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1. RESUMEN

Durante el rechazo a trasplantes alogénicos, varios tipos de céfulas inmunes,

incluyendo células dendrít¡cas, células T CD4+ y CD8+, entre otras, recirculan entre el

injerto y el ganglio linfático drenante más cercano, resultando en que la inmunidad

contra el tejido "extraño" o "foráneo" toma lugar. Las células T reguladoras CD4+ son

críticas controlando la magnitud de las respuestas inmune, y pueden actuar para

promover o mantener la tolerancia. Estas células se han caracterizado por expresar los

marcadores CD25, Foxp3 y, más recientemente descrito, Neuropilina-1 (Nrpl ). El rol

de estas células supresoras durante el rechazo a aloinjertos aún no está claro. Usando

un modelo murino de rechazo a trasplante alogénico de piel, se anal¡zó la expres¡ón de

Nrp'1 y Eos en las células T CD4+ presentes en los ganglios drenantes de los injertos,

el bazo y los ¡njertos de piel de ratones trasplantados tanto con injertos s¡ngénicos

como alogén¡cos, Los resultados en este trabajo indican que, durante el rechazo a

trasplantes alogénrcos, hay un ¡ncremento en la frecuenc¡a total de células T CD4+ que

expresan Nrp1, pero que la expresión de esta molécula sufre una disminución en la

subpoblación de células T CD4+ reguladoras. Notablemente, la expresión del factor de

transcripción Eos, que provee estabilidad funcional celular, también se encuentra

reducida. En experimentos de transferencia adoptiva, se observó que durante el

rechazo a alo-injertos: i) las células T reguladoras naturales mantienen altos niveles de

expresión de Nrpl , ii) las células T efectoras (Nrp l -) adqu¡eren un fenot¡po

Nrpl+Eos+, iii) la transferenc¡a de células T reguladoras Nrpl+ puede promover la

sobrevida de injertos alogénicos, y además potencian la ganancia de Nrpl y Eos en

las células T efectoras. En conjunto, estos datos describen una nueva d¡námica de

expresión de Nrpl y Eos en células T CD4+, durante el rechazo a alo-¡njertos, lo que



apoya reportes previos que sugieren el uso de Nrpl en el campo de tolerancia a

trasplantes y sentando las bases de futuras investigaciones'



2. ABSTRACT

During allograft reject¡on, several immune cell types, ¡nclud¡ng dendr¡tic cells, CD4+ and

CD8+ T cells, among others, recirculate between the graft and the nearest draining

lymph node, where ¡mmunity against the "foreign" tissue takes place. Regulatory CD4+

T cells (Tregs) are critical for controlling the magnitude of the immune response and

may act to promote or maintain tolerance. Phenotyp¡cally, Tregs are characterized a

high exp¡ession of CD25 and Foxp3, and more recently, Neuropilin-1 (Nrpl) has b€en

linked to this cell population. Beside the extensive work on Tregs biology during the last

decades, the role of these suppressor cells during allograft rejection is still not well

understood. ln the present study, we used a murine model of skin allograft reject¡on, to

analyze the expression of Nrpl and Eos on CD4+ T cells residing in graft draining

lymph nodes, spleen and skin grafts from both syngeneic- and allogeneic-grafted mice.

The results shows that during graft rejection, there is an ¡ncrease in lhe frequency of

total CD4+ T cells expressing Nrp1, but the express¡on of this molecule is down-

regulated in the regulatory CD4+ T cell compartment. lnterestingly, the expression of

the transcription factor Eos, which renders Treg cell function stability, is also reduced,

suggesting that in the event of graft rejection Tregs may b6 loosing their function. ln an

alternative approach, we performed adopt¡ve transfer experiments and observed that

during allograft reject¡on: i) natural regulatory CD4+ T Gells mainta¡n h¡gh levels of Nrpl

express¡on, ii) effector CD4+ T cells (Nrpl-) become Nrpl+Eos+, ¡i¡) the transfer of

regulatory CD4+ T cells (Nrp1+) can promote allograft survival, and also enhance the

gain of Nrpl and Eos on T effectors cells, Summarizing, our data describes an

unknown dynamic for Nrpl expression on CD4+ T cells during allograft rejection, which

may be associated to Tregs function. ln addition, our observations support previous



reports suggesting a useful role for Nrpl in transplantation tolerance Future work

describingindetailNrp,lexpressiononTregsisnecessarytotranslatetheapplication

of Nrpl (as a marker) in the clinic.
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3, INTRODUCCIÓN

3.1. Trasplante y rechazo

El trasplante de órganos representa una oporlunidad única para restaurar la

función de un tej¡do en particular luego de sufrir una lesión o falla incapacitante. S¡n

embargo, el rechazo al trasplante sigue siendo un importante problema clínico, a pesar

del uso de tratam¡entos con drogas inmunosupresoras que tiene como fin alcanza¡ la

"toleranc¡a a largo plazo".

Evidencia reciente ha esclarecido los procesos celulares "orquestados" que

rigen el rechazo a injertos alogénicos (ó alo-in.iertos). En un modelo murino de rechazo

a trasplantes de piel no-compatibles, el uso de microscopía intravital por imaging ha

permitido el análisis temporal de las ¡nteracciones de diferentes tipos de células

inmunes durante el rechazo al alo-¡njerto (Cahalan, 20'11). Luego del flujo inicial de

monoc¡tos del donante que penetran al ¡njerto y su posterior migración a los ganglios

linfáticos drenantes, la activación de linfoc¡tos T del receptor permite su proliferación y

subsecuente migración al tej¡do foráneo. Esta es seguida por una infiltración masiva de

monocilos al injerto, junto con la acumulación de l¡nfoc¡tos T CD4+ y CD8+ efectores

en la ¡ntelace entre la derm¡s y la epiderm¡s de la región trasplantada. En este modelo,

alrededor de los diez días post-trasplante las células T CD8+ citotóxicas se han

diseminado a largo del alo-injerto, destruyendo la mayor parte de las células "extrañas",

llevando a la necrosis y al total rechazo del alo-injerto (Celli, et al., 2011). Aunque éste

y otros estudios clás¡cos se centran en el rechazo de alo-injerto mediado por células T

CD8+ c¡totóxicas, la evidencia obtenida de modelos de rechazo restringidos a

presentación por MHC-ll indica que las células T CD4+ efectoras alo-react¡vas, por sí



solas, son capaces de mediar el rechazo agudo ó crónico a trasplantes alogén¡cos

(Vokaer, el al., 2013, Csencsits, et al., 2005, Booth, et al., 201 1)

3.2. L¡nfoc¡tos T reguladores (Tregs)

La regulación inmune mediada por células fue inicialmente vislumbrada por

Gershon ef a/. a comienzos de los años 70', en base a experimentos in vivo de

trasferencia de timocitos, donde se sugirió que un subconjunto de élulas T podría

ejercer actividad supresora, las que se denominaron en su momento "células

supresoras" (Gorshon, et al., 1972). Sin embargo, en ese momento ni las células ni los

pos¡bles factores solubles l¡berados por estas células podían ser convincentemente

caracterizados. Por lo tanto, todo el concepto fue ampl¡amente criticado durante años.

Sólo a mediados de los años 90' los términos de "supresión" y "células

supresoras" retomaron interés debklo al pionero trabajo de Sakaguchi et a/. quienes

fueron los primeros en demostrar que una pequeña población de células T CD4+ que

co-expresan CD25 (la cadena alfa del receptor de lL-2, ó lL2Ro) funcionaban como

células T supresoras en ratones adultos (Sakaguchi, et al., 'f 995). La ¡mportancia de

estas células T CD4+CD25+ resultó evidente cuando, al eliminar esta sub-población

(alrededor del '10%) del total de células T CD4+ de un ralón adulto normal, y transferir

el resto de las células T CD4+CD25- a ratones inmuno-deficientes, resulta en el

desarrollo de una variedad de síntomas autoinmunes en los ratones recipientes. Más

aún, el curso de la enfermedad era revert¡do sólo re-adlc¡onando las células T

CD4+CD25+ (Sakaguchi, et al., 1995). La subsecuente demostrac¡ón de que estas

células también exhiben actividad reguladora in v,tro (Thomton and Shevach, 1998,

Piccirillo and Shevach, 2001) hic¡eron resurgir el ¡nterés en la inmuno-regulac¡ón



mediada por células T. Poco después, múltlples grupos de rnvestigación identificaron

células T CD4+CD25+ humanas con propiedades funcionales bastante similares

(Dieckmann, et al., 2001, Jonule¡t, et al., 2001, Groux, et al., 1997). Actualmente ésta y

otras poblac¡ones celulares descritas se conocen en su conjunto como linfocitos T

reguladores (o Tregs).

Además de todo lo anterior, se observó que el factor de transcripción Foxp3 (del

inglés Forkhead box protein 3) se expresa selectivamente en las células T

CD4+CD25+, y que una mutación en el gen codificante para Foxp3 es el responsable

de un letal síndrome auto-inmune que se desarrolla en ratones (mutante scurty), así

como el síndrome IPEX (del inglés lmmune dysregulation, Polyendocrinopathy,

Enteropathy, X-linked) en humanos, ambos resultantes por una deficiencia de células

Tregs (Hori, et al., 2003). El desarrollo de anticuerpos monoclonales ant¡-Foxp3, para

sudetección intracelularmente por citometría de flujo, y la generac¡ón de cepas de

¡afones knock-in (Fontenot, et al., 2005, Haribhai, et al., 2007) donde Foxp3 es co-

expresado con un gen reportero fluorescente (proteína GFP), han sido esenciales para

caracterÉar las células Tregs Foxp3+ ¡,n yiyo (Shevach, 2006).

Las células Tregs son una poblac¡ón heterogénea con la capacidad de modular

el sistema inmune mediante varios mecanismos descritos, los que se detallan en la

Tabla l.



Tabla l. Moléculas y mecanismos de supresión de células T reguladoraS. En la tabla se detallan las
proteinas de membrana o solubles involucradas en Ios distintos mecanismos de supresión descritos para
las élulas Tregs, si se han encontrado en élulas T reguladoras naturales (nfregs) o células T
reguladoras inducidas (iTregs), como se describe más adelante.

Mecanismo Efecto er células nfregg ¡Tregs Referenc¡as

Perfo¡inas/Gran- Produce perforaciones en a membrana de APC y
zimas A y B Te's. 'rdJc erdo apooros s.

Se une a las molécu¡as CD80 y CD86 exp.esedas
en APC y Tefs, bloqueandolas e inhibiendo suCTLA.4

LAG.3 (CD223)

Galectin-1

Neuropilin-1

Dejean el ar (2009);
Oñishi ef af (2008);
Paust el ál (2004).

Okamura e¿ at (2012I
Liang el a¿ (2008).

Wu et a|. 12014)l
Lv d al. \2O13)l
Garin el át (2007).

sards et a¿ (2008).

Grossman et al (2004);
Gondek et af (2005);
zheo et al. 

'2006),

expresióñ génica; aderñás bloquea la señalco-
estimuladora a la6 Tefs.

Se une a las moléculasde MHC-ll expresadas en
APC y Tofs.

Se une a las células efectoras ¡nduciendo
deteñción dd ciclo celular y apoptosis.

Prolonga las interacciones entre Tregs y 0C,
rest¡ingiendo el acceso de células Tefs 6las APC

fGF-p

tL-'10

Depriváción de
tL-2

Hidrólisis de

lñduce la conversión de células Tefs en cé ulas
Tregs

D sminuy6la secreción de ciloquinas pro-
infamalorias en Tefs y la expres ón de II¡HC-ll en
APCs.

Suprrne la proliferacrón de células Tefs.

Mediante CD25, los Tregs compiten con las
cérulas Tefs por lL-2. rlevándolas a apoplosrs.

l\,,lediant€ las ectoñuc eoudasas CD39 y CD73,
convierten ATP en adenosina que supr me a

Liu el al (2008);
Anderssoñ e¿ al (2008)i
Li e¿ a¿ (2006).

Belkaid et a¿ (2007);
Mccéachy ef al (2005);
Dieckrnann ef a¿ (200'1).

Crtl¡son er ál (2007),
Niedbela et a¿ (2007).

Pandiyan e¿ al (2007).

Bopp et at (2007),
Ohta el at (2006).

de células Tefs
pre§entádofa

lL, interleuquina; iTregs células T regu adoras inducldás
reguladoras naturales, fefs, células T efectorasi TGF-P,
efectoras; Tregs. élulas T reguladoras.

LAG geñ de activación de l¡foc¡tos nTregs céluLas f
factor iránsforma¡to de crecim ento beia: Tefs, células T

No



3.2.1. nTregs

En el timo, continuamente se producen células Tregs CD4+CD2s+Foxp3+ como

una sub-población madura y funcionalmente disiintiva (Sakaguchi, 2005), y muchos

¡nvestigadores las han denominado como células Tregs "naturales" (ó nTregs) para

diferenciarlas de las células Tregs que se generan en tejidos linfoides per¡féricos,

denominadas células Tregs "adaptativas" o "induc¡das (iTregs). Aunque se han descrito

variados criterios, las características para diferenciar células nTregs de células iTregs

no son universalmente aceptadas.

Las células nTregs se generan a través de selección por afinidad del receptor

de células T (TCR) a antfgenos de péptidos prop¡os, en un rango entre la selecc¡ón

positiva de células T cD4+ convencionales y la selección negativa de células T auto-

reactivas con elevada afinidad por auto-antígenos (Josefowicz and Rudensky, 2009)'

Las células nTregs mantienen su expresión de Foxp3 y activ¡dad supresora bajo re-

estimulación rn vrtro (Floess, et al., 2oo7). se ha visto que mod¡f¡caciones epigenéticas

en la TSDR (del inglés Treg-specific demethylated region) del locus Foxp3 están

relacionadas con la estabilidad de la expresión de Foxp3 (Polansky, et al., 2010), dado

que en las células nTregs esta región está en general desmetilada (Lal, et al', 2009).

3.2.2. ¡Tregs

Las células T vírgenes en tejidos periféricos también pueden adquirir expresión

de Foxp3 y función supresora como células ¡Tregs, lás que pueden diferenciarse bajo

condiciones más diversas (Curotto de Lafa¡lle and Lafaille, 2009)' como en los ganglios

linfáticos mesentéricos durante inducción de tolerancia oral (Coombes, et al", 2007)' en

la lamina propia del intestino en respuesta a microbiota y antígenos alimentarios (sun,



el al., 2007), en tejidos crón¡camente inflamados (Curotto de Lafaille, et al., 2008), y en

tejidos trasplantados (Cobbold, et a1.,2004). Las células iTregs también pueden ser

inducidas in vitro a part¡r de células T CD4+CD25-Foxp3- cuando se cultivan en

presencia de lL-2, TGF-p y ácido retinoico (Lu, et al., 2010, Horwitz, et al., 2008,

Benson, et al., 2007).

Las células iTregs inducidas por TGF-p son ¡nestables y pueden perder su

expresión de Foxp3 y actividad supresora in vitro cuar,do se re-estimulan en ausencia

de TGF-F (Floess, et al.,2007), lo que se correlaciona con la observación que estas

células Tregs poseen la TSDR altamente metilada (Lal, et al., 2009).

3.3 Marcadores actuales para la identificación de Tregs

Con el fin de aprovechar el enorme potencial terapéutico de las células Tregs,

es necesario contar con marcadores confiables para poder identificarlos o aislarlos. Se

han propuesto muchos marcadores para distinguir poblaciones de Tregs bajo

diferentes condic¡ones fisiológicas.

3.3.1. CD25 (lL-2Ro): La cadena alfa del receptor de lL-2 posee un rol funcional en las

células Tregs: dado que no poseen la capacidad para generar lL-2, y que además

dependen de la lL-2 secretada por las células T efectoras (Tefs), las células Tregs que

expresan altos niveles de CD25 pueden deprivar a las células Tefs de lL-2 y debilitar

su proliferación y sobrevivencia (Papiernik and Banz, 2001, Scheffold, et al., 2007).

Asimismo, ratones mutantes defic¡entes tanto en CD25 e lL-2 son deficientes en

células Tregs (Almeida, et al., 2002). En ratones, existe una excelente correlación entre

la expresión de CD25 y Foxp3; s¡n embargo, una población menor de células Foxp3+

es CD25-. Por el contrario, alrededor del 10% de las células CD25+ son células Tefs
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Foxp3- (Shevach, 2006), por lo que no es un marcador ideal al entregar tanto falsos

positivos como falsos negativos.

En humanos, la situaclón es más complicada, pues CD25 también es

expfesada por células Tefs luego de la activación. Por lo tanto, la población

CD4+CD25+ no representa una población pura de Tregs, sino que también contiene

células T activadas. En células T CD4+ de sangre periférica, la población CD25+

contiene células expresando el marcador a diferentes niveles, desde bajo (/ow) a alto

(high), y entre e¡los las células CD2shieh representan la población de Tregs más

confiable (Schmetterer, el al., 20 12).

3.3.i2. CTLA-4 (CD152): el antígeno asoc¡ado a células T citotóx¡cas (o CTLA-4, por

sus siglas en ¡nglés) disminuye la activación de células T, compit¡endo con su

homólogo estructural CD28, por interactuar con las moléculas 87 (moléculas co-

estimuladoras CD80/CD86). CTLA-4 es const¡tut¡vamente expresado por

aproximadamente el 40% de las células Tregs murinas (Read, et al., 2000, Takahashi,

et al., 2000). Esta molécula es crítica para la función supresora de células Tregs rn

wo (Wing, et al., 2008), aunque las células Tregs de ratones deficientes en CTLA-4

son relativamente func¡onales (Read, et al., 2006). En células Tregs se ha visto una

correlación posit¡va entre los niveles de expresión de CTLA-4 y su capacidad

supresora. Del m¡smo modo, las células Tregs humanas de sangre periférica tamb¡én

expresan CTLA-4 y se ve la misma correlación menc¡onada (Chen, et al., 2010). Sin

emtiargo, la detección de esta molécula por c¡tometría de flujo requiere tinc¡ón

intracelular, impidiendo su uso como un marcador de superficie de Tregs (Schmetterer,

et a|,.,2012).
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3.3.3. GITR (TNFRSF18): la evidencia indica que la proteÍna de la familia de los

receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) inducida por glucocortico¡des (ó GITR,

por sus siglas en inglés) funcionaría como un regulador negativo de la función de

células Tregs (McHugh, et al., 2002). Se ha visto que al ligar a GITR en células Tregs

disminuye su capacidad supresora en ratones (Shimizu, el al., 2002). Aunque fue

inicialmente reconocido como un marcador de células Tregs (Arch,2005), las células

Tefs también expresan esta molécula como molécula co-estimuladora, incluso sin

actrvac¡ón.

3.3.4 PD-1 (CD279): este homólogo de CD28 se expresa en células T luego de la

activación mediada por TCR, y su expresión es particularmente alta en células T

"exhaustas" no-funcionales (Freeman, et al., 2006). Se ha descrito que células nTreg

murinas no-estimuladas retienen PD-1 en compartimentos intracelulares (Raimondi, et

al., 2006), por lo que la ausencia de expresión superficial de PD-l puede ser usado

para discriminar entre células nTregs CD4+CD25+ y células Tefs recientemente

activadas, que también pueden exhibir un fenotipo CD4+CD25+ (Raimond¡, et al.,

2006). Aún falta determ¡nar s¡ resultados similares se obt¡enen usando células Tregs

humanas, por lo que su uso como marcador de células Tregs se mantiene incierto

(Schmetterer, et al., 2012).

3.3.5 CD39/CD73: la act¡v¡dad enz¡mática de las ectonucleotidasas CD39 y CD73

(proteínas asociadas a membrana) juegan un rol estratégico calibrando la duración y

magn'rtud de las señales purinérgicas (mediadas por moléculas derivadas de ATP),

alterando el ambiente de un estado inflamator¡o a anti-inflamator¡o durante la respuesta

inmune. Tanto CD3g como CD73 están altamente expresadas en la superficie de

células Tregs Foxp3+ y se han utilizado como marcadores de células Tregs
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(Mandapathil, et al., 2009, Deaglio, et al., 2007, Alam, et al., 2009). Aunque se ha

reportado que el 90% de las células Tregs Foxp3+ humanas son CD39+ (Dwyer, et al.,

2010), la expresión de CD73 en la membrana es mínima; esto se debe a que CD73 es

abundante en el citoplasma de estas células (Mandapathil, et al., 2010). Esto sugiere

que las células Tregs humanas secretan CD73, lo que contribuye a la degradación de

AIVIP a adenos¡na provocando la modulación de células inmunes a nivel metaból¡co

(Antonioli, et al., 2013).

3.3.6. Foxp3: este factor de transcr¡pción se considera un regulador maestro de los

procesos biológicos de las células Tregs, siendo esencial en su comprom¡so con el

l¡naje supresor y la diferenciación de estas células (Fontenot, et al., 2003). Por lo tanto,

en ratones Foxp3GFP se usa rutinariamente como un marcador para deflnir a células

nTregs. Pero al igual que CD25, en humanos Foxp3 no sólo se expresa

constitutivamente en células nTregs, sino que también se expresa lrans¡entemente en

células Tefs activadas (Walker, et al., 2003)- Por lo tanto, la expres¡ón de Foxp3 es

menos conflable para definir células Tregs humanas que para células Tregs murinas

(Chen and Oppenheim, 201 1). Es más, debido a su localización intracelular, la

expresión de Foxp3 sólo puede ser detectada luego de un paso de

"f¡jación/permeabilización" de membrana celular, lo que impide su uso para separar

células nTregs viables para estudios func¡onales.

3.3.7. Helios: este factor de transcripción expresado en células Tregs puede unirse al

promotor de Foxp3 y se expresa en altos n¡veles en las células nTregs humanas

(Getnet, et al., 2010). El uso de la expres¡ón de Hel¡os como marcador de células

nTregs posee tanto evidencia a favor como en contra (Lin, et al., 2013). Por un lado, se

ha descrito que casi el 100% de las células nTregs en el timo expresan Helios,
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mientras que en tejidos periféricos sólo el 70% de las células Tregs Foxp3+ expresan

Helios, lo que sugiere que ese 70% corresponden a las células nfregs (Thornton, et

al., 2010). En modelos murinos in yvo las células iTregs antígeno-específicas no

expresan Hel¡os (Thomton, et al., 2010), y en humanos al analizar el estado de

metilac¡ón de la TSDR en células Tregs Foxp3+, se observó que la subpoblac¡ón

Helios+ poseía la TSDR completamente desmetilada, mientras que la subpoblación

Helios- poseía alrededor del 45% de metilación de TSDR (Kim, et al., 2012). Por el otro

lado, se ha descrito que la expresión de Hel¡os puede ser inducida durante la

activac¡ón y prol¡feración de células f in vitro (Akimova, et al., 2011, Zabransky, et al.,

2012) e incluso que puede expresarse en células iTreg Foxp3+ generadas lanlo ¡n vitro

corno in vivo (Gottschalk, et al.,2012). Por lo tanto, la evidencia acumulada no perm¡te

definir s¡ Hel¡os podría ser un marcador específico apropiado para células nTregs.

3.4. Neuropilina-l

Nrpl es un co-receptor multifuncional de membrana, inic¡almente descrito por

estar involucrado en la migración y en la guía axonal en el s¡stema nervioso central

(Fujisawa, 2004, Fujisawa, et al., 1997). La estructura de esta glicoprotefna se d¡vide

principalmente en una considerable región extracelular (con múltiples domin¡os

proteicos), una sección de hélice símple de transmembrana, y una pequeña reg¡ón

citoplasmática (Parter, et al.,2012). La región extracelular consiste en dos dominios

denominados "a11a2", dos dominios denominados "b1lb2" y un dominio denominado

"c", los cuales son todos necesarios (en mayor o menos medida) para la unión de Nrpl

con sus Iigandos (Gu, et al,, 2002, Geretti, et al., 2008). Además, los dom¡nios "c" y de

lransmembrana participan en la oligomerización de Nrpl en la membrana celular (Roth,

et al., 2008). El dom¡n¡o ¡ntracelular de Nrpl no posee función por sí solo, pero se ha
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comprobado que ¡nteractúa con proteínas de dominios PDZ (Cai and Reed, 1999),

sugiriendo que Nrpl además modula la señalizac¡ón intracelular a través de

interacciones proteína-proteína (ver Figura 1).

Una característica relevante de Nrpl es su hab¡lidad para unir, con

relativamente alta afin¡dad, moléculas de varias familias, Io que la involucra en una

variedad de procesos f¡siológicos de una forma que aún no se comprende del todo

(Wild, et al.,2012). Entre estas moléculas, Semaforina-lll (Sema3) (Kitsukawa, et al.,

1997, Kolodkin, et al., 1997) y el factor de crecimiento vascular y endotelial (ó VEGF,

por sus siglas en ¡nglés) (Soker, et al., 1998, Kawasaki, et al., 1999) se han descrito

detalladamente y confirman el rol esencial que posee Nrpl en el normal desarrollo

embrionario tanto del sistema nervioso como del sistema vascular (Parker, et al.,

20't2). Además, se ha descrito que Nrpl se une a una variedad de otras moléculas

involucradas en procesos celulares y tisulares (Campos-Mora, et al., 20'13), las que se

muestran en la F¡gura 1 .
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FiguE l. Estruc'tura, llgandos y función de N¡p1. lzqu¡erda:. Nrpl comprende cinco domin¡os
extracelulares la'lla2, b1tb2 y c), un dom¡nio transmembrana, y un corto domin¡o citoplasmáico. Lo§
dom¡nios a'lla2 y b1/b2 están ¡nvolucrado6 en la un¡ón de distintos ligandos, mientras que el domin¡o c y el
transmembrana part¡cipan en la ol¡gomer¡zación con receptores. El domin¡o ¡ntracelular de Nrpi ¡nteractúa
con prcteínas de domin¡o PDZ (como la sinectina) vfa la secuenc¡a de reconocimiento S-E-A en la leg¡ón
C-term¡nal. Además, se muestE una foma soluble de Nrpl (sNrpl), que carece de los dominios c y
transmembrana. Dergcl,a: se muestran las propiedades funcionales y de un¡ón de l¡gandos de cada
dominio de Nrp1.

A comienzos del 2000, Nrpl mostró ser un componente esencial de la s¡napsis

inmunológica en humanos, dada su expres¡ón en DC y en células T, pues en presenc¡a

de ant¡cuerpos anti-Nrp1 ocuría una ¡nhibición parcial de la proliferación celular de co-

cultivos alogén¡cos (Tordjman, et al., 2002). En la útt¡ma década, Nrpl ha sido

repetidamente propuesta como un marcador de células Tregs, dado que se ha

encontrado preferencialmente expresada en células Tregs CD4+CD25+ sin cambios

aparentes bajo activación, en contraste con las células T convencionales, las que

pierden expresión de Nrpl bajo estas cond¡ciones (Bruder, et al., 2004). Mediante

ensayos de prol¡ferac¡ón in v¡tro de células T CD4+ respondedoras junto con células T

CD4+Nrp1+ ó CD4+Nrpl-, se observó que sólo las células Nrpl+ suprimen la

proliferac¡ón de las células T respondedoras; y al infectar a células T naive CD4+CD25-

con retrovirus codificantes para Foxp3, se observó una ganancia de capacidad

supresora y un considerable aumento en la expresión de Nrp1, lo que en su conjunto

1b

sN'p1

Ia
*

Nrpl

at
&
w

Dsn'tlnlo urrndo/runc¡óa

A1 semaforinas {i.e. Sema3a)

A2a 5em¿forina§ {i.e- Sem¿3¡)

81 a semaforinas y VEGFs

82& VEGFs

Lt§ Oligomerizac¡ón

lntrac.

lsrn) I NIP



indica que la expresión de Nrpl en Tregs de ratón se correlaciona con la expresión de

Foxp3 y su capacidad supresora (Bruder, et al., 2004).

Estudios en humanos sugieren que una de las contribuciones de esta molécula

podria consistir en prolongar la comun¡cación entre DC Nrp.l+ y células Tregs Nrpl+

durante la presentación antigénica, mediante interacc¡ones homotípicas (Sanis, et al.,

2008). Las células Tregs CD4+CD2shishN rp1+ humanas no proliferan bajo activación rn

vltro, suprimen la proliferac¡ón de células T respondedoras ¡n v¡tro de manera contacto-

depend¡ente e inhiben su producción de citoquinas pro-inflamatorias (Battaglia, et al.,

2008). Además, mediante separación inmunomagnética, se observó que las células

Tregs Nrpl+ eran más potentes al suprim¡r la proliferación de células T respondedoras

que sus contrapartes Nrpl- (Battaglia, et al., 2008). Por oka parte, se observó el mismo

fenómeno en un modelo murino de encefalitis autoinmune experimental (EAE), donde

la transferencia adopt¡va de células Tregs CD4+CD25+Nrp1+ disminuía en mayor

medida la severidad de la enfermedad en comparación con células Treg

CD4+CD25+Nrpl -; y por el otro lado, los ratones que recibían células Tregs

CD4+CD25+ provenienles de ratones Nrpl -knock-out condicionales para células T

CD4+ exh¡bían un "EAE-score" sign¡f¡cativamente más alto (Solomon, et al., 201 1). Por

lo tanto, la ev¡dencia obtenida tanto en estudios murinos como en células humanas

muestran que la expresión de Nrpl en las células T CD4+ juega un importante rol en la

manter'rción de Ia homeostasis inmunológ¡ca (Campos-Mora, et al., 2013).

Rec¡entemente, se ha propuesto que, balo ciertas cond¡ciones fisiológicas, Nrpl

puede ser usado para distinguir entre nTregs e iTregs (Yadav, et al., 2012, We¡ss, et

al.,2012\. Usando un modelo de ratón tanto TCR-transgénico (183, específico para

reconclcer un antfgeno de MBP ó myelin basic protein) como RAc-knock-out (RAG-I-
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deficiente en el Gen de Activación de la Recombinac¡ón), cuya totalidad de células T

maduras son MBP-específicas, Yadav y colaboradores demostraron que este ratón

carecía de células Tregs CD4+Foxp3+ en el timo, pero que entre las 4-6 semanas de

edad estas células Tregs aparecían en te.lidos periféricos, incluso en ratones

timectomizados al nacer, por lo que estas células Tregs Foxp3+ fueron definidas como

puramente iTregs (Yadav, ei al.,2012). En estos ratones 1B3.MG-/-, estas células

iTregs generadas in vivo expresan baios niveles de Helios (-25'A) y Nrp'l (-6%), en

comparac¡ón con células Tregs control de ratones WT (-60% Helios+, -57% Nrpl+).

Tanto fas células ¡Tregs generadas in vitro con TGF-B, como las células ¡Tregs

generadas in vivo pot conversión homeostática de células T naive transferidas a

ratones RAGJ-, y las células iTregs generadas in vivo por exposición a antígeno

mostraron muy bajos niveles de expresión de Nrpl (Yadav, et al.,2012). Aunque en

co-cultivos in vüro no había d¡ferencia entre la actividad supresora y la expresión de

Foxp3 de células Tregs Nrplr* versus Tregs Nrpl hish, las células Tregs Nrp1tu fueron

menos efectivas al controlar la EAE de ratones RAG-/- transferidos con élulas MBP-

específicas en comparación con las células Tregs Nrpl hish; es más, ocurre un descenso

significativo en la expresión de Foxp3 en las células Tregs Nrpl b* en este modelo de

inflamación (Yadav, et al., 2012).

Estos resultados fueron similares a los obten¡dos por el grupo de Weiss y

colaboradores, donde usaron un modelo análogo de ratón TcRtransgénico (D011.10

con especif¡cidad por ovoalbúm¡na ó OVA) RAG-/- cuyas células T maduras son todas

específicas para OVA- Utilizando este ratón D011.10 y adicionando OVA en su dieta

observaron la inducción de células iTregs en la mucosa intestinal, las que resultaron

ser Nrplr* (Weiss, et a],.,2012). Notablemente, los autores encontraron que en células
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Tregs Nrpl - cultivadas in vitro con la citoquina TGF-B se induce un ¡ncremento

significativo en la expresión de Nrp1, además de aumentar los n¡veles de Nrpl en

células Tregs Nrpl +, mientras que la citoquina lL-6 previene este efecto inductor de

TGF-B (Weiss, et al., 2012).

3.5, Reprogramación o plast¡cidad de células Tregs

Los Tregs Foxp3+ son conocidos por suprim¡r respuestas ¡nflamator¡as

(Shevach,2009). Sin embargo, bajo c¡ertas condiciones f¡siológ¡cas las células Tregs

pueden cambiar (o ser "reprogramadas") hacia un fenot¡po pro-¡nflamatorio (da Silva

Martins and Piccirillo, 2012). Actualmente no está claro hasta qué punto la

reprogramación de células Tregs ocurre bajo condiciones f¡s¡ológicas (da Silva Martins

and Picc¡rillo, 2012, Sakaguch¡, et al., 2013). Recientemente, se ha descrito que la

pérdida en la expresión de Eos (un factor de transcripción expresado en Tregs Foxp3+)

juega un rol crítico mediando la transición en c¡erta subpoblación de Tregs, desde

células supresoras a células pro-inflamator¡as, través de un mecanismo depend¡ente

de lL-6 (Sharma, et al., 2013). Estas nuevas células Tregs "tipo-helpel' gat¡llarían la

respuesta inmune, sin perder su expres¡ón de Foxp3 (Sharma, et al., 2013). Por otro

lado, un estudio observó menores niveles de expresión de mRNA de Eos en células

Tregs C D4+CD25hishCD127 owr de sangre periférica de pacientes con tratam¡ento de

trasplante de células madre afeclados de manera aguda o crónica con el síndrome

inflamatorio s¡stémico Enfermedad de lnjerto-Contra-Huésped (EICH, o GVHD por sus

s¡glas en inglés), que se caracteriza por mediar el rechazo de células, tejido u órganos

traspfantados (Ukena, et al.,2012). Esta d¡sminuc¡ón en la expresión de mRNA de Eos

durante el rechazo se correlaciona con reportes previos que sugieren una función

supresora reducida en Tregs de pacientes con EICH (Ukena, et al., 2011).
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Dado que Foxp3 es una proteína intracelular, actualmente el campo del

trasplante clínico carece de un marcador confiable para identificar y rastrear células

Tregs viables. Similarmente, el diagnóstico de rechazo agudo y el daño al trasplante

alogénico necesita de biopsias para detectar cambios patolÓgicos a estadios

avanzados y frecuentemente irreversibles. Por lo tanto, hay una neces¡dad apremiante

por ¡dentificar marcadores específicos para la detección temprana de eventos que

lleven al rechazo; del mismo modo, éstos también ayudarían a entender los

mecanismos que subyacen al decaimiento de la funciÓn del injerto' lo que aún es

pobremente entendido (Olbricht, 20 I 2).

Existe poca información respecto a la expresión de Nrpl en Tregs en el

contexto de una respuesta inmune a trasplantes, en part¡cular con respecto a qué

sucede con la identidad y estabilidad fenotípica de Tregs. Por lo tanto, este trabajo de

te8is se concentra en el estudio de esta población celular durante el rcchazo a

trasplante ,,;.i vrvo, proponiendo y usando a Nrpl como un marcador de superficie y

analizando su biología en la respuesta inmune. Además, se pretende estudiar la

estabilidad fenotfpica de estas células a diferentes n¡veles (expresión génica, expres¡ón

de factores de transcripción claves y análisis de supresión).
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4. HIPÓTESIS

La expresión de Nrpl en las células T CD4+ presenta una dinámica que se

relaciona con la respuesta inmune que media el rechazo a alo-injertos, y esta

expresión participa en la inducción de tolerancia a trasplantes alogénicos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar la población de células Tregs Foxp3+ durante el rechazo a trasplante in

v,vo, proponiendo y usando a Nrpl como un marcador de superficie y analizando su

biología en la respuesta inmune.

5.2 Objetivos Específicos

5.2.1. Estud¡o de la expresión de Nrpl en linfocitos T de distintos órganos y tejidos en

condiciones normales y también durante la respuesta a trasplante de piel.

5.2.2. Asociación de la expres¡ón de Nrpl y Eos durante la respuesta ¡nmune a

trasplante de piel.

5.2.3. Efecto de células Tregs Nrpl+ y células T CD4+ Nrpl- efectoras en la sobrevida

de trasplante de piel.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Rafones

Se usaron ratones de 6-8 semanas de edad de las cepas C57By6 (WT,

CD45.2+ ó Lys.l+), BALB/o, ratones RAGJ- (obtenidos desde Jackson Laboratories,

Maine, EEUU) y reporteros Foxp3"GFP (con background C57BU6, CD45.1+ ó Ly5.2+).

Los ratones reporteros Foxp36FP (Haribhai, et al., 2007) fueron donados por el Dr. J

Rodrigo Mora (Harvard Medical School, Cambridge, MA, USA). Los ratones Fl (H2b/d)

se obtuvieron mediante la cruza de ratones C57Bl/6 (H2b) con ratones BALB/c (H2d).

Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del Bioterio central ó del Bioterio

de Alta Seguridad (lnstituto de Ciencias Biomédicas, Un¡versidad de Chile) bajo los

protocolos aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Ch¡le.

6.2, Medios de incubación y reactivos

Como medio de incubación se ut¡lizó RPMI-1640 (Gibco BRL' EEUU)

suplementado con'f0mM HEPES, 100 lU/mL de penicilina/streptomicina, 10% suero

fetal bovino inactivado por calor (SFB, Gibco BRL, EEUU) y 50 pM de 2-B-

mercaptoetanol. Este medio RPMI complementado será ¡dentificado como CRPMI en

esta tes¡s.

6.3. Obtención de suspensiones celulares

Utilizando ¡nstrumental quirúrgico, se extrajeron órganos linfoides (bazo, timo y

ganglios l¡nfáticos) a partir de ratones Cs7BUG WT ó RAG-/-, los que se maceraron y

disgregaron a través de cel/ sÍrathers (BD Biosciences, EEUU) hasta obtener
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suspensiones celulares. De ser necesario, los eritroc¡tos presentes se lisaron

incubando las células en buffer ACT (NH4C| 0.16 M + Tris 0.1 M; pH 7.2) por 5 min,

luego se centrifugaron a 2000 revoluciones por minuto (rpm) por 5 min y el pel/et

celular fue resuspendido en buffer PBS 1x para utilizaciones posteriores.

6.4. Citometría de flujo y 'softing' celular

Los datos de citometría de flu.jo se obtuv¡eron marcando las células con los

anticuerpos anti-CD4 (clon RM4-5), ant¡-CD8 (clon 53-6.7), anti-CD25 (clon PC61 .5),

anti-Foxp3 (clon FJK-165), anti-Eos (clon ESB7C2), anti-CD45.1 (1y5.2; clon 420),

todos de eBioscience (EEUU) y ant¡-Nrpl (R&D Systems, EEUU), los cuales se

encuentran conjugados con los fluorocromos FITC, PE, PerCP, PerCP-CyS.S y APC.

Los datos fueron obtenidos utilizando un citómetro de flujo FACSCaI¡bur (Beckton

Dickinson, EEUU) mediante el software CellQuest (BD Biosciences, EEUU). El análisis

de los datos se realizó usando el software FlowJo (Tree Star, EEUU).

Para la real¡zación de 'sorfihg' celular, células T CD4+ fueron enriquecidas a

partir de suspensiones de células de gangl¡os linfáticos perifér¡cos (pLN) de ratones

C57By6 ó de reporteros Foxp3sFP, utilizando el EasySeprM Mouse CD4+ T Cett

lsolation Kit (StemCell, EEUU), siguiendo lás recomendac¡ones de fábrica. Luego, las

células se resuspendieron en buffer de tinción (PBS 1x complementado con 'f 0% SFB)

y se marcaron con los anticuerpos anti-CD4, anti-CD2s, anti-CD4s.1 y anti-Nrp1. Las

poblaciones de células T cD4+cD2shishNrpl L'st' (ó células Tregs) y células T

CD4+Nrpl -Foxp34FP- CD45.1+ (células T efectoras ó Tefs), provenientes de ratones

C57Bl/6 y reporteros Foxp3"GFP respectivamente, fueron separadas mediante sorf/r,g



celular usando un equipo BD FacsAria lll (BD, EEUU). Las células fueron separadas

con una pureza 2 960/0.

6.5. Trasplante de piel

Los trasplantes de piel fueron realizados como se ha descrito previamente

(Quezada, et al., 2005). Ratones C57Bl/6 o RAG -/- fueron anestesiados con una

solución de 27yo kelañina (Ketamina) y 3o/o xilazina (Xylavet, ambos de Alfasan Lab,

Woerden, Holanda) usando IOO pL por 20 g de peso corporal mediante inyección

intraperitoneal. Piel de cola (- 1 cm2) de ratones donantes C57B/6 (singénicos) ó F1

(alogénicos) fue quirúrgicamente trasplantada sobre el área dorsal de los ratones

receptores. La sobrevida de los injertos fue monitoreada tres veces a la semana y se

consideraron rechazados cuando el 80% del injerto original desapareciera o

presentase necrosis. Al momento indicado, los injertos de piel fueron colectados,

picados en pequeños fragmentos e incubados en CRPMI (a 500 mg de tejido/ml) a

37'C. Luego de t hr los sobrenadantes fueron colectados y guardados a -80"C para

una posterior cuantificación de citoquinas (ELISA).

6.6. Expertmentos de transferencia adoptiva

Ratones RAG -/- recibieron 1.5x105 células Tefs CD4+Nrp1-Foxp3GFP-CD45.l +

ytó 5x10a células Tregs CD4+CD2shEhNrpl hieh vía intravenosa (vena lateral de cola) el

día anterior al trasplante de piel (día -1). Los ratones fueron eutanizados 20 días post-

c¡rugÍa y se extrajeron los ganglios linfáticos drenantes (GLD) para preparar

suspensiones celulares, para posterior anál¡s¡s por citometría de flujo.
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6.7 . Análisis estadistico

Los datos fueron analizados usando un t-test de Student no pareado (o test de

Mann-Whitney) de'dos colas'. La tasa de sobrevida fue analizada por el método de

Kaplan-Meier, y las comparaciones fueron realizadas por análisis 'long-rank'. En todos

los casos, se cons¡deró P < 0,05 como la significancia estadística. Para los análisis de

los datos se utilizó el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism lnc, CA, EEUU).
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7. RESULTADOS

7.1. Estudio de la expresión de Nrp-1 en células T

Como se mencionara anteriormente, la expresión de Nrpl fue detectada

inicialmente en neuronas, pero más tarde también se comprobó su expresión en

células dendríticas, células B y células T (Campos-Mora, et a1.,2013). Con el fin de

estudiar la dinámica de la expresión de Nrpl en células T, en primera instancia se

analiz'la expresión de Nrp'l en células T CD4+ y CD8+ de bazo, de ganglios linfáticos

y de tlmo (distinguiendo timocitos CD4+CD8- de los CD4-CD8+) extraídos de ratones

C57Bl/6 WT. Mediante citometría de flujo, se encontró a Nrpl preferencialmente

expresada en células T CD4+ por sobre células T CD8+, puesto que alrededor de un

15-2oo/o de los linfocitos T CD4+ de bazo y ganglios linfáticos periféricos son Nrpl+,

mientras que la frecuencia de células T CD8+ Nrpl+ se mantuvo en aproximadamente

2% (Figura 2). En el timo, tanto las células T CD4+CD8- como las CD8+CD4-

expresaron Nrpl a niveles similares, con una frecuencia promedio de un 10%.
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Figura 2. Nrpl se expresa preferencialmente en célulaa T cD4+ de órganos linfoides secundar¡oa.
Paru analizat la expresión de Nlp'l en células T CD4+ y CD8+, se prepararon suspensiones celulares de
timo, bazo y gangl¡os linfáticos periféricos (GLP) de ratones C57Bli6 WT, se marcaron con anticuerpos
específicos 

-pára 
ieconocer las moléculas mencionadas y se analizaron por citometrla de flujo. (Arriba)

Gráf¡co de barras del porcentaje (%) de células T Nrpl+ presentes en los órganos linfoides anal¡zados.
(Abajo) Gráficos de "dot-ptot' representativos de la expresión de Nrpl de las céiulas T CD4+ totales
presánies en los tejidos mencionados anter¡ormente (en el caso del timo, se seleccionaron las células T
CD4+CD8r. Las barras ¡ndican la desv¡ac¡ón estándar (SD) y la signif¡cancia estadística fue analizada por

anál¡sis de var¡anza (ANOVA). *" P < 0,001. ns = no significativo. n = 6 experimentos independientes

Debido al interés en identificar la población de nTregs util¡zando este marcador,

se decidió examinar la expres¡ón de Nrpl en las células nTregs. Para ello, se analizó la

población de células T CD4+ que expresan altos niveles de CD25 (denominadas CD4+

CD25hish, Figura 3-panel izquierdo), en los tejidos mencionados anteriormente, donde

alrededor de un 90% de ellas corresponden a células Nrpl +, y med¡ante tinc¡ón

intracelular se comprobó que en promedio >7oo/o de estas células resultaron ser

Foxp3+ (Figura 3-panel central). Las células T CD4+CD2ShishNrpl hish corresponden a

células Tregs, y para corroborar esto se realizó la m¡sma t¡nc¡ón y estrategia de análisis
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en células proven¡entes de ratones C57Bl/6 Foxp3GFP, donde se obtuvo que en los

tejidos linfoides secundarios, >95% de las células T CD4+CD2ShrehNrpl t'ist'

corresponden a células Foxp3GFP', es decir, células Tregs (Figura 3-panel dorecho).
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Figura 3. Nrpl se expresa principalmente en células Tregs. Se prepararon suspensiones"celulares de

timo, bazo y ganglios linfáticos periféricos (GLP) de ratones C57Bl/6WT y reporteros Foxp3"" y luego la§

células fueron marcadas para CD4, Nrp1, CD25 y Foxp3 (en el caso de WT) para identificar y asociar la
expresión de Nrpl en células f reguladoras (Tregs) Foxp3+ El panel muestra gráficos. de contorno
representativos de la expresión de los marcadores mencionados. (Panel izqu¡erdo) Expres¡ón de CD4 y

CÓ25 en células T CD4+ de tej¡dos l¡nfo¡des de ratones WT. (Panel central) Expresión de Nrp1 y Foxp3
(examinada por tinción intracelutar) en células Tregs CD4+CD25n's"i (Panel derecho) Expresión de Nrp'1 y

ioxp3cr' lpor fluorescencia de GFP) en células Tregs CD4+CD25. srNrpl''e- de te;idos linfoides de

ratones reporteros Foxp3''
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7 .2. Expresión de Nrpl en célules Trcgs durante el rechazo a aloinjertos de piel

En nuestro laboratorio se ha establecido un modelo murino de trasplante de

piel, el cual permite estudiar la dinámica del rechazo a trasplantes alogénicos, usando

como controles a animales receptores de trasplantes singénicos. En ratones C57Bl/6

WT trasplantados con injertos alogénicos, el rechazo (o necrosis del tejido dérmico)

ocurre en promedio alrededor de 10 días poslcirugla, m¡entras que los injertos

singénicos trasplantados son aceptados completamente de forma indefinida.

Utilizando este modelo se procedió a verificar si el ambiente inflamatorio

producido por el reconocim¡ento y el rechazo a alo-antigenos afecta la frecuencia de

células Tregs y su expresión de Nrp1. Ratones recip¡entes C57Bl/6 recibieron injertos

de piel tanto singén¡cos (C57Bl/6) como alogénicos (C57Bl/6 x Balb/c, F1) como se ha

descrito anter¡ormente (Quezada, et al., 2005), y al día 10 post-c¡rugía, se extrajeron

los ganglios l¡nfát¡cos drenantes (GLD) del injerto de piel para analiza¡ la expresión de

Nrpl en los linfocitos T CD4+ res¡dentes en los GLD. Se encontró un incremento

significativo en la frecuencia de células T CD4+Nrp1+ activadas durante el rechazo a

aloinjerto (-26% versus -19% en condiciones singénicas, Figura 4). Sin embargo, al

restringir el análisis a la población de Tregs CD4+CD25hish, Ios n¡veles de expres¡ón de

Nrpl se encontraron significativamente reducidos (-50% Tregs Nrpl hish versus -70%

en condiciones singénicas, Figura 5). Dado que la función de las células Tregs es

suprim¡r la respuesta inmune permitiendo la aceptación del aloinjerto, se podría

presumir que, durante el rechazo, las células Tregs no son supresivas debido a una

pérdida de estabilidad. Para probar esto, en las cétulas Tregs CD4+CD2Sh¡shFoxp3+ se

estudió la expresión de Eos, un factor de transcripción recientemente asoc¡ado a la

estabilidad funcional de células Tregs (Sharma, et al., 2013). lnteresantemente, y
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aQorde con los cambios observados para Nrp1, se encontró una menor expresión de

Eós durante la inflamación gatillada en respuesta al trasplante, donde -50% de los

T/,egs expresaron Eos en la condición alogénica, comparado con el '60% de Tregs

l

Ebs+ en condiciones singénicas y el -80% de células Tregs expresando Eos en

raitones sin trasplante (Figura 6), lo que sugiere que bajo condiciones ¡nflamatorias

qát¡lladas por una respuesta inmune alogénica, las células Tregs podrían perder

estab¡lidad funcional llevando al rechazo del injerto.

Galé en célulacT CD4+

Nrpl

ura 4. Enr¡quec¡miento de células T CD4+ Nrpl+ en los GLD de ratones trasplantados con injerto
génico. Ratones C57Bl/6 fueron trasplantados con injertos de piel singénicos (C57By6) ó alogénicos

C57BU6 x BALB/c). Diez días después de las cirugías se removieron los ganglios linfáticos drenantes
LD) de los trasplantes de piel, y se prepararon suspensiones celulares para estudiar 1aD) de los trasplantes de piel, y se prepararon suspensiones celulares para estudiar 1a expresión de

1 en células T CD4+. (A) Gráficos de contorno representativos muestran la expresión de CD25 y Nrp'1

eri células T CD4+ totales residentes en los GDLN de ratones receptores de injertos s¡ngénicos ó
alogénicos. (B) Frecuencia (%) de élulas f CO4+ Nrpl+ se representan en e¡gráflco de cajas. Las barras
cor.esponden a desviación estándar (SD) y Ia significancia estadística se analizó usando un t-tesl de
Student no pareado (test de Mann-Whitney). * P < 0,01. n = al menos 2 experimentos ¡ndependientes.
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Figura 5, Tregs pierden expresión de Nrpl durante rechazo a trasplante. Ratones C57Bl/6 fueron
trasplantados con injertos de piel singénicos (C57Bl/6) ó alogénicos (F1, C57Bl/6 x BALB/C). Diez dÍas
después de la cirugía se removieron los ganglios linfáticos drenantes (GLD) de los trasplantes de pielLy se
prepararon suspensiones celulares para estudiar la expresión de Nrp'1 en células Tregs CD4+CD25"''g". (A)
Gráficos de contorno representativos muestran la expresión de CD25 y Nrpl en Tregs residentes en los
GDLN de ratones receptores de injertos singénrcos ó alogénicos. (B) Frecuencia (%) de Tregs que
expresan altos niveles de Nrpl (Nrp'l'e'1se representa en el gráfico de cajas. Las barras corresponden a
desviación estándar (SD) y la significancia estadística se analizó usando un t-test de Student no pareado
(test de ¡.4ann-Whitney). '.. P < 0,001. n = al menos 2 experimentos independientes.

A Cate en sélular Treg CD4' CO2Stid' Foxp3+

Si[gé¡¡co Alogénico

s

CD25

Figura 6. Tregs pierden expresión de Eos durante el rechazo a alo¡njerto. Ratones C57Bl/6 fueron
trasplantados con injertos de p¡el singénicos (C57Bl/6) ó alogénicos (F1, c57By6 x BALB/C). Diez días
luego de las cirugías se removieron los GLD y se prepararon suspens¡ones celulares para estudiar la
expresión de CD4, CD25, Foxp3 y Eos por c¡tometría de flujo. (A). Los .gráflcos de contorno
representativos muestran la expresión de Eos y Foxp3 en los Tregs CD4+CD25" e"Foxp3+ residentes en
los GDLN de ratones receptores de injertos singénicos ó alogénicos.(B) Frecuencia (%) de estas células
se representa en el gráf¡co de cajas. Las barras corresponden a desviac¡ón estándar (SD) y la s¡gn¡ficanc¡a

estadfstica se analizó usando un t-test de Student no pareado (test de Mann-Whitney). . P < 0,05. n = 2
experimentos independientes-
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7.3 Las células Trcgs Nrpl+ promueven la sobrevida del tasplante de piel y son

necesan'os para una mayor expresión de Nrpl y Eos en las células T CD4+

efectoras,

Se ha reportado que la transferencia de células T CD4+Nrp1+ en ratones con

trasplantes de corazón permite la aceptación del injerto (Yuan, et al., 2013). Basado en

esta información, se propuso repetir este experimento pero utilizando nuestro modelo.

Adicionalmente, nos propus¡mos comprender el mecanismo por el cual esta aceptación

toma lugar. Para ello, se d¡señó una aproximacióñ in vivo en la que células Tregs

CD4+CD2ShishNrpl + (>90% expresando Foxp3, confirmado por t¡nción intracelular en

Figura Suplementar¡a I ) se purificaron por sor¿lng a partir de células de bazo y

ganglios l¡nfáticos periféricos de ratones C578l/6 WT y además se purificaron células T

CD4+CD25-Nrp1-Foxp3GFP- efectoras aisladas de ratones C57Bl/6 reporteros Foxp3GFP

congénicos (CD45.1+ ó 1y5.2+). Estas poblaciones de células T efectoras 1y5.2+

(CD45.1) y/ó células Tregs 1y5.1+ (CD45.2) fueron adoptivamente transfer¡das a

ratones RAG-/- rec¡pienles (que son ¡ncapaces de generar células T y B maduras) vía

intravenosa (vena lateral de cola). Un día post-transferencia celular, todos los ratones

recip¡entes recibieron un injerto alogénico (piel de ratones F'f ) y la sobrevida de los

trasplantes fue mon¡toreada en el tiempo (Figura 7).
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F¡gura 7. Estrategia de sorú,ng y diseño experimental de transferencia celular adopt¡va.Tregs Lys.1+
y células T Ly5.2+CD4+ Nrp 1-Foxp3GFP lTefs¡ fueron sorteadas desde ratones C57Bl/6 y ratones
reporleros Foxp3GFP, respectivamente, y transferidas a ratones RAG J- (dia -1). Al día siguiente, los
ratones fueron trasplantados con injertos de piel singén¡cos o alogén¡cos (día 0) y la sobrev¡da del injerto
fue mon¡toreada dos veces por semana. Al dia +20, los GLD fueron removidos y se prepararon
suspens¡ones celulares para estudiar la expresión de Foxp3, Nrp'1 y Eos en las células T CD,++ tanto
Ly5.2+ como Lys.1+ a través de citometría de flujo.

La co-transferencia de células Tregs Nrpl + con las células T efectoras

CD4+CD25-Nrpl -Foxp3GFP- promovieron la aceptación de los injertos de piel en -60%

de los receptores, en comparación con el grupo control de rechazo (que reciben sólo

células T efectoras), en el que todos los ratones rechazaron sus trasplantes (F¡gura 8).

1 -+ s¡n células T (2)

1 -+ Tefs (4)

1 --, Tefs + Tregs (5)

20 30

Dlas post-cirugía

Figura 8. Células Treg Nrpl+ prolongan la sobrev¡da de alo.injerto. El gráfico muestra la sobrevida de
los injertos de p¡el de ratones RAGr- trasplantados que no recibieron células (c¡rculo lleno, línea cont¡nua),
ratones que recibieron sólo células T CD4+ efectoras (cuadrado vacio, línea segmentada) ó cé¡u¡as T
CD4+ efectoras más Tregs (cuadrado lleno, línea segmentada). P = O.O475 en F1*Tefs + Tregs (vs)
F1-Tefs.
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Poster¡ormente, se estud¡o el fenot¡po de las células transferidas en los distintos

grupos trasplantados al finalizar los 20 días post-trasplante. para ello, se removieron

los GLD de los ratones trasplantados, se prepararon suspensiones celulares y las

célufas se marcaron para analiz los distintos subconjuntos de células T CD4+

residentes en los GLD. Al restringir el análisis en las células T CD4+Ly5.2-, las que

corresponden a las células Tregs Lys.l+, se encontró que su expresión de Nrp'l se

mantiene alta, reduciéndose en promedio sólo un -10% en los Tregs presentes tanto

en las condiciones inflamatorias singénicas y alogénicas, en comparación con las

células Tregs rec¡én sorteadas (>99% Nrpl+, F¡gura 9A), sin presentarse diferencias

sign¡ficativas entre ambas condiciones (Figura gB).
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F¡gura 9. Tregs Nrpl+ Ly5.1+ mant¡enen altos n¡veles de Nrpl durante inflamación gatillada por el
reconocim¡ento d€ alo-antlgenos. Tal como muestra la estrategia experimental de Ia F¡gura 7, se
obtuv¡eron suspens¡ones celulares de los GLD de ratones RAG-/- trasplantados que además recibieron
células Tregs Lys.1+ y células T efectoras Ly5.2+. Las células fueron teñidas para CD4, CD25, CD45.1 y
Nrp1, y fueron analizadas mediante c¡tometrla de flujo. (A) Los gráficos de contorno muestran la expresiÓn
de Nrpl de las células Tregs Ly5.1+ recién sorteadas y en las condiciones singénica y alogénica. (B)
Frecuenc¡a (%) de células fregs Ly5.1+ Nrpl+ en las condiciones anteriores. Las cajas vert¡cales
corresponden a valores máximo y mínimo, las lfneas al promedio. La significancia estadistica fue evaluada
por un t-test de Student no-pareado (test de Mann-Whitney). ns, no signif¡cativo. n = 2 experimentos
independientes.

Cuando anal¡zamos el fenotipo de las células T CD4+ Ly5.2+ efectoras, que

inicialmente se purif¡caron como células T CD4+Nrp1-Foxp3GF"', se observó que una

considerable proporción de las células ganaron expresión de Nrp1. lnteresantemente,

en condiciones alogénicas, el ¡ncremento en la expresión de Nrpl por las células T

CD4+Lys.2+ efectoras fue significativamente mayor cuando fueron co-transferidas con

células Tregs Nrpl+ (-65% de células T CD4+Ly5.2+Nrp1+), comparando su expresión

cuando las células T efectoras fueron transfer¡das solas (-40% de células

CD4+Ly5.2+Nrp l+), como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Cólulae T CIN+ Nrpl- efuctoras ganan expresión de Nrpl, lo que es dépend¡ente de laco-
transferenc¡a con células Tregs Nrpl+.Tal como muestra la estrategia experimental de la Figura 7, se
obtuvieron suspens¡ones celulares de los GLD de ratones MG-/- traaplantados que además iec¡b¡eron
células Tregs Lys.1+ y células T efectoras Ly5.2+. Las células fueron teñidas para Clt, CD4S.1 y Nrp1, y
tueron analizao?s med¡ante citometrfa de ñujo. (A) Los gráf¡cos de contomo muestran la expiesió; dá
Nrpl y Foxp3GFP en las células T cD4+ Lys.á+ eieitoras én las oondiciones mencionadas anter¡ormente.
(B) El gráfico muestra la frecuenc¡a (%) de células Nrpl+ en el subconiunto oelular anal¡zado. Las cajas
vert¡cales corresponden a valores máximo y mlnimo y las lfneas corresponden al promedio. La
signiñcancia estadísticá fue evaluada por un t-test de Student no-pareado (test de Mann-Wh¡tney). . p <
0,05. n = 2 experimentos independientes.

Deb¡do a que la co-transferencia de células Tregs Nrpl+ permite la aceptación

del alo-injerto, uno podría inferir que estas Tregs Nrpl+ podrfan inducir la expresión de

Foxp3 en las células T efectoras (conv¡rtiéndolas en élulas íTregs), fenómeno

conocido como'tolerancia ¡nfecciosa' Waldmann, et al., 2006). Al analizar la fracción

de élulas T CD4+1y5.2+, estas células T efectoras no ganaron ni incrementaron, de

manera aprec¡able, su expresión de Foxp3, lo que sug¡ere que no se generE¡ron células

iTregs (Figura Suplementaria 2). Sin embargo , al analizar las mismas élulas T

CD4+Ly5.2+ efectoras que ganaron Nrp1, se observó que -soyo incrementaron su

expresión de Eos cuando se co-transf¡rieron con células Tregs Nrpl+, versus -25olo de
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A

las oélulas T efectoms tmnsferidas solas (Figura I I ), oonfirmando los resultados

obten¡dos prev¡amente ut¡lizando ratones WT como recipientes de trasplantes.

Gate en células nTregs Lys.l' cated en células T CD4'Lys.,* CD25+

30

Get€ eñ fr€gs Ly5 1_ Gat€ en Teff CD4'CD25'Ly5 2'

F¡gura ll. Células T CD4+ efectoras ¡ncrementan su gananc¡a de expresión de Eos al co'
transfer¡rse con células f.egs Nrpl+. La transferencia celular y los trasplantes de pielfueron realizados
como se detalla en la F¡gura 7. A. Los gráficos de contorno muestran la expresión de Eos y CD25 en los
Tregs Ly5.'l+ cuando se transfieren solos o con células T CD4+ efectoras (Tef) en cond¡ciones alogénicas.
Similarmente, el mismo análisis es representado al hacer el gate esta vez en las células Tef
CD4+CD25h'shLy5.2+ (2 gráflcos en derecha). B. Gráflco mostrando la frecuencia (o/o) de élulas Eos+ en
los Tregs Lys.1+ o en las células T CD4+Ly5.2+ efectoras, cuando se transfieren solas o en conjunto en
condiciones alogénicas. Las barras corresponden a desviac¡ón estándar (SD), y la significancia estadÍst¡ca
fue evaluada por un t-test de Student. t P < 0,05. n = 2 experimentos independientes
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8. DtSCUStON

La evidencia provenientes de modelos murinos y de estudios clínicos sugieren

que la expresión de Nrp'l en las células T CD4+ podría jugar un rol importante en el

contexto del rechazo a trasplante alogénico (Campos-Mora, et al., 2013). Se ha

reportado que en ratones ectópicamente injertados con trasplantes alogénicos de

corazón, la transferenc¡a de células T CD4+Nrp1+ extienden la sobrevida del injerto,

principalmente inhib¡endo la producción de citoquinas pro-inflamatorias, 6nr¡queciendo

la población de células Tregs Foxp3+ endógena e induc¡endo la anergia de sus células

T efectoras (Yuan. et al., 2013).

En este trabajo, se estudió la dinám¡ca de la expresión de Nrpl en las

poblaciones de células T CD4+ durante el rechazo a inierto alogén¡co. Las

obseNac¡ones realizadas indicaron que Nrpl se expresa principalmente en células T

CD4+ periféricas, y que su expresión está estrechamente relacionada con la

subpoblación de células T CD4+CD25hiehFoxp3+, lo que conf¡rma trabajos anteriores

que proponen a Nrpl como un marcador de células nTregs (Bruder, et a1.,2004).

Los datos obtenidos muestran claramente que existen diferencias en la

expresión de Nrp'l en las células T CD4+ cuando se encuentran en un ambiente

inflamatorio ligado al rechazo de trasplantes alogén¡cos, las que son notor¡as al

comparar la expresión de esta molécula en condiciones de aceptación (singénicas) o

normales (nai've sin trasplante). El aumento de expresión de Nrpl en las células T

CD4+ efectoras durante el rechazo, junto con una disminución de expresión esta

molécula en las células Tregs se observaron utilizando tanto animales WT como RAG-

/-, siendo más evidentes en éstos últimos. Esto se debe probablemente a que en los
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primeros, en el rechazo al alo-injerto participan todos los componentes del s¡stema

inmune de un ratón WT, mientras que en los ratones RAG-deficientes el rechazo

ocurre mediado sólo por células T CD4+1y5.2+ efectoras lransferidas (restring¡do a

presentación antigénica por MHC-ll), y en este sistema más "limpio", gracias a los

marcadores congénicos utilizados, fue posible examinar en mayor detalle los camb¡os

celulares analizados.

De manera importante, durante los experimentos de trasplante ¡n vivo se

observó que las células Tregs d¡sminuyen su expresión de Nrpl sólo cuando se genera

una respuesta inmune efeclora contra el injerto alogénico (comparando la respuesta

alogén¡ca versus singénica), indicando que el componente inflamatorio compuesto, por

ejemplo, por citoquinas como Ia lL-6 jugarían un papel ¡mportante en la biología de las

células Tregs (Sharma, et al., 2013). De hecho, en modelos murinos ya se ha descrito

que el bloqueo con anticuerpos anti-ll-6 reduce significativamente el daño patológico r,l?

ylyo asociado al EICH, mediando el incremento de células Tregs Foxp3+ y la reducción

pronunciada de células Th1 y Th17, aumentando Ia razón Tregs/Tefs (Chen, et al.,

2009). Con respecto a este punto, datos preliminares en los que se analizó el

conten¡do de lL-6 produc¡da dentro del injerto de ratones MG-/- trasplantados indican

que los niveles de esta citoquina (que son altos en cond¡ciones de rechazo mediado

por células T CD4+ efectoras) dism¡nuyen considerablemente cuando las células

efectoras se co-transfieren con células Tregs Nrpl+ (datos no mostrados), lo que

sugiere que existe un antagonismo entre los efectos pro-inflamatorios de lL-6 y el

efecto inmunosupresor derivado de la actividad de las células Tregs durante el rechazo

a alo-¡njerto, aunque es necesario una profundización posterior de estos anál¡sis, que

escapan a los objetivos de esta tes¡s.
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Dado que la presencia de Nrpl está asociada con la capacidad supresora de

las células Tregs para realizar su función reguladora o inhibitoria (Brude¡ et al.,2004),

se podría presumir que la disminuc¡ón de la expresión de Nrpl en las células Tregs

durante la respuesta alogénica es uno de los mecanismos por los cuales el rechazo

toma lugar.

En estos mismos experimentos rn yrVo, la pérd¡da de Nrpl en las células Tregs

se encontró asociada a una reducc¡ón de expresión de Eos, un marcador molecular de

estab¡lidad de céfulas Tregs (Sharma, et al., 2013). Actualmente se acepta la ¡dea de

que las células T, ¡nclu¡das las células Tregs, pueden ser re-programadas bajo

condiciones supresivas o inflamatorias, perdiendo sus perfiles, fenotipos y funciones

iniciales (Lindau, el al., 2013, Zhu and Paul, 2010). En el caso particular de las células

Tregs, se ha reportado que pueden perder su expres¡ón de Foxp3 en condiciones

linfopénicas o en contexlos auloinmunes (como diabetes o EAE), o que estas células

pueden adquirir caracteríslicas de tipo célula f -helper mientras aún mantienen su

expresión de Foxp3 (Sharma, et al., 2013) En concordanc¡a con lo anterior, se ha

propuesto que ex¡ste una heterogene¡dad entre las células Foxp3+, en la que no todas

las células Foxp3+ son células Tregs bona-fide, o en cierto sentido "autént¡cos" (Hori,

2010). Recientemente, se ha propuesto que la expresión estable de Eos define una

subpoblación de células Tregs que se mantiene supresiva bajo condiciones

inflamatorias, en comparación con células Tregs que pierden su expresión de Eos,

quienes pierden su capacidad supresora y a pesar de mantener su expresión de Foxp3

incrementan su expresión de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de act¡vación

(Sharma, et al., 2013). Por lo tanto, la pérdida de Eos junto con la de Nrpl observada
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en nuestros experimentos podrían contribuir en una defic¡ente funcionalidad de las

células Tregs, lo que llevaría al rechazo al alo-trasplante.

Como se mencionó anteriormente, las células T CD4+Nrp1+ han mostrado

permitir la toleranc¡a a trasplante alogénico (Yuan, et al., 2013). En el presente trabajo

se recapituló esta observación en un modelo murino de trasplante de piel. Los

resultados obtenidos confirman las propiedades reguladoras de las células T Nrpl+

dado que la transferencia de células T CD4+CD2shishNrp1+ a ratones RAG-/-

trasplantados se correlaciona con la aceptación de alo-injertos. lnleresante es el hecho

que la co-transferencia de células Tregs Nrpl + con células T CD4+Nrp'l- efectoras

permite una mayor ganancia de Nrpl y Eos por la contraparte efectora, lo que sugiere

que las células Tregs Nrpl + podrían estar perm¡t¡endo que cierta fracción de las

células T efectoras adquiriera capac¡dad supresora, lo que mediaría además Ia

aceptac¡ón de los alo-iniertos observada en los experimentos ln wVo, aunque esta

suposición neces¡ta ser abordada en detalle en investigaciones poster¡ores.

Durante la aproximación experimental abordada para estudiar la expresión de

Nrpl en las células Tregs durante el rechazo a alo-injertos, la bibliografía pertinente y

los resultados obtenidos sugieren implícitamente que Nrpl podría estar contribuyendo

en la función supresora llevada a cabo por las células Tregs Nrpl+. Para comprobar

esto, el s¡guiente paso lógico a segu¡r consiste en exam¡nar el rol de esta molécula

mediante estrategias que l¡miten o disminuyan la contribución funcional de Nrp1. Por lo

tanto, se diseñó un modelo experimental utilizando anticuerpos bloqueantes anti-Nrpl

(utilizando el control de isotipo correspondiente), apuntando a estudiar el efecto del

bloqueo de Nrpl en los fenómenos descritos anter¡ormente en los resultados

obten¡dos. De manera contraria a Io esperado, la adm¡nistrac¡ón de anticuerpos
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bloqueantes anti-Nrp1 no afectó de forma sign¡ficativa la ganancia de expresón de

Nrpl y Eos en las células T CD4+ efectoras, ni alteró la aceptac¡ón de alo-injertos

mediada por las células Tregs Nrpl + (Campos-Mora, et a|.,2014; datos no publicados).

Nrpl es una proteína que se encuentra expresada tanto en membrana como en forma

soluble, y que es requerida por las células Tregs para una normal activ¡dad supresoE¡

(Campos-Mora, et al., 2013). Tomando esto en cuenta, el bloqueo de Nrpl (que podría

alterar la actividad supresora de las células Tregs) se correlacionó con un mayor

número de células T CD4+ efectoras, mayores niveles de c¡toquinas pro-inflamatorias

produc¡das dentro del ¡njerto, y mayores niveles de expresión de Eos en las células T

CD4+ efectoras activadas (Campos-Mora, et al., 2014; datos no publicados), lo que se

correlaciona con resultados de otros grupos de investigación que descr¡ben un

aumento en la expresión de Eos en células T CD4+ activadas ln vrtro (Rieder and

Shevach,2013). Sin embargo, se encontró que la estrategia ut¡lizada no fue la óptima,

considerando que la cant¡dad de anticuerpo inyectado pudo no ser suficiente para un

bloqueo total efectivo de Nrpl (tanto de membrana como soluble). Una alternativa

mucho más eficiente corresponde al uso de ratones deficientes en Nrpl (Nrpl -knock-

ouf ó Nrp'lJ-) condicionales para las células T CD4+ o para las células Tregs Foxp3+

los cuales, desafortunadamente, aun no se encuentran comercialmente disponibles. De

todas formas, estos resultados prel¡minares no desacreditan los resultados obtenidos

en este trabajo de tesis, s¡no que más bien abren nuevas perspectivas relac¡onadas

con Ia expresión y funcionalidad de Nrp'l y Eos que es necesar¡o estudiar para una

mejor comprens¡ón de los mecanismos que involucran estas moléculas.

Utilizando el modelo de rechazo en los ratones C57Bl/6 trasplantados, los

resultados indicaron una menor expresión de Nrpl en las células nTregs de ratones en
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proceso de rechazo a alo-¡njertos, en comparación con los trasplantes singénicos

completamente aceptados. Asimismo, con el modelo de rechazo en los ratones MG-/-

trasplantados, se observó un considerable incremento en la expresión de Nrpl de las

células T cD4+ efectoras en las condiciones tolerogénicas de alo-injertos mediada por

la co-transferencia de células nTregs Nrpl+, en comparaciÓn con los menores niveles

de expresión de esta molécula en las células T efectoras en condiciones de rechazo de

alo-injertos, cuando estas células se transfirieron solas. De cierto modo, estos

resultados apoyan una posible relación positiva entre la expresión de Nrpl en la

subpoblación de células T CD4+ y un estado de tolerancia inmunológica que ha s¡do

sugerida recientemente en repetidas ocasiones en modelos de trasplante alogénico

(Yuan, et al., 2013), autoinmunidad (Solomon, et al., 201 1, Delgoffe, et al., 2013) e

¡ncluso cáncer (Battaglia, et al., 2008, Hansen, et al.,2012), en los cuales la presencia

o ausencia de expresión de Nrpl se relac¡ona directamente con una menor o mayor

reactividad respondedora, respectivamente. Esta similitud entre el comportamiento de

la expresión de Nrpl entre los estudios clínicos y los modelos murinos es bastante

prometedora, debido al posible alcance y uso que puede darse a Nrpl como un posible

marcador de rechazo a trasplantes alogénicos' La expresión de Nrpl en las células T

ya se ha propuesto como un predictor putativo del rechazo a trasplante, dado que en

un estudio clínico se observó una menor frecuencia de linfoc¡tos Nrpl+ infiltrantes en

biopsias de trasplantes de riñón de pacientes en proceso de rechazo agudo, en

comparac¡ón con biopsias de trasplantes tolerizados (Zhou, et al.' 2OO7). Basados en

esto, los autores sugirieron que la reducción de células Tregs (células Nrpl+) en los

trasplantes podía estar relacionada con el desarrollo del proceso de rechazo. Por lo

tanto, los resultados de esta tesis van en concordancia con reportes anteriores.
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Cabe recordar que, actualmente en el campo clÍnico de trasplantes, el

diagnóstico de rechazo agudo y de daño crón¡co de trasplantes alogén¡cos requieren

de biopsias para detectar cambios patológicos a etapas avanzadas y, usualmente,

irreversibles del rechazo. (Schlickeiser and Sawitzki, 2012). La identif¡cación de

marcadores sensibles y específicos permitiría la detecc¡ón temprana "a nivel molecular"

de eventos patológicos. De esta manera, el rechazo y el daño crónico del alo-

trasplante, así como la sobre-inmunosupresión podrÍan ser abordados adecuadamente

mucho antes de que se ocurran sucesos perjudiciales al injerto (Olbr¡cht, 2012). En

este sentido, es posible sugerir que el análisis de expresión de Nrpl en células T CD4+

de pacientes trasplantados y baio tratamiento podría ser un buen ¡nd¡cador del "status

inmunológico" ó "el status neto de in munosupresión" del paciente con respecto al

injerto alogénico: una dism¡nuc¡ón muy pronunciada con respecto a los niveles

normales de expres¡ón de Nrpl podría ¡ndicar un inc¡p¡ente proceso de rechazo y

respuesta inmune contra el injerto, a lo que podría responderse adaptando y

personalizando las terapias inmunosupresoras. Como consecuencia, se podría mejorar

la sobrev¡da a largo plazo del trasplante, .junto con la sobrevida del paciente.

En conjunto, estos resultados describen una dinámica de expresión de Nrpl

hasta ahora desconocida en las células T CD4+ durante rechazo a alo-¡njertos, y un

nuevo posible mecanismo por el que células T CD4+ efectoras podrían mediar la

aceptación de ¡njertos alogénicos, donde la adquisición de expres¡ón de Eos y Nrpl

podría jugar un rol relevante.
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9.1

9. CONCLUSIONES

Durante el rechazo a trasplante alogén¡co, ocurre un incremento en la

frecuencia de células T CD4+ que expresan Nrpl mientras que, por el

contrario, la expresión de Nrpl y el factor de transcripción Eos disminuyen en

las células Tregs de los ganglios drenantes del injerto.

Las células Tregs Nrpl+ son necesarias para la aceptación de trasplantes

alogénicos, imp¡diendo el rechazo mediado por células T CD4+ efectoras

alo-reactivas.

Las células Tregs mantienen una alta expresión de Nrpl durante la

inflamación del rechazo, mientras que las células T efectoras son capaces de

ganar expres¡ón de Nrpl y Eos. Esta gananc¡a de expresión se ve

potenciada al ser co-transferidas con células Tregs Nrpl +.
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1 I. FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria I - Expresión de Foxp3 en células Treg Lys.l'post-sorfing.
Suspensiones celulares de ganglios l¡nfát¡cos fueron obtenidas de ratones WT C57Bl/6
LyS.1+ y las células T CD4+ fueron enriquecidas usando separación inmunomagnética.
Luego las células fueron teñidas para los marcadores CD4, CD25 y Nrpl previo al
soÍlng de células Tregs CD4+CD2Sh€hNrpl hish con una pureza > 960/0. (A) Se muestra
la población de células Tregs CD4+ CD25hishNrplhEh (correspondiente a -3olo) de la
suspensión enr¡quecida de células Tregs CD4+. (B) Los gráficos de " dot-plot' muestran
a las células Tregs CD4+ CD2Shish Nrplh'sh recién sorteadas. Estas células fueron
fijadas y marcadas para verificar la expresión intracelular de Foxp3 en las células
Tregs.
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F¡gura Suplementaria 2 - Generación de células Tregs Foxp3GFP' provenientes
de células T CD4+ éfectoras transfer¡das a ratonés trasplantados. El procedimiento
fue realizado como se describe en la F¡gura 6. A la izquierda, el gráf¡co de " dot-plot'
muestra la expres¡ón de los marcadores Nrpl y Foxp3GFP en las élulas T CD4+CD25-
Nrpl-Foxp3GFP'rec¡én sorteadas, de manera previa a su transferencia a los ratones
RAG-/- trasplantados con ¡njertos s¡ngénicos ó alogénicos. A la derecha el gráf¡co de
barras muestra la frecuencia (o/o) de células Foxp3GFP' presente entre las células T
CD4+ Ly5.2+ efectoras res¡dentes en los GLD de ratones trasplantados. Las barras
corresponden a SD. ns, no significativo. n = 2 experimentos independientes.
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