esta razén se evaluo el efecto de la criopreservacion sobre el
fenotipo y funcion de las células T CD4*CD25" expandidas. . Al igual que los
resultados presentados anteriormente, en presencia de rapamicina las Treg
expandidas tuvieron una mayor expresion y porcentaje de los marcadores
evaluados (FOXP3, CD25, Helios, CTLA-4) después de ser criopreservadas (Figura
7). Pero en comparacion con los resultados obtenidos antes de la criopreservacion
(Figura 4 y 5), en ambas condiciones las Treg después de ser descongeladas
disminuyeron las frecuencias de células CD25*FOXP3* (Figura 72 (dia 28): Sin
Rapamicina= 56,22 + 9,18%; Con Rapamicina= 77,62 * 5,11%; p<0,01), Helios*
(Figura 7d (dia 28): Sin Rapamicina= 11,84 + 4,81%; Con Rapamicina= 34,92 +
17,25%; p<0,05), CTLA-4" (Figura 7f (dia 28): Sin Rapamicina= 52,88 + 23,54%;
Con Rapamicina= 79,12 £ 7,29%) y CCR7* (Figura 7h (dia 28): Sin Rapamicina=
31.90 £ 21,02%; Con Rapamicina= 53,08 + 24,17%). Esta misma disminucion se
observo en la expresion(IMFr) de CD25 (Figura 7c (dia 28): Sin Rapamicina= 17,16
t 4,94%; Con Rapamicina= 27,51 = 6,21%), Helios (Figura 7e (dia 28): Sin
Rapamicina= 1,98 + 0,75%; Con Rapamicina= 3,70 + 1,15 % p<0,05), CTLA-4
(Figura 7g (dia 28): Sin Rapamicina= 18,17 + 8,24%; Con Rapamicina= 30,26 *
8,17%) y CCR7 (Figura 7i (dia 28): Sin Rapamicina= 44,93 * 18,18%; Con
Rapamicina= 53,61 £ 22,31%). Interesantemente, solo las Treg expandidas con
rapamicina mantuvieron la expresion de FOXP3 (Figura 7b (dia 28): Sin
Rapamicina= 33,11 +£8,24%; Con Rapamicina= 101,50£33,88%; p<0,01) después
de ser criopreservadas, obteniendo valores similares a las Treg previas a ser

congeladas (Figura 4d).
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Figura 7. Efecto de la criopreservacién sobre el fenotipo de células T CD4*CD25" expandidas ex vivo. a-b)
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para determinar por citometria de flujo la expresion de CD25, FOXP3, Helios, CTLA-4 y CCR7. Las graficas
representan la media * error; n=5; * p<0,05
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Como consecuencia de los cambios en el fenotipo, las Treg expandidas
criopreservadas en la cuarta semana tuvieron una tendencia a disminuir su funcion
supresora in vitro sobre la proliferacion de las Tresp tanto de las CD4* (Figura 8c,
proporcién 1:2 (Treg:Tresp): Sin Rapamicina= 53,25 + 9,57%; Con Rapamicina=
73,40 + 18,13%) como CD8" (Figura 8c, proporcion 1:2 : Sin Rapamicina= 53,33 *
26,50 %; Con Rapamicina= 70.42 + 32,66), en comparacion con las Treg no
criopreservadas (Figura 6). Ademas, debido a la variabilidad de los resultados no
hubo diferencia significativa entre las dos condiciones de expansién, pero se obtuvo
una tendencia de que las Tregs tratadas con rapamicina después de ser

criopreservadas tienen una mejor capacidad supresora in vitro (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la criopreservaciéon sobre la funcion supresora in vitro de células T CD4*CD25"
expandidas ex vivo. a-c) Células T CD4*CD25" expandidas y criopreservadas (de los dias 14, 21 y 28) se co-
cultivaron con CMN CFSE* autélogas en diferentes proporciones (0-1 Treg: 1-128 CMN), se estimularon con
perlas anti-CD3/-CD28. Al dia 5 se marcaron las células con anti-CD4 y anti-CD8, y determiné por citometria
de flujo el porcentaje de proliferacion por dilucién de CFSE de células T respondedoras (Tresp) tanto de CD4*
como CD8". Las graficas representan la media + error estandar; n=5; * p<0,05.
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DISCUSION

Una limitante para la aplicacion clinica de las células Tregs FOXP3* en humanos
es su numero limitado en sangre periférica, para lo cual se han disefiado diversas
estrategias de expansion ex vivo basadas principalmente en la estimulacion
policlonal con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 en presencia de IL-2 [123, 157-160].
Sin embargo, en el presente trabajo encontramos que al expandir in vitro las células
T CD4*CD25"NFOXP3* a largo plazo habia una disminucién tanto en la frecuencia
de éstas células como en la expresion de FOXP3, lo cual concuerda con un trabajo
previo [126]. Interesantemente, al cultivar estas mismas células en presencia de
rapamicina (un farmaco inhibidor de la via PI3K/Akt/mTOR), el porcentaje y
expresion de FOXP3 se mantuvo hasta las cuatro semanas de expansion (Figuras
4b-d). Ademas, en las Treg expandidas bajo esta misma condicion hubo un
aumento de la expresion de CD25 (figura 4e) y esto puede ser consecuencia del
mantenimiento en la expresion de FOXP3 el cual en cooperacion con NFAT

(activado rio abajo del TCR) regulan la expresion de CD25 [161].

La alta expresion de CD25 (cadena a del receptor de IL-2, IL2-R) en células Treg
FOXP3* es esencial para el desarrollo, funcion y mantenimiento de este linaje
celular; IL-2 a través de su receptor regula directamente estabilidad de la expresion
de FOXP3 y la proliferacion de las Tregs mediante la via de STATS [31, 32]. En las
células T, la sefalizacion rio abajo del receptor de IL-2 puede proceder a través de
la via PI3K/Akt/mTOR o via JAK/STAT [162]. Mientras que rapamicina inhibe la via
PIBK/mTOR en células Treg, la via JAK/STAT no se ve afectada evitando la
apoptosis inducida por rapamicina y permitiendo su proliferacion [162]. Se ha
descrito que células T CD4*CD25" en presencia de rapamicina tienen una alta
expresion de moléculas anti-apoptoticas Bcel-2 y Bel-XL. En contraste, las células T
CD4*CD25 en las mismas condiciones disminuyen significativamente la expresion
de Bcl-2 o Bcel-XL y aumentan los niveles de la molécula pro-apoptética Bax,
promoviendo asi su apoptosis [163]. Cabe resaltar que células T
CD4*CD25"FOXP3* en humanos expresan constitutivamente PTEN [164], un

regulador negativo de la via PI3K/Akt, por lo que éstas células tienen un uso
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reducido de esta via, a diferencia de las células Tconv dependen de la via PI3K
para su proliferacion y supervivencia [163]. Ademas, la via PI3K/Akt/mTOR inhibe
la expresion de FOXP3 mediante la inactivacion de las proteinas FoxO [51, 165];
FoxO1 y FoxO3a se unen al gen FOXP3 y participan en la regulacion de la
expresion de FOXP3 [32, 51]. Por lo tanto, en los cultivos tratados con rapamicina
podria actuar de dos maneras: primero permitiendo una proliferacion selectiva de
las células T CD4*CD25"FOXP3*, y segundo favorece el mantenimiento de la
expresion de FOXP3.

Helios es un factor de transcripcion de la familia lkaros que en un principio se
propuso que podria discriminar entre tTregs y iTregs porque la mayoria de las
células FOXP3™* derivadas del timo expresaron Helios, mientras que no lo hicieron
las iTregs generadas in vitro con TGF-p [41]. Actualmente, el uso de Helios como
un marcador de tTregs esta siendo re-evaluado, ya que este factor puede ser
expresado por ceélulas Tconv humanas e iTregs de raton dependiendo de las
condiciones de activacion [42, 43]. En nuestros datos describimos como la
estimulacion a largo plazo de las células T CD4*CD25" causa disminucién de la
expresion de Helios, pero en presencia de rapamicina el decremento fue menor
(Figura 5a, b). Aunque se desconocen las bases moleculares que regulan su
expresion, se ha demostrado que la expresion de Helios favorece la estabilidad de
la expresion de FOXP3 [166]. En células Treg de humanos, Helios puede unirse al
promotor de FOXP3 y la inhibicion de la expresién de Helios con ARN silenciador
resulta en la disminucién de la expresiéon de FOXP3 y de la funcion supresora in
vitro de las células Treg [166]. Recientemente, se describié que la expresion
forzada de Helios, en cooperacion con FOXP3, incrementa la expresion de
moléculas relacionadas con la funcion supresora en células Treg inducidas de ratén
[167]. Esto podria sugerir que en presencia de rapamicina, a través de FOXP3, se
podria estar favoreciendo la expresion de Helios.
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CTLA-4 esta expresado constitutivamente en células Treg humanas y de ratén, y
€s un mecanismo importante para llevar a cabo su funcion supresora [1]. In vitro, el
bloqueo de CTLA-4 disminuye la supresion mediada por células T CD4*CD25"
[168]. In vivo, la deficiencia especifica de CTLA-4 en células T FOXP3* resulta en
desarrollo espontaneo de autoinmunidad mediada por células T, caracterizada por
una linfoproliferacién descontrolada e hiperproduccion de IgE [169]. En nuestros
resultados, las células T CD4*CD25"FOXP3* expandidas en presencia de
rapamicina tuvieron un aumento en la expresién CTLA-4 en cada dia evaluado
(Figura 5c, d). Este aumento puede ser consecuencia del incremento de la
expresion de FOXP3, el cual al interactuar con NFAT aumenta la expresion de
CTLA-4 [161, 170]. Cabe resaltar que ademas de regular directamente las
funciones de las células Tconv, las células Tregs pueden modular las respuestas
del sistema inmune mediante la regulacién de las funciones y/o la maduraciéon de
las células dendriticas (DCs), y uno de los mecanismos de supresién involucra la
alta expresion de CTLA-4 [76]. Cuando CTLA-4 se une a sus ligandos CD80/CD86
induce en las DCs la secreciéon de IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa), enzima que
favorece el catabolismo del triptéfano hacia un metabolito toxico para los linfocitos
Tconv [97]. Ademas, CTLA-4 puede disminuir la expresion de CD80/CD86 en
células presentadoras de antigeno (CPAs) mediante un proceso denominado
trans-endocitosis y de esta manera las Tregs disminuyen la capacidad de las CPAs

para activar a linfocitos Tconv [169, 171].

El efecto de rapamicina en el mantenimiento de la expresién de FOXP3 y Helios,
asi como el aumento de la expresion de CD25 y CTLA-4, se correlacion6 con una
mayor inhibicion de la proliferacion de células T CD4* y CD8* (Figura 6). Las células
Tregs no son capaces de producir IL-2, pero tienen niveles de expresion de CD25
Mas altos que los linfocitos T virgenes o activados, por lo cual son mas eficientes
para utilizar la IL-2 del microambiente y mediante este mecanismo pueden
disminuir la capacidad de activacion y proliferacién de las células Tconv [91]. Como
se cito antes, Helios en cooperacion con FOXP3 aumentan la capacidad supresora

de las células Treg [167].
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Durante una respuesta inmune, las células Treg deben migrar tanto al sitio de
inflamacion como a ganglios linfaticos de drenaje para ejercer su funcion [172].
Estudios in vivo han demostrado que CCR7 tiene un papel importante en la
supresion mediada por células Treg a través del control de su migracion a zonas del
ganglio donde se favorezca su funcién y tengan acceso a IL-2 [173, 174]. Nuestros
datos muestran que con la estimulacion in vitro del TCR de células T
CD4*CD25"'FOXP3* aumentan su expresion de CCR7, llegando a su mayor

expresion en la cuarta semana en presencia de rapamicina (Figura 5e, f).

Por ultimo, es importante sefalar que la inmunoterapia con células Treg podria
avanzar aun mas si dichas células pueden ser eficientemente criopreservadas y
almacenadas para futuras aplicaciones clinicas, como una alternativa al uso de
Tregs recién aisladas y expandidas [175]. Actualmente, nuestro conocimiento del
impacto de la criopreservacion sobre la viabilidad y funcionalidad de las células
Treg aun es limitado [175]. Basandose en datos de células mononucleares de
sangre periférica, la criopreservacion puede tener un efecto negativo sobre células
Tregs, ya que puede disminuir su viabilidad y causar secrecion anormal de
citoquinas, asi como alterar la expresion de marcadores de superficie relacionados
con su funcion supresora [175]. Hay varios mecanismos que podrian ser
responsables de tales efectos, incluyendo el estrés oxidativo, lesibn mecanica
debido a la formacion de cristales durante el congelamiento, propiedades fisicas
alteradas de las estructuras celulares, dafo por cambios osméticos, perturbacion
de homeostasis de iones debido a inhibicion de la bomba de Na*/K*, y la apoptosis
[176]. Sin embargo, aun falta determinar los mecanismos especificos que estan
involucrados en los efectos de la criopreservacion sobre el fenotipo y funcion de las
Treg. Resulta interesante que en nuestros resultados observamos que al expandir
las Treg en presencia de rapamicina después de ser criopreservadas mantenian
una alta expresién de los marcadores evaluados (FOXP3, CD25, Helios, CTLA-4,

CCRY7), asi como mejor funcién supresora in vitro.
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En general, nuestros resultados demuestran que rapamicina favorece la expansion
de células Treg funcionales y evidencia su potencial terapéutico en humanos para
el tratamiento de inmunopatologias mediadas por células Tconv, ya que diversos
estudios en modelos animales han demostrado la eficacia de la inmunoterapia con
células Treg para prevenir el desarrollo de enfermedades autoinmunes [145, 146,
150, 177, 178] y la enfermedad injerto contra hospedero [136, 139, 179], asi mismo
para inducir la tolerancia hacia el alo-injerto trasplantado [135, 136, 139, 141, 142].
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CONCLUSIONES

e Células Treg CD4*CD25" provenientes de individuos sanos y expandidas
ex vivo en presencia rapamicina mantienen una alta expresion de moléculas
relacionadas con su funciéon supresora (FOXP3, Helios, CD25, CTLA-4) y
migracion (CCR7) después de cuatro semanas de estimulacion policlonal
con anti-CD3/anti-CD28.

e Rapamicina promovio una mejor funcidn supresora in vitro en las células

Treg expandidas a largo plazo.

e Células Treg expandidas en presencia de rapamicina después de ser
criopreservadas tuvieron una alta expresion de FOXP3, Helios, CD25, CTLA-

4 y CCR7, y mejor capacidad supresora in vitro.
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PERSPECTIVAS

1. Determinar la desmetilacion de la region TSDR del locus de FOXP3, como
medida de la estabilidad en la expresion de FOXP3 en las células Treg expandidas

ex vivo.

2. Evaluar la estabilidad de las Treg expandidas mediante el efecto in vitro de un

ambiente inflamatorio sobre su fenotipo y funcion.

3. Analisis de la expresion de otros marcadores superficie relacionados con su
funcién supresora (PD-1, CD39, CD73, GITR, LAG-3) y produccion de citocinas anti-

inflamatorias (IL-10, TGF-B) en células Treg expandidas.
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ANEXO I: REACTIVOS

Medio OpTmizer T-Cell Expansion Suplementado (100 mL)

Glutamina 0,2 M (Gibco) 1mL
Piruvato de sodio 100mM (Gibco) 1mL
Antibiéticos 100x (Gibco)

o Penicilina 10000 U 1mL

o Estreptomicina 10 ng/mL 1 mL
OpTmizer™ T-Cell Expansion Supplement 1,04 mL
OpTmizer™ T-Cell Expansion Basal Medium 94,96 mL

PBS 10X PH 7,4

<> NaCl 40,0 g
<> K2HPO4 12,29
< KH2PO4 1,29

X Agua destilada 500 mL

PBS-BSA 10%

Albumina Sérica Bovina 5g
PBS 1X aforar a 50 mL

PBS-p-FORMALDEHIDO 2%

p-FORMALDEHIDO 29
PBS 1X aforar 100 mL
Calentar previamente el PBS hasta aproximadamente 56 °C, agregar el p-

formaldehido, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 100 mL
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Amortiguador MACS

PBS 1X
BSA 10 %
EDTAO0.5M

Amortiguador FACS

Suero fetal bovino
EDTAO0.5M

Azida de Sodio 2.5%
PBS 1X

47,3 mL
2,5mL
200 uL

2mL

1.6 mL
1.6 mL
394.8 mL
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