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RESUMEN

Durante el rechazo renal agudo las células T CD8+ son activadas de forma mantenida pu-
diendo desencadenar un proceso de senescencia replicativa. En este trabajo nosotros hemos
evaluado varias caracteristicas de senescencia replicativa como es : a) porcentaje de células
T CD28-; b) acortamiento telomérico, y c) produccion de citoquinas proinflamatorias. Este
estudio se realizé en 14 pacientes con rechazo renal agudo, 14 pacientes sin rechazo renal
agudo y 8 controles sanos. Los resultados indicaron que los pacientes con rechazo renal
agudo mostraban altos porcentajes de células T CD28-CD8+ en sangre periférica y biopsia
renal. Estos pacientes mostraron telémeros cortos que se asociaban con el fenotipo CD28-.
Ademads, los pacientes con rechazo renal agudo presentaban altas concentraciones de IL-10
e IFN-y en plasma y orina. Nuestro estudio demuestra que las células T CD8+ de pacientes
con rechazo renal agudo sufren un proceso de senescencia replicativa.

Palabras clave: Trasplante Renal. Rechazo Agudo. Senescencia Replicativa. Células T CD8+.
Telomero.

ACUTE RENAL REJECTION IS ASSOCIATED WITH INDUCTION
OF REPLICATIVE SENESCENCE IN CD8+ T LYMPHOCYTES

SUMMARY

Acute renal rejection repeatedly activates immunocompromised CD8 + T cells. Maintai-
ned activation of CD8 + T cells can induce a process of replicative senescence. In the pre-
sent study, we will evaluate in CD8 lymphocytes from patients undergoing acute renal re-
jection characteristics of replicative senescence such as: a) low expression of CD28
molecule; b) telomere shortening and c) increase production of proinflammatory cytoki-
nes. The study was carried out in CD8 + T cells from 14 patients transplanted without cli-
nical evidences of acute renal rejection, 14 patients kidney transplanted with clinical and
anatomopathological evidences of acute renal rejection, 8 healthy controls. The results
shown that in peripheral blood and renal biopsy of patients with acute renal rejection there
is a significant increment of the population of T cells CD28-CD8+, with short telomere
length, as compared with healthy controls and patients without acute renal rejection. The
presence of senescent cells was associated with high levels of IL-10 and IFN-y in plasma
and urine. In conclusion our study suggest that the CD8 + T cells of patients with acute
renal rejection suffer a process of replicative senescence.

Key words: Renal Transplantation. Acute Rejection. Replicative Senescence. CD8+ T Cells.
Telomere.
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INTRODUCCION

Durante el rechazo renal agudo se ha demostrado que
se produce una infiltracion de células T CD8+'. La expo-
sicion continuada de las células T CD8+ a los antigenos
del rifdn trasplantado induce una activacién repetida de
estas células?. Este proceso de activacion mantenida va a
provocar la expansién clonal de las células T CD8+, y la
liberacion de citoquinas inflamatorias.

Actualmente se conoce que las células T que se en-
cuentran sometidas a una continua activacion pueden
morir por apoptosis o entrar en un estado de senescencia
replicativa®. Cuando las células T alcanzan el estado de
senescencia replicativa, estas células detienen su creci-
miento en fase G1 del ciclo celular, dejan de proliferar,
pero se mantienen metabdlicamente activas*. En condi-
ciones fisiolégicas normales el proceso de senescencia re-
plicativa es considerado como un mecanismo de supre-
sion tumoral que previene la proliferacién incontrolada de
las células®®. Sin embargo, ha sido observado que en si-
tuaciones patoldgicas, como enfermedades infecciosas
cronicas, las células T CD8+ alcanzan un estado de se-
nescencia replicativa’.

Las células T que alcanzan el estado de senescencia
replicativa han sido identificadas por mostrar varias ca-
racteristicas. Las caracteristicas de células T senescentes
son: la pérdida de expresién de marcadores celulares
como aumento en el porcentaje de células T CD28-%1°,
acortamiento de la longitud de telémero'!, resistencia a
la apoptosis'? y la produccién de citoquinas pro-infla-
matorias'>14.

En este estudio nosotros postulamos que las células T
CD8+ implicadas en el proceso de rechazo renal agudo,
sufren una activacién mantenida debido a la continua ex-
posicién a los antigenos del 6rgano injertado. De este
modo nosotros estudiaremos en pacientes trasplantados de
rinén con rechazo renal agudo caracteristicas de senes-
cencia replicativa como es: presencia de células T CD8+
con fenotipo CD28-, acortamiento telomérico y produc-
cién de citoquinas pro-inflamatorias.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes

En este trabajo evaluaremos 14 pacientes trasplantados
de rindn sin rechazo agudo, 14 pacientes trasplantados de
rifnén con rechazo agudo y 8 controles sanos.

Los pacientes sin rechazo renal agudo tenian edades
comprendidas entre 32-66 afios de edad, el 60% eran hom-
bres y los valores de creatinina de estos pacientes era < 1,9
mg/dl. Los pacientes con rechazo renal agudo eran diag-
nosticados mediante biopsia renal realizada por el equipo
de Anatomia Patolégica del Hospital Reina Soffa. Estos pa-
cientes tenian edades comprendidas entre los 33 y 66 anos
de edad, el 57,1% eran hombres y mostraron valores de
creatinina > 1,9 mg/dl. Ambos grupos de pacientes eran so-
metidos a una triple terapia inmunosupresora de ciclospo-
rina, micofenolato y prednisona. En la tabla | se recogen
las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los pacien-
tes trasplantados de rifén.
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Extraccién de biopsia renal y sangre periférica

Diez ml de sangre venosa periférica eran obtenidas de
pacientes trasplantados de rifién sin rechazo agudo y con
rechazo agudo. Inmediatamente tras su extraccion se dis-
tribuyeron en tubos de 5 ml de EDTA (etilen-diamino-te-
traacético). Simultaneamente a la obtencién de sangre pe-
riférica de pacientes con rechazo renal agudo se procedié
a la extraccion de biopsia renal de pacientes con recha-
zo renal agudo por bipuncién a través del abdomen de
cada enfermo. La muestra de tejido se deposité en tubos
estériles con 5 ml de suero fisiolégico.

Obtencion de células de la biopsia renal

Las células eran obtenidas mediante disgregacion me-
canica, y quimica con 3 ml de Trypsina-EDTA, y se dejo
incubar durante 5 minutos en un incubador de CO,. Luego
se afiadié 3 ml de medio de cultivo RPMI para neutrali-
zar la reaccién de la trypsina. A continuacion las células
fueron recogidas en tubos universales después de una cen-
trifugacién a 1.500 rpm durante 5 minutos.

Fluorescencia celular

Para la determinar la expresion de CD28 en células T
CD8+ se realizé un doble marcaje con anticuerpos mo-
noclonales anti-CD8FITC y anti-CD28TC en muestras de
sangre periférica y biopsia renal de pacientes con recha-
zo renal agudo. 2 x 10° células de sangre periférica eran
incubadas durante 30 min con anticuerpos monoclonales
anti-CD8FITC y anti-CD28TC a temperatura ambiente y en
oscuridad. Después de la incubacion, se afadi6 2 ml de
Facs Lysing para la lisis de los eritrocitos y posteriormen-
te las muestras eran incubadas durante 10 min a tempe-
ratura ambiente y en oscuridad. A continuacién se lavé
dos veces a 1.500 rpm durante 5 min. El sobrenadante fue
retirado y el pellet resuspendido en 500 ul de Cell Fix.
Las muestras fueron analizadas mediante citometria de
flujo con un citémetro Fasc Calibur.

Determinacion de la longitud de telomero

1 x 10° células eran resuspendidas en 1 ml de PBS-0,1%
BSA. Las células eran centrifugadas a 13.000 rpm durante
15 segundos. El sobrenadante era eliminado y las células re-
suspendidas en 100 ul de buffer de hidratacién que conte-
nia 70% Formamida deionizada, 20 mM Tris pH = 7,2, 1%
BSA y H,0 destilada. A continuacién, se adicioné a cada
tubo 3 ul de sonda PNA (flow-PNAtel) telémero especifica
FITC-conjugada (FITC-O-CCCATAACTAAACAC-NH2) (Ap-
plied Biosystems). Posteriormente, las células eran sometidas
a desnaturalizacion de DNA a 80 °C durante 10 minutos en
un Thermomixer 5436, seguido de una hibridacién durante
2 horas a temperatura ambiente en oscuridad y con agita-
cion. Tras la incubacion, las células eran centrifugadas a
3.000 rpm durante 8 minutos a 16 °C. El sobrenadante era
eliminado y el botén celular era resuspendido en 500 mi-
crolitos de buffer de lavado que contenfa 70% de formami-
da deionizada, 10 mM Tris, pH = 7, 0,1% BSA y 0,1%
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de
los pacientes trasplantados de rifién

Datos de pacientes Rechazo No rechazo
Edad (media + SD) 52,4 + 10 52,2 + 8,8
% hombres 57,1% 60%

Afo de trasplante 1999-2002 1998-2001
Creatinina (mg/dl) 5+25 1,4 +£0,2
(media + SD)

Inmunosupresion CYA+MMF+Pred CYA+MMF+Pred

CYA: ciclosporina; MMF: micofenolato mofetilo; Pred: prednisona.

Tween-20. De nuevo, las células eran centrifugadas a 3.000
rpm durante 8 minutos a 16 °C. El sobrenandate era elimi-
nado, y el botén celular era resuspendido en otro buffer de
lavado que contenia PBS, 0,1% BSA y 0,1% Tween-20, se-
guido de una centrifugacién a 2.000 rpm durante 6 minutos
a 16 °C. El sobrenadante era eliminado. Las células eran in-
cubadas durante 30 minutos en oscuridad, y posteriormente
se anadié un buffer que contenfa PBS, 0,1% BSA y RNAsa
A (10 ug/ml), seguida de una incubacién de 2 horas a tem-
peratura ambiente en oscuridad y con agitacion. Después de
la incubacién las muestras eran adquiridas en un citémetro
de flujo FACSCalibur. El citémetro de flujo era alineado uti-
lizando microparticulas esféricas fluorescentes marcadas PE
(BD Pharmingen). La fluorescencia era medida en escala li-
near y los resultados expresados en equivalente moleculares
de unidades de fluorocromo soluble (KMESF). La longitud de
telémero relativo era calculado por comparacién de los va-
lores KMESF con aquellos obtenidos utilizando diferentes li-
neas celulares como controles de la longitud de tel6mero.

Inmunoensayo Cytometric Bead Array

La técnica Cytometric Bead Array (CBA) estd basada en
microparticulas unidas a anticuerpos. Las particulas eran
tefiidas con intensidades de fluorescencia diferentes. La
emision de longitud de onda méaxima de emision era apro-
ximadamente 650 nm (FL-3). Las particulas estaban uni-

das por un enlace covalente con un anticuerpo (Phar-
mingen, San Diego, CA) contra una de las citoquinas (IFN-
y, IL-10). Las particulas-Ab sirven para capturar a cada ci-
toquina y ser detectadas simultaneamente en la mezcla.
Las citoquinas son capturadas por via directa en el in-
munoensayo utilizando anticuerpos diferentes unidos a fi-
coeritrina (PE) que emite a 585 nm (FL-2). El anticuerpo
detector PE-conjugado es utilizado para completar el sand-
wich, y la intensidad medida en FL-2 es proporcional a
la concentracién de citoquinas en la muestra, que esta
cuantificada por una curva de calibracién. Una caracte-
ristica importante del sistema de ensayo es que los cali-
bradores, reactivo Ab-bead y el segundo reactivo de anti-
cuerpo Ab-PE estan hechos de las mezclas de citoquinas.
Las curvas standard (0 a 5.000 pg/ml) eran obtenidas de
un grupo de calibradores y los resultados eran obtenidos
de una misma muestra. Para cada muestra de orina, plas-
ma y mezcla standard de citoquinas, 50 ul de muestra o
standard de citoquinas eran adicionadas a la mezcla de
50 ul de cada reactivo Ab-bead y detector Ab-PE. La mez-
cla (150 ul) era incubada durante 160 min a temperatura
ambiente y en oscuridad y posteriormente eran lavadas y
después los datos eran adquiridos por citometria de flujo.

Anilisis estadistico

Todos los datos se expresaron como Media + SEM (error
medio). La comparacién de las medias se realiz6 con el test
paramétrico t-Student. Cuando los datos eran independien-
tes se utilizo el test de Mann-Whitney y cuando eran apa-
reados el test de Wilcoxon. Para comparar mds de dos me-
dias se utiliz6 ANOVA. Se consider6 que existian diferencias
estadisticamente significativas cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Aumento de la poblacion de células T CD28- CD8+ en
sangre periférica de pacientes con rechazo renal agudo

La presencia de células T CD28- es considerada un mar-
cador fenotipico de senescencia replicativa'®. Para la de-

Fig. 1.—A) Histograma representa
los altos porcentajes de células T
CD28-CD8+ en sangre periférica de
pacientes con rechazo renal agudo,
B) representa un aumento en los por-
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Fig. 2.—Representa los porcentajes de células T CD28-CD8+ y
CD28 + CD8+ obtenidos en sangre periférica y biopsia renal de
pacientes con rechazo renal agudo. No existen diferencias sig-
nificativas entre biopsia renal y sangre periférica.

terminacion de la expresion de CD28 en células T CD8+
nosotros realizamos un doble marcaje con anticuerpos
monoclonales anti-CD8FITC y anti-CD28TC en muestras
de sangre periférica de pacientes trasplantados de rifidn
sin rechazo agudo, pacientes con rechazo agudo y en con-
troles sanos. El estudio realizado sobre la expresion de
CD28 en células T CD8+ mostré que los pacientes tras-

plantados de rifién con rechazo renal agudo presentaban
altos porcentajes de células T CD28- CD8+ (fig. 1A), por
el contrario los controles sanos y los pacientes trasplanta-
dos de rifdén sin rechazo agudo tenfan altos porcentajes
de células T CD28+ CD8+ (fig. 1B).

Aumento de la poblacién de células T CD28-CD8+ en
biopsia renal de pacientes con rechazo renal agudo

Nosotros hemos observado que en células T CD8+ de
pacientes trasplantados de rifidn con rechazo agudo se
produce un aumento de la poblacién de células T CD28-
CD8+ en sangre periférica. Sin embargo, nosotros nos pre-
guntamos si este aumento de células T CD28-CD8+ ob-
servado a nivel sisttmico podia verse reflejado a nivel
renal. Para ello obtuvimos células T de biopsia renal (ver
«Procedimientos Experimentales») de pacientes trasplanta-
dos de rifidn con rechazo agudo, y realizamos un doble
marcaje con anticuerpos monoclonales anti-CD8FITC y
anti-CD28TC. Los resultados obtenidos nos indicaron que
en biopsia renal de pacientes con rechazo renal agudo
también se observaba un aumento de células T CD28-
CD8+, similar al observado en sangre periférica (fig. 2).

Acortamiento de la longitud de telomero en células T
CD8+ de pacientes con rechazo renal agudo

En este trabajo nosotros determinaremos la longitud de
telémero por Flow-FISH en células T CD8+ de sangre pe-
riférica en pacientes trasplantados de rifién sin rechazo renal
agudo (N = 14) y con rechazo renal agudo (N = 74) y de
controles sanos (N = 8).

Los pacientes trasplantados de rifién con rechazo agudo
mostraron un acortamiento telomérico en células T CD8+
(fig. 3A), por el contrario en pacientes trasplantados de rinén
sin rechazo renal agudo y en controles sanos no se obser-
v6 acortamiento telomérico en células T CD8+ (fig. 3B).
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Fig. 4.—Representa la longitud de telémero (kMESF) de células
T CD28 + CD8+ y CD28-CD8+ de pacientes con rechazo renal
agudo.

Para determinar si el acortamiento en la longitud de te-
[6mero observado en pacientes trasplantados de rifidn con
rechazo agudo estaba asociado al fenotipo CD28-/CD8+, la
longitud de telémero y la expresién de CD28/CD8 eran ana-
lizadas simultaneamente. Como muestra la figura 4, las cé-
lulas T CD8+ con telémero acortado de pacientes con re-
chazo renal agudo exhiben un fenotipo CD28-/CD8+, por
el contrario las células T CD8+ con telémero normal mues-
tran un fenotipo CD28+/CD8+.

Elevada produccién de IFN-g y IL-10 en plasma y orina
de pacientes con rechazo renal agudo

Nosotros realizamos un estudio sobre la produccién de
IFN-y y IL-10 en plasma y orina de pacientes trasplantados
de rifon sin rechazo renal agudo y con rechazo renal agudo
y en controles sanos. El estudio realizado en plasma de pa-
cientes sin rechazo renal agudo, con rechazo renal agudo y
en controles sanos revelé que en plasma de pacientes con
rechazo renal agudo se encontraron altas concentraciones
de IFN-y y IL-10, mientras que en los otros dos grupos de
pacientes las concentraciones de IFN-g y IL-10 no eran apre-
ciables (fig. 5A). Asimismo, se determiné la produccién de
IFN-y y IL-10 en orina de pacientes trasplantados de rifidn

sin rechazo y con rechazo, y en controles sanos. Los resul-
tados mostraron que los pacientes con rechazo renal agudo
presentaban altas concentraciones de IFN-y y IL-10 en orina
con respecto a pacientes trasplantados de rifién sin rechazo
agudo y en controles sanos (fig. 5B).

DISCUSION

La activacién mantenida de las células T CD8+ duran-
te el proceso de rechazo renal agudo puede desencade-
nar un proceso de senescencia replicativa debido a la con-
tinua exposicién a los antigenos del rifién trasplantado.

La senescencia replicativa es un proceso por el que las
células somaticas detienen su crecimiento después de un nd-
mero finito de divisiones celulares. La senescencia replica-
tiva también ha sido confirmada en células T. Como ha sido
demostrado anteriormente por otros autores y demostrado en
el presente estudio, la senescencia replicativa se asocia con
un acortamiento telomérico, pérdida de la expresion de
CD28 y produccién de citoquinas pro-inflamatorias.

En el presente estudio, nosotros determinamos la lon-
gitud de telémero en células T CD8+, la expresion de
CD28 en células T CD8+ vy la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias en plasma y orina, para observar la evi-
dencia de senescencia replicativa en células T CD8+ de
pacientes trasplantados de rifién con rechazo agudo.

Recientemente, la pérdida de expresién de la molécula
CD28 en células T ha sido utilizada como marcador feno-
tipico de senescencia replicativa. Ademas, en estudios rea-
lizados anteriormente se han demostrado que las células T
CD8+ en condiciones patoldgicas como infeccion HIV® y
en Lupus Erytomatosus Sistémico'” muestran una pérdida in-
crementada de la expresién de CD28. En este estudio no-
sotros hemos observado que los pacientes trasplantados de
rindn con rechazo agudo sufren una pérdida incrementada
de la expresién de CD28 tanto a nivel sistémico como a
nivel local, encontrandose altos porcentajes de células T
CD28-CD8+ con respecto a pacientes trasplantados de rifién
sin rechazo agudo y donantes sanos.

La determinacion de la longitud de telémero por la téc-
nica Flow-FISH nos revelé que los pacientes trasplantados
de rifdn con rechazo agudo tenian células T CD8+ con te-
I[6meros cortos que se asociaban con un fenotipo CD28-,
mientras que las células T CD8+ con telémero normal pre-
sentaban un fenotipo CD28+. Este hallazgo nos lleva a pen-
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sar que las células T CD8+ sufren una expansion clonal du-
rante el proceso de rechazo renal agudo, por el cual las cé-
lulas pierden la expresion de CD28 y al mismo tiempo acor-
tan su telémero, mientras que las células T CD8+ con
fenotipo CD28+ preservan su longitud de telémero. Asimis-
mo, este hecho nos muestra que las células T CD8+ con fe-
notipo CD28- proceden del clon CD28+, puesto que las cé-
lulas T CD28-/CD8+ células muestran una historia replicativa
distinta que las células T CD28+/CD8+. En relacién con los
datos aqui obtenidos, algunos investigadores han demostra-
do la presencia de células T CD8+ con telémeros cortos en
situaciones clinicas, como enfermedades infecciosas créni-
cas como el SIDA'®, enfermedades degenerativas como Ar-
tritis Reumatoide'® y en enfermedades autoinmunes como
Granulomatosis de Wegener?’.

Otra caracteristica de senescencia replicativa es la pro-
duccion de citoquinas pro-inflamatorias. En este estudio no-
sotros hemos observado altas concentraciones de IFN-y y IL-
10 en plasma y orina de pacientes trasplantados de rinén
que sufren rechazo agudo.

Varios autores han demostrado que las células T CD28-
CD8+ producen altas concentraciones de IL-10 y IFN-y?!-
22_ Considerando la predominancia de células T CD28-
CD8+ encontradas en pacientes trasplantados de rifién con
rechazo agudo es razonable esperar las alteraciones sig-
nificativas en la red de citoquinas durante el rechazo renal
agudo. Ademas, la produccion de citoquinas encontradas
en orina de pacientes trasplantados de rifién con rechazo
agudo muestra el dafo renal producido durante el proce-
so de rechazo agudo.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo nos
revelan que en pacientes trasplantados de rifién con recha-
zo agudo se produce una activacién mantenida de las célu-
las T CD8+ que origina la aparicién de células T CD8+ con
caracteristicas de senescencia replicativa como es el aumento
en el porcentaje de células T CD28-CD8+, el acortamiento
telomérico y la produccién de citoquinas pro-inflamatorias.
La presencia de células T CD8+ senescentes en pacientes
trasplantados de rifién con rechazo agudo puede ser un mar-
cador final como resultado de la continua replicacion de las
células T CD8+ y puede reflejar las consecuencias patofi-
siolégicas de un estado de activacién crénica.

En resumen, la presencia de células T CD8+ senescen-
tes y la produccion de citoquinas en orina en pacientes
trasplantados de rindén con rechazo agudo puede ser uti-
lizado como una herramienta para el diagnéstico precoz
del rechazo renal agudo.
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