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REGULATORY T CELLS AND TOLERANCE IN TRANSPLANTATION:

RESUMEN

El beneficio sustancial que supone el trasplante en aquellos
pacientes con enfermedades terminales se contrarresta por la tasa
moderada de supervivencia del injerto a largo plazo. Esto se debe
en gran medida a los farmacos inmunosupresores que inhiben
inespecificamente la respuesta inmunitaria para evitar el recha-
0 pero que acarrean gran nimero de efectos adversos respon-
sables del rechazo crénico. Por ello, el principal objetivo en el tras-
plante es alcanzar una ausencia de respuesta inmunitaria frente
a los aloantigenos del donante sin necesidad de administraciones
prolongadas de farmacos inmunosupresores. En los tltimos afios,
las células T reguladoras, sobre todo aquellas que muestran el
fenotipo CD4+CD25MstFOXP3+ (conocidas como células Tregs),
han demostrado su capacidad de controlar las respuestas inmu-
nitarias frente a aloantigenos del donante, por lo que poseen un
gran potencial en el establecimiento de tolerancia del trasplante
in vivo. La mayoria de las evidencias proceden de modelos expe-
rimentales aunque tltimamente han aparecido trabajos que abor-
dan el papel de las células Tregs en el contexto clinico del tras-
plante. En dicho contexto, un factor esencial a considerar es la pre-
sencia de inmunosupresion farmacoldgica en practicamente el
100% de los pacientes. Hallazgos recientes demuestran como exis-
ten farmacos que favorecen la induccién y/o mantenimiento de
las células Tregs en pacientes trasplantados. De todos ellos, los
inhibidores de mTOR se muestran como los que mas favorecen
el desarrollo de Tregs en el trasplante de érganos actual. Estrate-
gias que se plantean en un futuro cercano son la estimulacion ex
vivo de células Tregs purificadas con aloantigenos del donante, o
incluso la transfeccion con FOXP3 de células alorreactivas
CD4+CD25-.
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supresién/ Tolerancia/ Trasplante.
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ABSTRACT

The poor long-term graft survival rate counteracts the impor-
tant advance that transplantation is for end-stage disease patients.
This is mainly due to the use of immunosuppressants that non-
specifically inhibit the immune response to avoid graft rejection
but that bring a number of adverse effects leading to chronic rejec-
tion. Thus, the major goal in transplant medicine is to reach an
absence of immune response towards donor alloantigens without
the need of long-term immunosuppressant drugs. In the last years,
regulatory T cells, mainly those with a CD4*CD25"s"FOXP3+ phe-
notype (named as Treg cells), have demonstrated an inhibitory
effect on immune responses against donor alloantigens. As a con-
sequence, they are a potential tool in the development of trans-
plant tolerance in vivo. Most of the evidence comes from experi-
mental models, although recent works address the role of Treg
cells in the clinical setting of transplantation. In such a setting, the
coexistence of immunosuppression in almost 100% of the patients
is an essential factor to consider. Recent findings show that dif-
ferent drugs favour the induction and/or maintenance of Treg
cells in transplant recipients. Among them, mTOR inhibitors seem
to promote the development of Treg cells at present. Next strate-
gies include the ex vivo stimulation of sorted Treg cells with donor
alloantigens or the transfection of alloreactive CD4+CD25- cells
with FOXP3.

KEY WORDS: CD25/ FOXP3/ Immunosuppression/ Tolerance/
Transplantation/ Treg cells.
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El trasplante de 6rganos es hoy una alternativa terapéutica
perfectamente establecida para el tratamiento de pacientes
con disfuncién organica terminal e irreversible de muy
diversas causas®. La inmunosupresién farmacolégica ha
supuesto el motor del desarrollo clinico del trasplante de
6rganos solidos fundamentalmente debido a la supresién
de las reacciones inmunitarias que se desencadenan en toda
situacion de rechazo, especialmente el agudo®. De hecho,
el éxito clinico del trasplante se ha basado sobre todo en el
control del rechazo agudo que alcanza actualmente cifras
superiores al 90% en el trasplante renal®. A pesar de los
enormes logros conseguidos durante los dltimos afios en el
manejo clinico de los pacientes sometidos a trasplante de
un 6rgano solido, el fracaso a largo plazo del injerto continta
siendo el obstaculo principal para el éxito de esta terapéutica®?.
En efecto, si las supervivencias al afio de los aloinjertos
renales, cardiacos y hepaticos se hallan entre un 85 y un
95%, cuando transcurren 10-12 afios, estas cifras descienden
notablemente, situdndose en el caso de los trasplantes
cardiacos en un 60%®. En el caso de los trasplantes renales,
la principal causa de pérdida a largo plazo se debe a lo que
se denomina nefropatia cronica del trasplante (NCT), cuya
forma severa se presenta en el 58% de los pacientes
trasplantados®. Esta nefropatia se caracteriza por disfunciéon
renal progresiva acompaiada de fibrosis crénica intersticial,
atrofia tubular, cambios vasculares oclusivos vy
glomeruloesclerosis”. La fisiopatologia de esta nefropatia
es compleja y poco conocida, si bien se distinguen diferentes
fases con sus protagonistas celulares y sus correspondientes
cambios histologicos, lo que indica que el fracaso del injerto
es la consecuencia de un cimulo de agresiones que acttian
secuencial y aditivamente. Estas agresiones pueden ser de
caracter inmunoldgico, en forma de episodios de rechazo
(hiperagudo, agudo y crénico), y de caracter no inmunol6gico
que van desde los factores pre-trasplante propios del paciente
a los dafos peritrasplante®?. Otra forma de diferenciar
los factores implicados en el desarrollo de NCT es en aquellos
dependientes (NCT, muerte con injerto funcionante por
cancer, infecciones o enfermedad cardiovascular) e
independientes (aumento de la edad del donante y receptor,
empleo de 6rganos sub6ptimos) de la inmunosupresion®?.

El término NCT se acufi6 a principios de los afios 90.
Desde entonces su uso se ha extendido y como se ha comentado
anteriormente se emplea para todos los tipos de disfuncién
crénica del injerto. Por ello, la tendencia actual es a desechar
la terminologia de NCT por una mas morfoldgica. Asi, la
conferencia de Banff estableci6 el término histolégico de
fibrosis intersticial y atrofia tubular para sustituir al de
NCT. Bajo esta nueva terminologfa se sigue diferenciando,
como en la NCT, el dafio crénico aloinmunitario del no
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inmunitario, aunque con variaciones histolégicas que
diferencian la causa especifica®.

INMUNOSUPRESION EN EL TRASPLANTE DE
ORGANOS SOLIDOS

El tratamiento inmunosupresor es imprescindible
para el éxito de los trasplantes. La introduccién de los
farmacos inhibidores de la calcineurina revolucioné los
resultados a corto plazo®¥. Sin embargo, la cantidad de
inmunosupresién que se emplea para cada paciente se decide
con base en datos clinicos, histolégicos y farmacocinéticos,
sabiendo que conseguimos bloquear una respuesta inmunitaria
de forma global, pero sin tener la certeza de qué es lo que
necesitamos bloquear®. Ademas, el tratamiento es de por
vida y responsable de los efectos adversos que aparecen a
largo plazo y que causan en gran medida la pérdida del
injertotV.

La mision principal del sistema inmunitario es defender
a nuestro organismo frente a las agresiones externas por
parte de los microorganismos y toxinas. Ademas, debe
reconocer otros antigenos propios pero que se han modificado
por accién de infecciones o de neoplasias. Por otra parte,
tiene que mantener la capacidad de no responder o tolerar
aquellos antigenos que se generan de forma fisioldgica
durante nuestro desarrollo (pubertad, lactancia,
envejecimiento...) o con los que entramos en contacto a
diario (flora comensal, alimentos...). El alotrasplante es
considerado por el sistema inmunitario como extrafio y, por
lo tanto, monta una respuesta frente a él en forma de rechazo(2.
Cuando se administra la inmunosupresién farmacolégica
en un paciente trasplantado, no sélo se inhibe la capacidad
de responder frente al aloinjerto, sino que también se suprime
el resto de respuestas que protegen al organismo frente a
las agresiones (infecciones, tumores. ..). Esta falta de selectividad
inmunolégica es la responsable del desarrollo de un estado
de inmunodeficiencia y de la alta tasa de neoplasias, junto
con otros efectos adversos que provocan la pérdida a largo
plazo del aloinjerto®. Por ello, el reto mas importante en
la investigacién inmunolégica en el trasplante de 6rganos
es el esclarecimiento y la manipulacion terapéutica de los
mecanismos de induccién de tolerancia. La principal ventaja
de la tolerancia inmunoldgica es la de la especificidad, puesto
que seria capaz de mantener la respuesta frente a
microorganismos y tumores mientras que no reaccionaria
frente al 6érgano trasplantado. Dado que se trata de un
mecanismo no farmacoldgico, no acarrearia los efectos
adversos de la medicacién y, por lo tanto, los beneficios a
largo plazo serian claros. Actualmente, el gran impedimento
que tiene desde el punto de vista préctico es la falta de
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marcadores clinicos que permitan establecer y monitorizar
el estado de tolerancia®19. Los mecanismos que participan
en la tolerancia de aloantigenos son, en principio, los mismos
que frente a los autoantigenos: delecién central de células
T alorreactivas, delecién o anergia periférica de células T
alorreactivas, la ignorancia periférica por las células T
alorreactivas o la supresién activa de células T alorreactivas(e1”.
De todos estos mecanismos sélo la supresién ha dirigido
sus esfuerzos a generar un tipo de célula T encargado de
controlar las respuestas de otras células T. En los dltimos
afos ha adquirido un interés especial el estudio de poblaciones
celulares con actividad supresora/reguladora.

CELULAS T REGULADORAS

Las células T “supresoras”, capaces de suprimir respuestas
antigeno-especificas y de transferir esa tolerancia a otros
animales, se identificaron hace 30 afios®. Estas células
tuvieron un gran auge en la segunda mitad de la década
de los 80, cuando se consiguieron establecer hibridomas de
células T supresoras in vitro y se definieron redes complejas
de células T supresoras. Sin embargo, este tipo de células
cay en el ostracismo por parte de los inmunodlogos, debido
al hallazgo de la ausencia del determinante I-] en el locus
MHC del rat6n, que se habfa establecido como caracteristico
de esta poblacién celular. Tampoco se demostraron
reordenamientos de las cadenas alfa o beta del TCR"). Por
todo ello, las células T supresoras se convirtieron en un tabti
en inmunologia, aunque la posibilidad de transferir tolerancia
entre dos individuos no pudo ser rebatida en ningin
momento™.

Sakaguchi reintrodujo el concepto de células T supresoras
o reguladoras (Treg), en un modelo de enfermedad
autoinmune inducida tras timectomizar a ratones a los tres
dias de edad®. En estos ratones se demostro la ausencia
de una poblaciéon T CD4*CD25*, que suponia el 5-10% del
bazo y que, cuando se transferfan de un ratén normal al
timectomizado, evitaban el desarrollo de la enfermedad©@?.
Ademas de su papel en modelos de autoinmunidad, el papel
regulador de estas células ha demostrado también efectos
beneficiosos en la reaccion de injerto frente a hospedador
(GVHD) o en el trasplante de islotes pancreaticos®?' 2.

El primer problema que existe con las células Treg es
su identificacion, dado que se han descrito diversas poblaciones
inmunocompetentes con actividad reguladora®. Las mas
estudiadas son las células T con fenotipo CD4CD25, habiéndose
observado también funciones reguladoras en células T CD8,
células T gamma-delta, células NK, células CD3+CD4-CD8-,
o células NKT (Figura 1). Cada una de estas poblaciones
celulares tiene distintos receptores celulares, ejercen su

funcién mediante distintos mecanismos y acttian en distintos
estadios de la respuesta inmunitaria®-. Las principales
evidencias del papel de estas células en los mecanismos de
tolerancia provienen de modelos animales donde se ha
observado cémo las células CD8 supresoras ayudan a la
discriminacion entre lo propio y no propio y se diferencian
durante la respuesta inmunitaria primaria para suprimir
las respuestas secundarias y de memoria®. Por otro lado,
otro tipo de células CD8* supresoras, las células CD8+CD28-,
reconocen complejos péptidos/MHC-I en las células
dendriticas convirtiéndolas en tolerogénicas mediante la
expresion de moléculas inhibidoras como ILT3 o ILT4
(“immunoglobulin like transcripts”). ILT3 e ILT4 interfieren
con la induccién de moléculas coestimuladoras en las células
presentadoras de antigeno y tolerizan a las células T CD4+
helper®29. Por tltimo, las células NKT y CD4+ se generan
antes del contacto con el antigeno y acttian en las etapas
tempranas de la respuesta innata y primaria, respectivamente.
En concreto las células NKT que expresan receptores propios
de células NK y el TCRaf, el cual reconoce los complejos
CD1d/glicolipidos@®39. Los mecanismos mediante los que
las células NKT regulan la induccién de tolerancia son
complejos pero parecen interaccionar con las células
CD4+ y CD8* reguladoras y actuar mediante la secrecién
de citocinas supresoras (IL-4, IL-10 y TGF-f)@12.
Respecto al trasplante de érganos y a su importancia
en los mecanismos inductores de tolerancia, de todas las
poblaciones celulares con capacidad reguladora/supresora
que aparecen en la Figura 1, la que mas interés atrae es la
de los linfocitos T reguladores que expresan CD25 (cadena
alfa del receptor de IL-2), conocidas como células Tregs. La
expresion de esta molécula es muy elevada en las células
Tregs humanas, por lo que se las define como células
CD4+CD25"ish, en contraposicion a las células T CD4+ efectoras
recién activadas, en las que la expresion es mas baja y
transitoria®3. Se han descrito otros marcadores cuya
expresion sirve para definir y seleccionar la poblacién de
células Tregs como CD45RB, CTLA-4, GITR o TNFRSF18
(“glucocorticoid-induced TNF receptor family-related
receptor”), CD134 (OX40) o CD62L%3%). Como ocurre con
CD25, ninguna de esas moléculas se expresa de forma
exclusiva en las células Tregs. En cambio, la expresion del
factor de transcripcién FOXP3 en estas células se emplea
como definitoria®3. Las mutaciones en el gen de FOXP3
causan un sindrome autoinmune letal en el raton Scurfy y
son responsables del sindrome humano IPEX (disregulacion
inmunitaria, poliendocrinopatia y enteropatia ligada al
cromosoma X)@®9, Tanto los ratones Scurfy como los
pacientes con IPEX muestran cantidades muy bajas de
células Tregs y una funcién supresora de esas células
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Figure 1. Esquema representativo de los principales tipos de células T requladoras con capacidad de control de una respuesta aloinmunitaria. La poblacion de
células T reguladoras naturales (nTregs) es la tinica que se diferencia en el timo y de ahi sale a la periferia con un fenotipo especifico. En cambio, las células T
requladoras inducidas (iTregs), que también tienen el factor de transcripcion FOXP3, se generan en la periferia a partir de células T CD4+CD25-FOXP3- naive
cuando el antigeno se presenta por células dendriticas plasmocitoides (pDC) en presencia de concentraciones determinadas de citocinas como IL-2 0 TGF-f.
Las células Tr1 y las células Th3 también se generan fuera del timo a partir de las células T CD4*CD25-FOXP3- naive y no se diferencian por ningtin marcador
especifico concreto, sino por la secrecion de IL-10 y TGF-f, respectivamente. Las células T CD8+*CD28- también tienen un papel de control de las respuestas

alogénicas, aunque no se conoce exactamente como se diferencian.

defectuosa®-3?. La diferenciacién de la mayoria de células
Tregs periféricas comienza en el timo tras la induccién de
la expresién de FOXP3 en un subtipo de timocitos TCRaf3
con elevada afinidad por los complejos autoantigeno-MHC#
Estas células se conocen como células Tregs naturales (nTregs),
en contraposicion a las células Tregs que se pueden inducir
(células iTregs) en condiciones especificas in vitro, como la
presentacion del antigeno por células dendriticas plasmocitoides
en presencia de IL-2 y TGF-p (Figura 1). La transfeccion
de FOXP3 en células CD4+CD25- las convierte en células
con capacidad supresora y, por otro lado, la hiperexpresién
de un transgén de FOXP3 en ratones confiere capacidad
supresora a las células CD4+CD25- y CD4-CD8, lo cual
indica que la expresién de FOXP3 modula la capacidad
funcional de las células Tregs“42. Este efecto parece ser
dosis-dependiente puesto que s6lo la disminucién de expresién
de FOXP3 es capaz de transformar células con funcion
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reguladora en funcion efectora®. A pesar de ello, no se
conoce atin el mecanismo molecular mediante el que FOXP3
media la capacidad supresora, pudiendo ser tanto por la
inhibicidn directa de la senalizacion a través del TCR o, de
forma indirecta, mediante la transcripcién de un factor que
inhiba las sefiales inducidas por la sefializacion a través del
TCR®¥. La importancia de FOXP3 parece radicar en su
capacidad de amplificar y estabilizar la transcripcién de
genes especificos de regulacion, lo que mantiene la homeostasis
de las células Tregs, mas que iniciar la generacién de células
Tregs®. Por otro lado, ha aparecido cierto debate acerca de
la utilidad de FOXP3 como marcador de células Tregs puesto
que se ha descrito que FOXP3 se induce tras la estimulacién
a través del TCR y se duda de si la poblacién inducida
CD4+CD25*FOXP3+ es supresora o anérgica“®. De hecho,
FOXP3 se restringe a la poblacién de células Tregs en ratones,
pero no en humanos, donde se expresa no sélo en células
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Figure 2. Marcadores fenotipicos caracteristicos de las células Tregs naturales (nTregs). A la izquierda de la figura se representan las moléculas de superficie
que definen el fenotipo de células nTreg. Ademds, In expresion intracelular del factor de transcripcion FOXP3 y de CTLA-4 se consideran marcadores especificos.
De entre todos los marcadores mostrados, la expresion de altos niveles de CD25 se ha empleado como el marcador mds caracteristico de las células nTregs, como
muestra la citometria de la parte superior derecha. La citometria de flujo de la parte inferior derecha muestra como la poblacion CD4+CD25"s (regidn c) es I
que expresa FOXP3 en comparacidn con la poblacion CD4+CD25% (region b, células T CD4+ activadas) y la CD4+CD25 (regidn a, células T CD4 naive).

naive recién activadas sino también en células memoria®”.
Recientemente, se ha descrito que la expresion baja del
receptor de IL-7 (CD127) sirve de biomarcador de células
Tregs, las cuales tienen la mayor capacidad supresora y la
mayor expresion de FOXP3 (Figura 2)49).

Ademas de esas células Tregs se ha descrito otro tipo
de células T CD4+ reguladoras, las denominadas Tr1. Estas
células se generan en la periferia a partir de células CD4*CD25-
naive tras la estimulacion antigénica en condiciones de
coestimulacién limitantes. Entre los factores inductores
mejor establecidos estdn la IL-10 y las células dendriticas
inmaduras®. Mientras que las células Tregs CD4+CD25+
acttian a través del contacto celular, las Tr1 lo hacen a través
de citocinas supresoras como IL-10 y TGF-f. Por otro
lado, las células Tr1 parecen no expresar FOXP3. No existen
marcadores de superficie celular que las identifiquen, aunque
se distinguen de las células Th2 por el patron de citocinas
que secretan (IL-20]L-4-IL-5*IL-10TGFp*). Ademéds, mientras
que las células nTregs migran a los ganglios linfaticos
(por ello expresan niveles elevados de CD62L), las células
Tr1 migran hacia sitios de inflamacién“". Las células Tr1
suprimen las respuestas de células T naive y memoria asi

como la expresién de moléculas coestimuladoras y la secrecion
de citocinas proinflamatorias de las células presentadoras
de antigeno. La induccién y activacion inicial de estas células
es antigeno-dependiente pero, una vez activadas, su capacidad
supresora no es especifica de antigeno®s.

Existe un segundo tipo de células T CD4+ reguladoras
inducidas que se denominan Th3 y que son superponibles a
las Tr1 en muchas caracteristicas, salvo que secretan TGF-f¢.
Curiosamente, se ha descrito como TGF-3, mediadora de
los efectos de las células Th3, es capaz de convertir células T
CD4+CD25- no reguladoras en células T CD4+CD25+ reguladoras
induciendo la expresién de FOXP3¢23. Al igual que con las
células Tr1, tampoco existen marcadores fenotipicos que las
identifiquen. La presente revisién no pretende profundizar
en las células Tr1 y Th3 (excelente revision en 50).

CELULAS T REGULADORAS Y TRASPLANTE

En el trasplante de érganos s6lidos se han descrito dos
tipos de reconocimiento de aloantigenos: el directo y el
indirecto. En el primer tipo se reconocen las moléculas
MHC intactas presentadas por las células presentadoras de
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antigeno (APC) del donante. El reconocimiento directo se
considera que juega su papel fundamental en la primera
fase del alotrasplante y mediaria el rechazo agudo. El
aloreconocimiento indirecto consistiria en el procesamiento
de moléculas MHC o antigenos menores de
histocompatibilidad del donante presentados por las APC
del receptor?. Dado que las células APC del donante que
participan en el reconocimiento directo tienen una
supervivencia limitada, se supone que el reconocimiento
indirecto, dependiente de las APC del receptor, jugaria un
papel mas importante en la alorespuesta a largo plazo®®.
Ademas, el reconocimiento indirecto ha sido identificado
tltimamente como el mecanismo de accién de las células
Treg®>%). Las primeras evidencias a favor de esta hipétesis
eran la inhibicién de respuestas aloantigeno-especificas
mediante la administracion de alopéptidos via oral®” o el
mejor resultado de trasplantes renales tras una transfusién
sanguinea pre-trasplante en la que se compartia al menos
un alelo HLA, comparado con los que no compartian ningtin
alelo®. Sin embargo, muy recientemente han aparecido
evidencias a favor de la influencia de las Tregs en el control
de la respuesta inmunitaria del rechazo agudo in vivo®.
Asi, se han demostrado infiltrados de células Tregs en el
rifion de pacientes trasplantados renales que sufren rechazo
agudo celular pero no humoral®. Algunos autores han
hipotetizado que la presencia de estos infiltrados de células
reguladoras tendrian la misién de contrarrestar el efecto de
las células efectoras alorreactivas®. Ademds, estos infiltrados
tisulares parecen acompafiarse de un descenso de las células
Tregs en sangre®. Otros autores han sugerido que las células
Tregs pueden suprimir el reconocimiento directo en ausencia
de reconocimiento indirecto, pero ese efecto necesitaria
un nimero elevado de células Tregs®o.

La induccién de una tolerancia efectiva por parte de las
células Tregs no s6lo debe ir dirigida frente a las células T
que reconocen los mismos aloantigenos, sino que esas células
Tregs deben suprimir respuestas frente a otros aloantigenos
del donante. Ademas, esas respuestas no sélo seran mediadas
por células T CD4+, sino por células CD8* o NK. En modelos
experimentales se ha demostrado una capacidad supresora
excelente de la respuesta CD8- citolitica y productora de IFN-
y precisa para el rechazo de aloantigenos, a pesar de favorecer
la persistencia y acumulacion de esas células CD8* aloreactivas®.
Existe, por tltimo, el fenémeno de "anergia ligada", por la
cual las células T reguladoras generadas mediante
reconocimiento indirecto de un aloantigeno, son capaces de
regular respuestas frente a otros aloantigenos, mediante la
via directa o indirecta, de un modo no especifico® .

Dado el potencial que tienen las células Tregs en el control
de las alorrespuestas en el trasplante de 6rganos, uno de

162

los objetivos actuales es determinar si la monitorizacién de
estas células puede servir de marcador de tolerancia
inmunolégica. Para ello, el primer paso consiste en determinar
coémo se regula el nimero de estas células in vivo. Nuestro
grupo ha estudiado la evolucién de los niimeros absolutos
de células Tregs sanguineas en pacientes trasplantados
renales durante el primer afio después del trasplante.
Los datos muestran un descenso de las células
CD4+CD25Mg"FOXP3+ a los seis meses del trasplante para
recuperarse parcialmente al afio, aunque no alcanzan los
niveles previos al trasplante. A los dos afios del trasplante,
las células Treg aumentan y superan incluso los niveles
basales (M.L.H. et al, manuscrito en preparacién). Como ya
se ha comentado anteriormente, es probable que el descenso
inicial en sangre se corresponda con la infiltracion tisular
de las células durante el rechazo del injerto que suele ocurrir
en los primeros seis meses del trasplante®?. De hecho,
aquellos pacientes que sufren rechazo agudo muestran un
menor nimero de células Tregs sanguineas que los que
no lo sufren®?. No obstante, un factor esencial a considerar
en el trasplante en humanos, a diferencia de los modelos
experimentales animales, es la influencia de multiples factores
ambientales y genéticos no controlados. Entre ellos, el que
mds destaca es el posible efecto de la inmunosupresién
farmacolégica a la que estan sometidos los pacientes
trasplantados de por vida. Por ello, una de las lineas de
investigacion mas activas es la identificacion de regimenes
inmunosupresores que faciliten la generacién y/o el
mantenimiento de las células Tregs®*.

No existen muchos datos acerca de la modulacién de
las células Tregs en el trasplante de otros 6rganos. En el caso
del trasplante hepatico, recientemente se ha descrito un
traspaso de abundantes células Tregs desde el injerto a la
circulacion del receptor, que genera un microquimerismo
necesario para evitar el rechazo del injerto hepético en los
primeros momentos del trasplante®. Mas tarde en la evolucién
del trasplante hepético las células Treg parecen ser responsables
en parte de la tolerancia operacional, y las cifras de estas
células en sangre pueden caer en caso de producirse un
episodio de rechazo. Las células con fenotipo Treg
estdn disminuidas en receptores de un trasplante pulmonar
que sufren rechazo crénico en forma de bronquiolitis
obliterante respecto a aquellos que se mantienen estables.
En el trasplante de médula 6sea diversos trabajos correlacionan
los niveles de células Tregs con el desarrollo de reaccién
injerto contra huésped, con resultados contradictorios y de
dificil comparacién. Unos estudios demuestran una correlacion
positiva entre las cifras de células Tregs circulantes y una
reduccion de los episodios de reaccién injerto contra
huésped© ), otros encuentran lo opuesto®. El grupo de
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Roncarolo ha iniciado ensayos clinicos en los que emplean
las células Tr1 para la prevencién de la reaccién injerto contra
huésped en el trasplante de médula dsea, en el que este
subtipo de célula T reguladora parece jugar un papel més
importante. De todos modos, los datos de monitorizacién
de células Tregs en el contexto clinico son atin escasos y se
precisan mas evidencias para determinar la utilidad clinica
de su monitorizacién.

MODULACION DE LAS CELULAS Tregs POR LA
INMUNOSUPRESION FARMACOLOGICA

Como ya se ha adelantado, un factor a considerar respecto
a las células Tregs en el trasplante de 6rganos sélidos es la
coexistencia siempre con farmacos inmunosupresores,
esenciales para evitar sobre todo las crisis de rechazo agudo.
Los estudios animales muestran a las células Tregs especificas
de donante como el elemento esencial de la tolerancia en el
trasplante al suprimir los efectos citotéxicos de las células
T efectoras, en contraposicion a la supresién que se consigue
con los farmacos inmunosupresores. Sin embargo, tolerancia
e inmunosupresién no deben considerarse como dos extremos
sin conexién dentro del trasplante, sino que se pueden
conseguir cierto grado de tolerancia en presencia de farmacos
inmunosupresores?. Por ello, las posibles aplicaciones
clinicas de las células Tregs en el trasplante de rganos deben
explicarse en el contexto de los pacientes, que estan recibiendo
inmunosupresion de manera cronica. El objetivo es definir
aquellos farmacos capaces de suprimir las respuestas de las
células T efectoras mientras que mantienen, o incluso
potencian, la actividad de las células T reguladoras.

Los inhibidores de la calcineurina (ciclosporina, tacrolimus)
y los inhibidores de mTOR (rapamicina, everolimus) son
los inmunosupresores mas establecidos en la clinica para
prevenir el rechazo de aloinjertos®?. En linea con lo argumentado
en el parrafo anterior, parece que los inhibidores de mTOR
favorecerfan la accién de las células Tregs. Asi, el grupo de
Roncarolo demostrd cémo la rapamicina, en presencia de
altas dosis de IL-2, induce la proliferacién de células
Tregs mientras que inhibe la proliferacion de las células T
efectoras in vitro. Nuestro grupo mostré por primera vez
en un estudio transversal en pacientes trasplantados renales,
como el tratamiento prolongado con inhibidores de la
calcineurina produce un descenso en el nimero de células
Tregs circulantes, mientras que la rapamicina es capaz de
conservar esas células en sangre”». Ademas, nuestros
hallazgos indicaban que el tratamiento con rapamicina
era capaz de recuperar los niveles sanguineos de células
Tregs descendidos tras un tratamiento con inhibidores de
la calcineurina. Es decir, la ciclosporina y el tacrolimus tienen

un efecto deletéreo sobre las células Tregs, aunque la capacidad
supresora y los niveles de expresion de FOXP3 son semejantes
en las células CD4+*CD25Mg" de ambos grupos de pacientes,
tratados con inhibidores de calcineurina o con inhibidores
de mTOR®. Estos resultados los corroboran hallazgos
previos en modelos animales™. Nuestros datos, no obstante,
no demuestran si el mantenimiento de las células Tregs
sanguineas en los receptores de un injerto renal se debe a
una supervivencia aumentada de las células nTregs derivadas
del timo o si se han inducido en la periferia (células iTregs)
como consecuencia del tratamiento con rapamicina. El efecto
negativo de los inhibidores de la calcineurina puede residir
en la inhibicién de la produccién de IL-2, citocina imprescindible
para la funcién y homeostasis de las células Tregs?. Por
otro lado, estos farmacos también pueden interferir en la
interaccion NFAT-FOXP3, inhibiendo la capacidad supresora
de las células Tregs®.

Baan y colaboradores comprobaron que la expresién de
FOXP3 se regulaba de distinta forma en el contexto de
cultivos mixtos linfocitarios segtin el tipo de inmunosupresor
que se afiadia, de modo que los inhibidores de la calcineurina
y los anticuerpos monoclonales anti-CD25 suprimian la
expresion de FOXP3 y la capacidad reguladora de las células
CD4+CD25"gh, mientras que la rapamicina no lo alteraba .
Por otro lado, ciclosporina y rapamicina no afectan a la
activacion de las células nTregs, pero rapamicina, y no
ciclosporina, es capaz de expandir una poblacién de células
Tregs que expresan niveles elevados de CD27®). Esta
subpoblacién de células Tregs muestra una mayor capacidad
supresora que las que expresan niveles normales de CD27
y, por lo tanto, el tratamiento con rapamicina es capaz de
expandir esa subpoblacién de células Tregs con capacidad
de inhibir respuestas aloinmunitarias en marcha®. Mas
interesante atn parece la capacidad de la rapamicina no
solo de expandir aquellas células nTregs, sino que células
T CD4+CD25- naive se pueden diferenciar in vitro hacia
células con fenotipo Tregs y expresion de FOXP3 mediante
la estimulacién a través del TCR en presencia de rapamicina®.
Este efecto es reversible y, ademas, depende de la presencia
en el medio de forma continua de rapamicina. De todos
modos, la evidencia directa de esta conversion a célula Treg
desde célula naive no es clara puesto que la expresion de
FOXP3 en células T humanas tras activacién es promiscua®.

Como ya se ha comentado anteriormente, en el campo
del trasplante la inmunidad o la tolerancia depende del
balance entre células T citotdxicas y células Tregs aloespecificas.
A pesar de las evidencias que han aparecido recientemente
acerca del papel beneficioso de las células Tregs en la
evolucion del aloinjerto, tanto en modelos animales como
en humanos, sigue siendo tema de debate si esas células
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Tregs, bien naturales o bien inducidas a nivel periférico,
son aloespecificas y contribuyen a la tolerancia especifica
del donante. En este mismo afo, el grupo de Strom en
Boston ha demostrado cémo el empleo de protocolos
inmunosupresores inductores de tolerancia favorecen la
generacion de células Tregs aloespecificas de novo en un
modelo murino de injertos de piel empleando un ratén
“knock-in” para Foxp3GFP®V. En concreto, demuestran
como el tratamiento con rapamicina promueve y sinergiza
con un anticuerpo monoclonal anti-CD154, la conversién
de células T CD4*FOXP3- alorreactivas periféricas en células
Tregs FOXP3+ resistentes a la apoptosis. Estas células
transformadas en células Tregs tras su exposicion a rapamicina
son capaces de conferir proteccion donante-especifica frente
al rechazo de aloinjertos cutaneos®?. Por el contrario, el
tratamiento con ciclosporina inhibe la conversion a células
Tregs. Ademas, el tramiento in vivo con rapamicina induce
una supervivencia de los aloinjertos cutdneos de mas de
100 dias en el 100 % de los casos de ratones a los que se
ha transferido células CD4*FOXP3- mientras que el 100%
de los injertos se pierden a los 50 dfas en los ratones tratados
con ciclosporina®. La teorfa del grupo de Boston es que la
rapamicina es mas tolerogénica que la ciclosporina porque,
por un lado, favorece la muerte inducida tras la activaciéon
de las células T citotdxicas en un trasplante y, por otro,
promueve la generacién de células Treg donante-especificas®-
89. Por el contrario, ciclosporina bloquea la apoptosis de
las células T efectoras y no promueve la generacion de
células Treg®). Otro mecanismo adicional a favor de la
supuesta capacidad tolerogénica de la rapamicina reside
en su pobre capacidad estimuladora de la respuesta alogénica
al inhibir la maduracion de las células dendriticas, junto
con un mantenimiento de la maduracion de las células
Tregs, lo que favorece el equilibrio hacia un predominio
de las células Tregs sobre las efectoras®. Es decir, la posible
expansion de células Tregs con los inhibidores de mTOR
no sélo seria consecuencia del efecto directo en las células
T sino también del efecto en las células dendriticas®s7.
Los inhibidores de mTOR vy los inhibidores de la
calcineurina son los inmunosupresores mas empleados en
la clinica, junto con el 4cido micofenélico (MMEF). Asi, como
se ha investigado el posible efecto de los primeros en la
induccién de células Tregs, practicamente no existen evidencias
del papel de MMF sobre las células Tregs. Sin embargo, la
administracion de MMF conjuntamente con inhibidores de
mTOR parece favorecer la expansion de las células Tregs
e inhibir la proliferacién y expansion de las células T memoria.
MMEF seria el encargado de inhibir las células T memoria,
tal como sugieren los resultados in vitro en cultivos mixtos
linfocitarios® e in vivo con ratones transgénicos®. De forma
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semejante a los inhibidores de mTOR, MMF parece favorecer
la expansién de células Tregs mediante la inducciéon de
células dendriticas tolerogénicas, prolongando la supervivencia
de aloinjertos de islotes pancreaticos®?. Parece que el efecto
de MMF en las células dendriticas es mediado el receptor
de la vitamina D3 que compartirian MMF y la vitamina
D30,

Por tltimo, han aparecido evidencias recientes sobre
el efecto favorecedor de células Tregs por los protocolos de
induccion con anticuerpos monoclonales que deplecionan
células T. Asi, el tratamiento deplecionante con Campath-
1H (anti-CD52) genera una expansion de la poblacién de
células Tregs sanguineas en presencia de inmunosupresion
con rapamicina®?. Este efecto estaria en relaciéon con el
fenémeno conocido como proliferacion homeostética en
situaciones de linfopenia®. Asi, las células CD4+CD25high
expresan el marcador de proliferacion Ki-67 en trasplantados
renales tras la deplecion de células T con el anticuerpo
Campath-1H®? y las células CD4+CD25* transferidas a
ratones Rag1 -/~ proliferan pero no las CD4+CD25-®3. Otros
anticuerpos empleados en los protocolos de induccién en
trasplante renal, como anti-timoglobulina (ATG), parecen
favorecer también la generacion de células Tregs. Sin embargo,
el mecanismo serfa distinto al de anti-CD52 puesto que han
mostrado ser capaces de inducir la conversién y expansion
de células CD4+CD25-a CD4+CD25* ex vivo®¥. Atn no hay
evidencias in vivo.

CONCLUSION

Junto al empleo de regimenes farmacolégicos que
favorezcan la induccion y mantenimiento de las células T
reguladoras, actualmente se considera factible la posibilidad
de usarlas para realizar inmunoterapia celular. Las ventajas
de este tipo de tratamiento son evidentes: especificidad
antigénica, efecto duradero de la regulacion in vivo y el
disefio individualizado al paciente. Pero las dudas y preguntas
sin resolver son atin excesivas, incluyendo el tipo de célula
T reguladora més util; los métodos de generacién y expansion
mas fiables, ttiles y seguros; y las patologias o procesos
donde pueda tener mayor aplicacion esta inmunoterapia.
En este sentido, el trasplante de 6rganos se postula como
una posible aplicacién, tal como se ha comentado en esta
revision.

Respondiendo a todas las cuestiones pendientes
probablemente se puedan aislar y expandir las células T con
una capacidad supresora aumentada, que permitan reducir
el grado de inmunosupresion y sus efectos nocivos a largo
plazo por un estado de tolerancia que prolongue la
supervivencia del aloinjerto y del receptor. Si no, al menos
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es posible que podamos identificar aquellos receptores de
un trasplante con un mayor niimero y/o funcién de células
Tregs, indicadoras de un estado de tolerancia mas efectiva
y que precisen una menor dosis de inmunosupresion
farmacolégica.
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