
1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FACULTAD DE MEDICINA- ESCUELA DE GRADUADOS - UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA 

PROGRAMA PARA LA INVESTIGACIÓN BIOMÉDICA 

TESIS DE DOCTORADO 

 

 

EFECTO DE LA ACTIVACIÓN DE UN CANAL CATIÓNICO 

INMUNOREGULADOR POR UN NITROALQUENO DERIVADO 

DEL SALICILATO EN LA SOBREVIDA DE TRASPLANTES  

 

 

 

Lic. Germán Galliussi 

Laboratorio de Síntesis Orgánica y Desarrollo de Fármacos, Institut Pasteur de Montevideo 
Laboratorio de Inmunoregulación e Inflamación, Institut Pasteur de Montevideo 

 

 

  



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

2 
 

 

 

 

 

 

 

FACULTAD DE MEDICINA - ESCUELA DE GRADUADOS - UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA 

PROGRAMA PARA LA INVESTIGACIÓN BIOMÉDICA 

TESIS DE DOCTORADO 

 

EFECTO DE LA ACTIVACIÓN DE UN CANAL CATIÓNICO 

INMUNOREGULADOR POR UN NITROALQUENO DERIVADO 

DEL SALICILATO EN LA SOBREVIDA DE TRASPLANTES  

 

Estudiante: Germán Galliussi 

Directora Académica: Mercedes Segovia, MD, PhD.  

Laboratorios  

- Laboratorio de Inmunoregulación e Inflamación, Institut Pasteur de 

Montevideo 

- Laboratorio de Síntesis Orgánica y Desarrollo de Fármacos, Institut Pasteur de 
Montevideo 

 
Tribunal 

- Ana María Ferreira, PhD. 

- Mariana Seija, MD, PhD. 

- Adriana Tiscornia, MD, PhD. 

 



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

3 
 

ÍNDICE 
 

 
RESUMEN DE LA TESIS ................................................................................ 5 

INTRODUCCIÓN .......................................................................................... 7 

Trasplantes: Características generales ............................................................................. 8 

Bases y mecanismos inmunológicos de la respuesta inmune frente al alotrasplante .. 10 

Reconocimiento de aloantígenos ............................................................................ 10 

Modelo de alotrasplante de piel murino en contexto de antígenos menores ....... 12 

Activación de linfocitos T en la alorespuesta .......................................................... 14 

Regulación y mecanismos de tolerancia en el contexto del alotrasplante ............ 15 

Terapias de uso clínico para disminuir el rechazo de los trasplantes ............................ 20 

Clasificación y mecanismos de acción de las drogas inmunosupresoras ............... 21 

Anticuerpos depletantes. ........................................................................................ 22 

TMEM176B como regulador de la respuesta inmune. .................................................. 27 

Compuestos con el grupo funcional nitroalqueno como potentes fármacos 

antiinflamatorios no convencionales. ............................................................................ 31 

Desarrollo de nitroalquenos de segunda y tercera generación .............................. 34 

Hemoxigenasa-1 cumple funciones inmunomoduladoras en trasplantes ..................... 43 

HIPÓTESIS ................................................................................................. 52 

OBJETIVOS ................................................................................................ 54 

Objetivo general ............................................................................................................. 55 

Objetivos específicos ...................................................................................................... 55 

MATERIALES Y MÉTODOS ......................................................................... 56 

Animales ......................................................................................................................... 57 

Cultivo de células dendríticas derivadas de médula ósea .............................................. 57 

Modelos animales de trasplante y tratamientos ........................................................... 58 

Western blot ................................................................................................................... 58 

Expresión génica de HO-1 por qPCR ............................................................................... 59 

Análisis proteómico por espectrometría de masa. ........................................................ 60 

Marcación y análisis por citometría de flujo .................................................................. 61 

Reacción linfocitaria mixta (MLR) ................................................................................... 62 

Ensayo de proliferación de linfocitos T APC-free ........................................................... 62 



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

4 
 

Ensayo de maduración de BMDC ................................................................................... 62 

Ensayos de activación e inhibición de Akt y MAPKs ....................................................... 63 

Actividad TMEM176B in vitro ......................................................................................... 63 

Análisis estadísticos ........................................................................................................ 64 

RESULTADOS ............................................................................................ 65 

SANA prolonga la sobrevida de alotrasplantes. ............................................................. 66 

La actividad iónica de TMEM176B es activada por SANA .............................................. 68 

El efecto de SANA observado en trasplantes es dependiente de Tmem176b ............... 70 

La sobrevida del aloinjerto de piel en contexto de antígenos menores no es prolongada 

por inhibir la actividad del inflamasoma NLRP3 ............................................................. 71 

SANA induce in vitro la expresión de HO-1 en macrófagos y células dendríticas .......... 72 

SANA induce la expresión de HO-1 in vitro e in vivo en células dendríticas de manera 

parcialmente dependiente de Tmem176b. .................................................................... 74 

La regulación de la expresión de HO-1 a través de TMEM176B activado por SANA tiene 

como intermediario un mecanismo dependiente de Akt. ............................................. 76 

SANA modula la maduración de células dendríticas. ..................................................... 78 

SANA inhibe la proliferación de linfocitos T in vitro. ...................................................... 81 

El efecto inhibitorio de proliferación de linfocitos T es dependiente de HO-1 en el MLR

 ........................................................................................................................................ 83 

SANA prolonga la sobrevida y promueve a los linfocitos Tregs en el injerto de manera 

dependiente de HO-1. .................................................................................................... 84 

La combinación de SANA con un inmunosupresor específico mejora los efectos en la 

aceptación de trasplantes. ............................................................................................. 88 

DISCUSIÓN ............................................................................................... 92 

CONCLUSIONES ...................................................................................... 104 

PERSPECTIVAS ........................................................................................ 106 

AGRADECIMIENTOS................................................................................ 109 

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............................................................... 112 

ANEXO .................................................................................................... 142 

Anexo 1: Artículo publicado relacionado a esta tesis .................................................. 143 

Anexo 2: Tablas de listas de proteínas del análisis proteómico de macrófagos THP-1 

tratados con SANA (Figura 2.7A) .................................................................................. 155 

 

 



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN DE LA TESIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

6 
 

 

RESUMEN DE LA TESIS 

 

Los trasplantes de órganos y tejidos representan la solución definitiva cuando se 
produce un fallo funcional. Sin embargo, la baja disponibilidad de donantes, el rechazo 
crónico y los efectos secundarios relacionados con las altas dosis de inmunosupresores 
son un problema no resuelto en medicina, siendo un principal desafío el desarrollo de 
estrategias terapéuticas que prevengan el rechazo crónico y promuevan tolerancia a 
largo plazo. Los nitroalquenos, son compuestos con importantes propiedades 
antiinflamatorias, entre las cuales se ha descrito que inducen a Hemoxigenasa-1, 
además de que también activan canales iónicos. Como parte de estas moléculas, se ha 
sintetizado en nuestro laboratorio al ácido 5-(2-nitroetenil) salicílico (SANA), un 
nitroalqueno derivado del salicilato, el cual completó con éxito un ensayo clínico de 
Fase-I a/b para enfermedades relacionadas al metabolismo y la obesidad. Se ha 
estudiado por un lado que la inducción de Hemoxigenasa-1 promueve efectos 
inmunomoduladores en trasplantes, y por otro, estudios realizados en nuestro 
laboratorio han demostrado que el canal catiónico TMEM176B aparece como un actor 
inmunoregulador en el contexto del alotrasplante. Este canal también ejerce un papel 
inmunoregulador en otros contextos patológicos, como por ejemplo su inhibición 
farmacológica o deleción genética promueve una respuesta inmunitaria antitumoral. 
Con estos antecedentes, el objetivo de esta tesis fue el estudio del SANA como 
modulador de la alorespuesta y sus mecanismos de acción. Se realizaron experimentos 
en modelos animales de trasplante, donde el principal modelo que utilizamos consistió 
en un alotrasplante de piel en contexto de antígenos menores (se injerta piel de macho 
a hembra) donde los ratones WT o Tmem176b-/- fueron tratados diariamente con SANA 
desde el día -1 antes del trasplante hasta el día 15 después de la cirugía. Se analizó la 
sobrevida del injerto y el infiltrado de células del sistema inmunológico en el injerto de 
piel y los ganglios linfáticos drenantes. Los resultados confirmaron que el SANA prolonga 
la sobrevida de alotrasplantes y es un activador del canal iónico TMEM176B. Además, 
muestran que SANA prolonga la sobrevida del aloinjerto de manera dependiente de 
TMEM176B, mostrando un mecanismo donde la activación de TMEM176B por SANA 
aumenta la expresión de Hemoxigenasa-1 (HO-1) en células dendríticas tanto in vitro 
como in vivo, siendo dependiente de la fosforilación de AKT. En injertos de piel de 
ratones tratados con SANA, se ha observado un incremento de células T reguladoras 
(Tregs) CD4+ FoxP3+ dependiente de HO-1, además que la combinación de SANA con el 
anti-CD3 (Fab) (anticuerpo inmunosupresor) potencia el efecto in vivo a nivel de la 
sobrevida e incremento de Tregs en el aloinjerto. En suma, la activación farmacológica 
de TMEM176B con SANA promueve la inducción de HO-1 que modula la alorespuesta y 
prolonga la sobrevida del injerto. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Trasplantes: Características generales 

 

Los trasplantes de órganos y tejidos son procedimientos muy aplicados en la clínica 

cuando un paciente presenta una falla orgánica funcional irreversible. En la actualidad, 

más allá de los avances científicos que se están realizando en búsqueda de otras 

soluciones, el trasplante continúa siendo la solución definitiva. Para ello, es necesario 

encontrar un donante compatible para realizar la intervención.  Los trasplantes 

consisten en un procedimiento quirúrgico en el cual se extrae del donante el 

órgano/tejido a trasplantar, implantándolo en el individuo receptor. Dependiendo del 

tipo de órgano a trasplantar, el donante puede ser un individuo vivo (ejemplo: trasplante 

renal) o no vivo cuando el órgano es imprescindible para las funciones vitales (ejemplo: 

trasplante de corazón). 

El éxito del trasplante depende de muchas variables, destacando en lo biológico la 

compatibilidad entre donante y receptor, y el manejo de las complicaciones post 

trasplante (1). 

Los trasplantes para el tratamiento de enfermedades humanas han ido aumentando 

durante los últimos 60 años, siendo el trasplante de células hematopoyéticas, riñón, 

hígado y corazón los más comunes que se realizan en la práctica clínica (2–5). Otros 

trasplantes como el de pulmón y páncreas, si bien son más complejos, se han vuelto más 

frecuentes (6–9). Si bien aún se encuentran en fase de estudio, algunos centros de salud 

ya están realizando trasplantes de mano y cara (10), además que se está avanzando en 

la realización de trasplantes de otros órganos y tejidos. En relación a esto, 

recientemente se han realizado trasplantes de corazón que utilizaron como donantes 

cerdos modificados genéticamente, con el objetivo de atender la problemática de la 

disponibilidad de donantes llevando lo que sería un xenotrasplante hacia algo con mayor 

similitud a un alotrasplante (11,12). Las terapias basadas en células madre también son 

una estrategia que se está investigando para afrontar este problema, donde se ha 

publicado recientemente un estudio en pacientes con diabetes tipo I, mostrando 

resultados favorables en la restitución de la funcionalidad de los islotes pancreáticos 

(13).   

Como referencia de la dimensión que tienen estos procedimientos, solo en Estados 

Unidos se realizan actualmente 40.000 trasplantes de riñón, corazón, pulmón, páncreas 

e intestino por año (12 trasplantes/100.000 habitantes) datos de United Network for 

Organ Sharing; https:// unos.org/data/transplant) y según datos del Observatorio Global 

de Donación y Trasplante (sigla en inglés, GODT: http://www.transplant-

http://www.transplant-observatory.org/export-database/
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observatory.org/export-database/). En Uruguay se trasplantaron durante el año 2024 a 

170 pacientes (5 trasplantes/100.000 habitantes), siendo el trasplante renal el más 

realizado (138 pacientes). En nuestro país, toda la información sobre trasplantes y la 

coordinación con los distintos centros asistenciales es organizada en el Instituto 

Nacional de Donación y Trasplante (INDT), ubicado en el Hospital de Clínicas Dr. Manuel 

Quintela (https://www.indt.gub.uy/).  

Los trasplantes son categorizados de acuerdo a la variabilidad genética que existe entre 

donante y receptor, lo que determina la compatibilidad entre ambos (14). De esta 

manera, los tipos de trasplantes pueden ser: 

▪ Autotrasplante: El tejido se extrae y se implanta en el mismo individuo. La 

probabilidad de rechazo es prácticamente nula (Ejemplo: injertos de piel) 

▪ Singénico: Donante y receptor son individuos distintos, pero de la misma especie 

e idénticos genéticamente. En la especie humana, este caso aplica únicamente a 

hermanos gemelos idénticos. La probabilidad de rechazo es casi nula. 

▪ Alogénico: Donante y receptor son de la misma especie, pero distintos 

genéticamente. La probabilidad de rechazo es alta. 

▪ Xenogénico: Donante y receptor son de diferente especie. La probabilidad de 

rechazo es muy alta. 

En humanos, la situación más frecuente es la realización de trasplantes de órganos 

sólidos alogénicos, debido a que en general es de un individuo a otro que tienen 

polimorfismos genéticos, volviendo al injerto susceptible de ser rechazado. Por este 

motivo, es importante determinar la compatibilidad entre el donante y el receptor, para 

la cual existen pautas bien establecidas (que no desarrollaremos debido a que no es el 

foco de este trabajo). 

Dada la complejidad de disponibilidad de donantes y las extensas listas de espera, varios 

países en el mundo han implantado medidas políticas para paliar esta problemática (15). 

Sin embargo, los trasplantes continúan siendo un desafío para la medicina, debido a que 

luego de conseguir donante y hacer la intervención, la etapa postrasplante tiene sus 

complicaciones propias desde un punto de vista biológico y terapéutico. A los efectos 

de esta tesis de doctorado, me interesa resaltar que el rechazo de los trasplantes es un 

problema principal debido a que afecta a la calidad de vida del paciente y su entorno, 

además de generar altos costos al sistema de salud.  

Se definen distintos tipos de rechazo de un órgano/tejido de acuerdo con el tiempo en 

que ocurre luego del trasplante y el tipo de respuesta inmune involucrada (16): 

▪ Rechazo Hiperagudo: Sucede en cuestión de minutos inmediatos al trasplante, 

explicado entre otras posibles causas durante el procedimiento, por la presencia 

de anticuerpos e inmunidad prestablecida en el receptor que desencadena una 

respuesta inmediata contra el injerto (Ejemplo: incompatibilidad de grupos 

sanguíneos ABO).  

▪ Rechazo agudo: Sucede en el orden de días y meses posteriores al trasplante y 

se debe, principalmente, a la generación de una respuesta inmune del receptor 

contra el injerto, a causa de la incompatibilidad genética entre donante y 

http://www.transplant-observatory.org/export-database/
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receptor. Dicha respuesta es desencadenada por aloantígenos expresados en el 

órgano proveniente del donante. 

▪ Rechazo crónico: Ocurre bastante tiempo después del trasplante en el orden de 

años. Consiste en una respuesta inmune a bajo grado que implica una lenta y 

progresiva pérdida de funcionalidad del órgano trasplantado, hasta que 

finalmente pierde completamente su función y viabilidad. 

Los rechazos agudos e hiperagudos (los cuales no serán objeto de desarrollo en este 

trabajo), se pueden evitar mediante estudios previos de compatibilidad donante-

receptor y con tratamientos postrasplante basados en drogas inmunosupresoras, en las 

cuales se profundizará más adelante. El manejo terapéutico que evite el rechazo crónico 

de los trasplantes continúa siendo una necesidad médica insatisfecha. 

En ese sentido, es importante profundizar en el conocimiento de las vías celulares y 

moleculares implicadas en el rechazo del injerto, en parte porque es necesario encontrar 

nuevas dianas terapéuticas para eventualmente desarrollar estrategias para su 

modulación farmacológica.  Este trabajo se enmarca en ese concepto, por lo que a 

continuación describiremos los mecanismos inmunológicos principales de la 

alorespuesta. 

Bases y mecanismos inmunológicos de la respuesta inmune frente al 

alotrasplante 

De una manera global se podría decir que la respuesta inmunológica que media el 

rechazo de trasplantes es similar a la que ocurre con infecciones de microorganismos 

patógenos, debido a que se reconocen antígenos extraños (o no propios). Si bien la 

inmunidad innata y adaptativa juegan un papel fundamental en el rechazo de órganos, 

nos focalizaremos en la respuesta adaptativa debido a que es la que toma relevancia en 

nuestro trabajo.  

Reconocimiento de aloantígenos 

Un paso crítico para desencadenar la respuesta del sistema inmune del receptor 

(alorespuesta), es el reconocimiento del antígeno proveniente del donante 

(aloantígeno) por el sistema inmune adaptativo del receptor. Se reconocen tres tipos de 

mecanismos de reconocimiento de aloantígenos por los linfocitos T aloreactivos del 

receptor: aloreconocimiento Directo, indirecto y semidirecto (17,18) (Figura 1.1). 
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En el mecanismo de reconocimiento directo, los linfocitos T del receptor reconocen 

aloantígenos presentados por leucocitos del donante. Estos leucocitos como por 

ejemplo las células dendríticas, son capaces de migrar a través de la linfa hacia ganglios 

regionales cercanos al sitio del trasplante (1,19). Este fenómeno ocurre en etapas 

tempranas postrasplante y puede iniciar una respuesta inmune inflamatoria que lleva 

rápidamente a un rechazo agudo (20). A diferencia de la respuesta convencional, se ha 

visto que hay una alta frecuencia (entre 1 y 10%) de células T que pueden reconocer 

aloantígenos en forma directa (21–24). El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) 

es el principal aloantígeno que puede ser reconocido por los linfocitos T y desencadenar 

una respuesta inmune deletérea hacia el tejido trasplantado. En el caso del 

reconocimiento directo, las células T del receptor reconocen MHC extraño proveniente 

del donante sin haber tenido ningún tipo de procesamiento. La explicación de que 

linfocitos T puedan reconocer un MHC extraño sin procesar es compleja y puede ser 

variada. La alta frecuencia de células T mencionada anteriormente puede ser una de las 

posibles explicaciones, donde las moléculas de MHC extraño (sin importar con que 

péptido esté acomplejado) no estaban presentes en el proceso de selección negativa en 

el receptor (25), dando lugar a un alto repertorio que pueda reconocerlas (23,26). Otra 

explicación puede ser el mimetismo molecular, siendo el alopéptido el que toma un 

papel protagónico, haciendo que el complejo péptido-MHC se parezca mucho a un 

complejo péptido extraño-MHC propio (27–29), mecanismo propuesto también en el 

contexto de autoinmunidad. El aloreconocimiento directo puede llevar a activar células 

T CD4+ y CD8+ (Figura 1.1A).  

Figura 1.1. Mecanismos de reconocimiento de 

aloantígenos. A) Reconocimiento directo: linfocitos T 

CD4+/CD8+ reconocen moléculas de MHC-II/I en 

células presentadoras de antígenos (del inglés APC) 

provenientes del donante. B) Reconocimiento 

indirecto: los aloantígenos provenientes del donante, 

incluyendo a las propias moléculas MHC-II, son 

procesados por APCs del receptor y se presentan sus 

péptidos en moléculas de MHC-II propias para ser 

reconocidos por las células T. C) Reconocimiento 

semidirecto: Las células dendríticas del donante 

pueden trasferir aloantígenos por diferentes 

mecanismos (vesículas, contacto célula-célula) a una 

célula dendrítica del receptor para que esta lo 

presente y sea reconocido por células T. Tomado de 

Siu 2018 Frontier Immun. 
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El reconocimiento indirecto consiste en que aloantígenos provenientes del donante 

como el MHC, pueden ser procesados por células presentadoras (APC) del receptor y 

presentarse como péptidos en MHC de clase II del receptor, desencadenando la 

activación de células T CD4+ (30). Si bien se conoce que mediante este mecanismo 

indirecto se activan T CD4+, algunos estudios muestran que también pueden activarse 

células T CD8+ mediante presentación cruzada de péptidos derivados del donante 

presentados en MHC de clase I por APCs del receptor (31). Este mecanismo de 

reconocimiento de aloantígenos está asociado a una respuesta más prolongada, la cual 

se ha asociado al rechazo crónico (32). Por otro lado, se lo asocia a respuestas 

desencadenadas por antígenos menores (mH) que usualmente son péptidos derivados 

de proteínas que muestran cierto grado de polimorfismo (33) (Figura 1.1 B). 

Además del reconocimiento directo e indirecto de aloantígenos existe un mecanismo de 

reconocimiento semidirecto. Los leucocitos tienen la capacidad de intercambiar 

moléculas como ARN y proteínas mediante contacto célula-célula, liberación de 

vesículas endosomales y/o mediante nanotubos intercelulares (34–36). En trasplantes 

de órganos sólidos y médula ósea se transfieren moléculas de MHC de clase I y II entre 

células dendríticas de donante y receptor (36–38), adquiriendo las células proteínas de 

MHC alogénicas que activan a los linfocitos T (39–41). Si bien hay evidencias 

experimentales in vitro que sostienen esta transferencia de aloantígenos entre células, 

aún no están claros los mecanismos específicos de este reconocimiento y cómo esto 

incide en el rechazo (Figura 1.1 C). 

Se ha mencionado que las moléculas de MHC son los antígenos más importantes en la 

respuesta inmune a trasplantes, pero además existe una variedad de proteínas llamadas 

antígenos menores, las cuales son capaces de desencadenar respuestas de rechazo y 

activar linfocitos T aloreactivos (33,42–44). Existen tres tipos de antígenos menores de 

acuerdo al sitio del que derivan: 1) antígenos menores derivados de variantes alélicas 

de proteínas polimórficas, 2) codificados por genes localizados en el cromosoma Y 

(importante en modelos de antígenos menores de acuerdo al sexo) y 3) proteínas 

ausentes en el receptor, pero no en el donante (45). Muchos péptidos derivados de este 

tipo de proteínas mencionadas pueden ser reconocidos por linfocitos T aloreactivos 

CD4+ y CD8+ del receptor, pudiendo ser procesadas previamente por APCs del donante 

y/o receptor para su presentación en forma directa o indirecta (46–49).  

Teniendo en cuenta la forma en que se reconocen los aloantígenos y cómo repercute 

esto en la sobrevida de los trasplantes, a continuación, desarrollaremos el modelo 

experimental de trasplantes que utilizaremos durante nuestros estudios doctorales.  

Modelo de alotrasplante de piel murino en contexto de antígenos menores  

En este trabajo se utilizará como modelo experimental de estudio el alotrasplante de 

piel en ratones. Para nuestros estudios realizaremos trasplante de piel en contexto de 

antígenos menores, el cual representa y se aproxima a la situación de un trasplante 

alogénico HLA idéntico en humanos, donde se logra encontrar un donante con alta 

compatibilidad de antígenos mayores (HLA) pero la alorespuesta y el rechazo puede 
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suscitarse por los antígenos menores (33,44). Por otro lado, este modelo tiene la ventaja 

técnica de ser una cirugía sencilla y se pueden estudiar diferentes tipos de 

compatibilidad dependiendo de las características genéticas de los ratones donantes y 

receptores que se utilicen.  

El trasplante de piel con incompatibilidad de antígenos menores realizado en este 

trabajo utiliza ratones de la cepa C57BL/6, donde el sexo del donante es macho y el 

receptor es hembra.  

El modelo murino de alotrasplante de piel utilizado en este trabajo, consiste 

técnicamente en colectar piel de la cola del donante macho e implantarla mediante 

sutura quirúrgica en la región subescapular de la hembra receptora. Debido a que 

donante y receptor son de la misma cepa (C57BL/6), los antígenos mayores aportados 

por las moléculas de MHC son altamente compatibles, no así los antígenos menores 

dado que donante y receptor son de sexo diferente, desencadenándose la respuesta 

alogénica por antígenos derivados del donante macho (H-Y), estableciéndose un 

contexto de incompatibilidad menor.  

Estos antígenos menores H-Y del ratón macho, consisten en péptidos derivados de 

proteínas codificadas por los genes del cromosoma Y, a las cuales el sistema inmune 

dirigirá la respuesta. La expresión de estos es ubicua y pueden encontrarse en diversos 

tejidos como la piel, testículos, pulmón, riñón, páncreas, hígado, cerebro y timo (50). Se 

expresan en la superficie celular formando complejos con las moléculas de MHC de clase 

I y II, pudiendo ser reconocidos por los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente (46).  

En los ratones, la magnitud de la respuesta inmune contra los antígenos del macho varía, 

dependiendo del haplotipo del MHC. El antígeno H2b presente en la cepa C57BL/6 

desencadena una respuesta especialmente fuerte, particularmente por parte de los 

linfocitos T CD8 y restringidas al locus Db, siendo los epítopos H2Db Uty y Smcy los que 

desencadenan las respuestas más fuertes. El gen uty codifica el epítopo WMHHNMLDI 

o Uty, mientras en humanos, el péptido UTY corresponde al péptido homólogo asociado 

a las moléculas HLA-B60 y HLA-B8 (MHC-I). El péptido KCSRNRQYL o Smcy está contenido 

en una proteína codificada por el gen smcy, donde en humanos su péptido homólogo se 

asocia con las moléculas HLA-A2 y HLA-B7 (MHC-I) (46).  

En los modelos de aloinjerto de piel murina, la respuesta H2Db está bien caracterizada y 

se ha demostrado que, sin mediar ningún tratamiento, las hembras rechazan la piel del 

macho, aproximadamente 25 días después del injerto. Si se añade un segundo injerto, 

el rechazo ocurre, en promedio, 15 días después (47,51). La respuesta T CD8 específica 

del antígeno es máxima alrededor de dos semanas postrasplante y sería la responsable 

del rechazo, aunque es necesaria la intervención de los linfocitos T CD4 cooperadores 

(47,52).  

Los linfocitos T son el componente celular crítico en la alorespuesta (53) y cuando estos 

reconocen a los aloantígenos, se activan, proliferan y se diferencian para cumplir 

funciones efectoras contra el órgano trasplantado (54–57). Este proceso es similar al 

que ocurre en las respuestas inmunes descritas frente a patógenos microbianos. 
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Activación de linfocitos T en la alorespuesta 

De manera global, la activación de los linfocitos T requiere que ocurran tres señales: el 

reconocimiento de aloantígenos a través de la unión del complejo MHC-péptido de las 

APCs y el TCR (Señal 1); una señal de coestimulación (Señal 2) y la producción de 

citoquinas (señal 3).  

En el caso del alotrasplante, la señal 1, , puede ocurrir a través de los mecanismos de 

aloreconocimiento explicados anteriormente. Muchos órganos contienen APCs 

residentes como células dendríticas que al ser trasplantados pueden llevarlas consigo y 

luego en el hospedero logran migrar hacia el ganglio, presentando moléculas de MHC 

de clase I y II a linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente (reconocimiento directo). Por 

otro lado, APCs del receptor pueden migrar hacia el tejido trasplantado y captar 

aloantígenos que serán procesados y presentados, transportándolos nuevamente al 

ganglio drenante para que sean reconocidos por las células T (reconocimiento indirecto). 

Una vez que los linfocitos T reconocen a los aloantígenos, pueden activarse, permitiendo 

que estos proliferen y desencadenen una respuesta que finaliza con el rechazo del 

órgano trasplantado (54–57). Las células T vírgenes CD4+ y CD8+ al activarse pueden 

diferenciarse a T cooperadoras o citotóxicas respectivamente. Además, la señal 2 de 

coestimulación es necesaria e importante junto al reconocimiento del aloantígeno para 

su activación, siendo relevante la expresión de moléculas coestimuladoras en las APC 

como CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2). Estas son reconocidas por el receptor CD28 que se 

expresa constitutivamente en las células T CD4+ y CD8+. Una vez que suceden las dos 

señales, se inducen cascadas de señalización que promueven la producción de 

interleuquina IL-2, expansión clonal y generación de células T efectoras (58,59). Además, 

se han descrito otras moléculas coestimuladoras en las células T relacionadas al CD28 

que involucran a las vías ICOS-B7h y PD-1 con PD-L1/PD-L2 (60). En el caso de ICOS es 

una molécula coestimuladora positiva, mientras que PD-1 - PD-L1/PD-L2 consiste en una 

vía coestimuladora negativa importante para mantener la autotolerancia (60). Otra 

proteína importante con función coestimuladora inhibitoria es CTLA-4 (CD152), 

expresada en células T activadas y T reguladoras (Tregs) perteneciente a la familia de 

CD28, la cual interacciona con CD80/86 (B7-1/2) de las APCs (61,62). Los miembros de 

la familia de los receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR) son otras moléculas 

coestimuladoras descritas capaces de activar células T. De estas, destacamos la 

interacción CD40 (expresado en APCs) con CD154 (CD40L, expresado en células T) 

(63,64). Estas vías de señales coestimuladoras son puntos de control inmunológico 

cuando son bloqueadas o reguladas, permitiendo inducir mecanismos de tolerancia 

(65,66). 

Por último y como ya mencionamos, para una óptima generación de linfocitos T 

efectores y de memoria se requiere una señal 3 que complemente a la señal 1 y 2 (67). 

Dos ejemplos claros de terceras señales que potencian respuestas T-CD8 son la 

cooperación de las células T-CD4 y la presencia de citoquinas inflamatorias (68). El papel 

de los linfocitos T-CD4 para la activación de los T-CD8 es dependiente del estímulo 

antigénico, donde en una inflamación limitada, la activación de los T-CD8 depende 

críticamente de la cooperación de los CD4 para desencadenar una respuesta inmune 
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primaria (69–71). Contrariamente, en infecciones por patógenos los niveles de 

inflamación son altos, no requiriendo la cooperación de los T-CD4 (72,73). En cambio, la 

generación de linfocitos T-CD8 de memoria en un contexto de infección sí depende de 

la cooperación de los T-CD4 a partir de la activación inicial de los CD8 (74–76).  

Los mecanismos más relevantes descritos por los cuales las células T-CD4 ayudan a 

activar a las CD8 son la señalización CD40-CD154 y la producción de interleuquina 2 (IL-

2), tanto en el desarrollo de linfocitos efectores y de memoria (67,72,73,77–82). En 

contextos de alotrasplantes, la generación de respuestas aloreactivas primarias y de 

memoria por parte de linfocitos T-CD8 sucede en ausencia de la ayuda T-CD4, aunque 

en términos de frecuencia y funcionalidad, una óptima alorespuesta requiere de la 

cooperación de los T-CD4 (81–83). La producción de citoquinas proinflamatorias es 

también una tercera señal (68), conociéndose mediante estudios in vitro que la IL-12 y 

el interferón de tipo I (IFN) son capaces de generar respuestas T-CD8 (84–86). En 

trasplantes, se ha evaluado in vivo el papel del IFN tipo I en la alorespuesta y el rechazo 

de trasplantes de piel de incompatibilidad menor y mayor, donde se reportó que este 

no es crítico en el rechazo agudo ni en la generación de células T-CD8 de memoria (87). 

En este sentido, los estudios indican que el entorno inflamatorio en el cual se activan los 

linfocitos T determinará el destino final de estas células y existen terceras señales 

redundantes en la generación de alorespuesta por células T aloreactivas (87–89).    

Una vez que los linfocitos T son activados, las células T cooperadoras CD4+ efectoras son 

capaces de producir citoquinas proinflamatorias, provocando daño al tejido 

trasplantado mediante inflamación mediada por citoquinas. En cambio, las T CD8+ que 

reconocen aloantígenos de forma directa o indirecta se diferencian a células citotóxicas 

(CTLs) que actúan sobre las células del tejido trasplantado para su destrucción.  

Las células T cooperadoras son también capaces de activar linfocitos B vírgenes 

convirtiéndolos en aloreactivos (90,91). Esto lleva a que se produzcan aloanticuerpos 

que reaccionan con aloantígenos, más frecuentemente con moléculas de MHC del 

donante, tanto de clase I o clase II. Los aloanticuerpos pueden desencadenar una 

respuesta contra el trasplante similar a la que ocurre en infecciones, activando el 

sistema complemento y a células como macrófagos, neutrófilos y Natural Killers (NK) 

(92).  

Como ya se ha comentado, el mayor desafío es evitar que ocurra el rechazo. Para esto 

uno de los mayores objetivos en esta área de estudio es lograr una tolerancia específica 

de antígeno o generar mecanismos de regulación de la respuesta inmune contra los 

aloantígenos.  Dado que algunos de estos mecanismos son de relevancia en este trabajo 

de tesis, pasaremos a desarrollarlos además de contextualizarlos dentro de diferentes 

estrategias para lograr una inmunomodulación. 

Regulación y mecanismos de tolerancia en el contexto del alotrasplante 

Anteriormente describimos como se activa y desencadena la respuesta inmune que 

lleva al rechazo de trasplantes, consecuencia que se pretende evitar. Para esto, es 
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deseable que se desencadenen mecanismos de tolerancia que logren regular la 

alorespuesta, activando mecanismos regulatorios. 

La tolerancia inmunológica se define como la serie de mecanismos activos que evitan 

una respuesta efectora contra un antígeno, sin perjuicio de las respuestas inmunes 

contra otros antígenos. Los antígenos capaces de desarrollar tolerancia inmune se los 

denomina tolerogénicos, contrario a los que inducen respuestas inmunes que son 

inmunogénicos. Específicamente en la inmunología de trasplantes, la tolerancia se 

define como los mecanismos activos que evitan una respuesta inmune efectora contra 

los aloantígenos, implicando la protección del mismo.  No obstante, las respuestas frente 

a otros antígenos no propios continúan ejerciéndose y se preservan. Clínicamente, esto 

se manifiesta en la ausencia de rechazo agudo y crónico del órgano/tejido injertado 

manteniéndose su funcionalidad. 

El principal mecanismo de tolerancia de un organismo en homeostasis es la tolerancia 

frente a antígenos propios, denominada autotolerancia, que en definitiva tiene como 

objetivo evitar fenómenos autoinmunes. Para esto, los linfocitos, como principales 

actores de la inmunidad adaptativa, deben pasar un filtro en los órganos linfoides, 

siendo seleccionados dependiendo de la fuerza con la que reconocen antígenos propios. 

Los mecanismos de tolerancia eliminan entonces linfocitos que expresen receptores con 

alta afinidad hacia estos antígenos, pudiendo ocurrir esto en órganos linfoides primarios 

(tolerancia central) o bien en tejidos periféricos y órganos linfoides secundarios 

(tolerancia periférica). La comprensión de estos mecanismos ayuda para el desarrollo de 

herramientas que permitan manipular el sistema inmune para prevenir el rechazo de los 

trasplantes, además de contribuir en el desarrollo de terapias para otras patologías 

como las enfermedades autoinmunes, infecciones y cáncer. 

Como se ha mencionado anteriormente, la tolerancia central ocurre en órganos 

linfoides primarios. En lo que respecta al desarrollo de tolerancia de los linfocitos T, este 

proceso ocurre principalmente en el timo, donde sucede la maduración de estas células 

con el objetivo de eliminar los clones de células T autorreactivas. El primer proceso es la 

selección positiva, la cual ocurre en la corteza tímica donde las células epiteliales aquí 

presentes expresan complejos MHC-péptido a los timocitos (linfocitos T en desarrollo), 

sobreviviendo únicamente aquellos timocitos que son capaces de reconocerlos,  etapa 

en la que además se define si expresará CD4 o CD8. Una segunda etapa es la selección 

negativa, en la cual el objetivo ya es eliminar los clones de linfocitos T que tengan un 

TCR con alta afinidad por antígenos propios (93). Esta ocurre en la médula tímica en un 

trabajo coordinado entre mTEC (células epiteliales medulares tímicas) y células 

dendríticas. Las mTEC mencionadas expresan y presentan un amplio repertorio de 

antígenos propios derivados de proteínas circulantes o asociadas a células del 

organismo, presentes en los tejidos periféricos.  Esta expresión ectópica de antígenos 

propios es controlada por el gen AIRE (del inglés “AutoImmune REgulator”) (94), aunque 

recientemente se describió que puede ser independientes de este gen (95). El gen AIRE 

puede sufrir mutaciones que causan una enfermedad autoinmune llamada Síndrome 

Autoinmune Poliendrócrino tipo 1 (sigla en inglés, APS1), en la cual se afectan varios 

órganos endócrinos como las paratiroides, glándulas adrenales, islotes pancreáticos, así 
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como la piel y otros tejidos (96). Cuando los linfocitos T cuyo TCR reconoce con alta 

afinidad a los antígenos propios presentados por las células medulares, se desencadena 

la señalización mitocondrial para conducir a la apoptosis, eliminando así a estos 

linfocitos autorreactivos. Por otro lado, las células que pasaron con éxito el proceso de 

selección, abandonan el timo hacia la circulación periférica como linfocitos T maduros. 

Sin embargo, no todas las células T que reconocen antígenos propios son eliminadas. 

Algunas se diferencian a Tregs específicas para el antígeno propio que reconocieron y 

también abandonan el timo para ejercer funciones reguladoras en la periferia. Del total 

de las células autorreactivas que se generan en el timo, entre el 25 y 40 % logran   

escapar a los tejidos periféricos y para ello el sistema inmune tiene previsto otros 

mecanismos de tolerancia que se llevan a cabo en la periferia (97). 

La tolerancia periférica ocurre en tejidos periféricos y en los órganos linfoides 

secundarios. A través de mucha evidencia recopilada durante décadas, se ha podido 

demostrar que los mecanismos de tolerancia periférica en alotrasplantes son similares 

a los que ocurren para los antígenos propios (98). La tolerancia es deseable para los 

trasplantes debido a que es específica de antígeno y evitaría efectos asociados a una 

inmunosupresión inespecífica (99). La importancia de comprender los mecanismos 

moleculares y celulares involucrados en la génesis de la tolerancia a aloantígenos podría 

ayudar a solucionar el rechazo crónico del órgano trasplantado y la pérdida del mismo, 

a diferencia de las estrategias terapéuticas actuales, que son más eficaces en prevenir y 

revertir el rechazo agudo. En la inducción de tolerancia periférica se destacan 

principalmente tres mecanismos: la inducción de anergia, deleción de linfocitos T 

aloreactivos y regulación por Tregs. Los dos primeros serán desarrollados brevemente y 

luego, desarrollaremos más profundamente el último, ya que es el mecanismo más 

involucrado en nuestro trabajo. 

La inducción de anergia (o inactivación funcional) se trata de un proceso en los que una 

proporción de linfocitos T aloreactivos quedan viables sin capacidad funcional de 

respuesta (64,100). Estas células son incapaces de desencadenar la señalización después 

del reconocimiento del antígeno por el TCR, producen muy bajos niveles de IL-2 y no 

pueden proliferar (101–103). En este sentido, el bloqueo de la coestimulación (señal 2) 

de las células T logra inducir mecanismos de tolerancia en modelos de trasplantes 

murinos y primates no humanos (65,66,104). Esto se basa en los mecanismos que se 

desencadenan al abortarse la activación por ausencia de coestimulación después que 

ocurre el reconocimiento del antígeno por el TCR, como por ejemplo la producción de 

IL-2 que se ve impedida por la disminución de la actividad de las vías de señalización de 

las MAPK (del inglés, Mitogen-activated protein kinase) y de AP-1 (105). En modelos 

murinos de trasplante de piel y órganos sólidos se han estudiado dos principales puntos 

de bloqueo de coestimulación que son a nivel de las interacciones CD28-CTLA-4 y 

CD154-CD40, mediante el tratamiento con la molécula de CTLA-4 fusionada con la 

región Fc de IgG (CTLA-4-Ig) y con anticuerpos anti-CD154 mAb o CD40 mAb, 

respectivamente (106–109). También se están evaluando en trasplantes el bloqueo de 

otras señales de coestimulación como ICOS, CD134, CD137 y CD27 (60). 
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Un ejemplo de un inhibidor de la coestimulación que ha tenido resultados prometedores 

en ensayos clínicos de pacientes receptores de trasplantes renales es el belatacept, un 

antagonista de CD28 que compite con este uniéndose con alta avidez a CD80/86 (110–

113). El tratamiento con este inhibidor de la coestimulación ha logrado prolongar la 

sobrevida con una mejor función renal en los pacientes trasplantados que recibieron 

belatacept respecto a los tratados con ciclosporina (110,111).  

La deleción o eliminación clonal de las células T es uno de los mecanismos fisiológicos 

más importantes de regulación de la respuesta inmune. Esta eliminación de linfocitos T 

puede ser a través de vías que desencadenan muerte celular de forma activa o pasiva 

(114,115). Un ejemplo de muerte celular activa es la muerte inducida por activación (del 

inglés, AICD), la cual ocurre cuando una célula T recibe varias señales a través del TCR, 

sucesivos ciclos de división (116) y altos niveles de factores de crecimiento como IL-2 

(117), sumando una segunda señal a través de receptores de muerte que inducen 

apoptosis como Fas (CD95) o receptores de TNF (118–120). En cambio, la muerte celular 

pasiva consiste en estímulos externos como estrés extracelular, deprivación de 

nutrientes y/o factores de crecimiento, acción de drogas citotóxicas o irradiación. Este 

tipo de muerte celular pasiva es regulada por proteínas promotoras de la sobrevida 

celular de la familia de las Bcl-2 (121). Se ha visto en modelos de alotrasplante cardíaco 

y de médula ósea que al sobreexpresar a Bcl-xL (miembro de la familia Bcl-2) no se 

induce la tolerancia por bloqueo de coestimulación CD28-CD80/86 o CD40-CD154 y los 

trasplantes son rechazados (115,122).  

Además de la deleción y la anergia como mecanismos inmunoreguladores de la 

alorespuesta, se conoce que los linfocitos T reguladores (Tregs) participan activamente 

en la regulación inmune y en la inducción de tolerancia en trasplantes (123).  

Las Tregs son una proporción de entre el 5 al 15% del total de células T de la sangre 

circulante y se clasifican en dos principales grupos dependiendo del lugar donde se 

generan, ya sea en el timo (denominados Tregs naturales, nTregs) o en la periferia (Tregs 

inducidos, iTregs) (123). La mayoría de las Tregs presentes en el bazo y ganglios linfáticos 

son nTregs derivadas del timo, mientras en la lámina propia, tejidos tipo linfoides del 

intestino y en el resto de los tejidos del organismo la mayoría son iTregs generadas a 

partir de células T vírgenes a causa de una respuesta inmune desencadenada (124,125).  

Estas células son esenciales en el sistema inmune para mantener la homeostasis y evitar 

respuestas autoinmunes hacia antígenos propios mediate la supresión de células T 

efectoras y la funcionalidad de las APCs (126,127).  

En el ratón, las nTregs se caracterizan fenotípicamente por expresar el factor de 

transcripción FoxP3. En los modelos murinos, las Tregs que están presentes en tejidos 

trasplantados y tejidos linfoides periféricos son los linfocitos T reguladores CD4+ FOXP3+ 

CD25+ (128,129). En el humano, FoxP3 se expresa en los Tregs activados, en los Tregs 

vírgenes y en las células T efectoras. En este caso, las células T reguladoras activadas se 

identifican por ser CD45RA- con alta expresión de FoxP3 (FoxP3high) y baja para CD127 

(CD127low) (130).  
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En un contexto de homeostasis, las Tregs pueden suprimir la respuesta inmune por 

diferentes mecanismos a nivel de la inmunidad innata o adaptativa para prevenir 

autoinmunidad y regular la homeostasis.  

Los mecanismos funcionales por los cuales las Tregs regulan la respuesta inmune puede 

ser tanto a nivel de las células presentadoras, linfocitos B, células Natural Killer (NK), 

directamente sobre los linfocitos T efectores o por liberación de citoquinas 

antiinflamatorias/supresoras (Figura 1.2).  

Uno de los mecanismos funcionales de las Tregs es la secreción de citoquinas que 

suprimen y modulan la respuesta inmune, siendo las más importantes TGF-β e IL-10. En 

el caso de TGF-β, esta citoquina inhibe el metabolismo, la activación y la proliferación 

de las células NK (131), induce apoptosis de células T CD4+, deja incompetentes a la T 

CD8+ efectoras (132) y promueve la conversión de células dendríticas y macrófagos a 

fenotipos inmunosupresores (133,134). Por otro lado, la IL-10 inhibe la actividad 

Figura 1.2. Mecanismos funcionales de las Tregs. Las Tregs actúan de forma directa e indirecta sobre 

distintas células del sistema inmune. En primer lugar, son células que pueden secretar citoquinas y 

factores solubles que modulan a otras células, como por ejemplo TGF-, IL-10, IL-35, etc. También son 

capaces de secretar exosomas con miARN hacia otras células, además de liberar granzimas y perforinas 

que promueven apoptosis en células T efectoras. Las Tregs al tener alta expresión de CD25, logran 

secuestrar IL-2 dejando sin disponibilidad a las Teff y las NK, impidiendo la proliferación. Pueden afectar 

la función de los linfocitos B por la interacción PD-1/PD-L1 y a las DCs por PD-1/PD-L1 y CTLA-4/CD80-

86. En las DCs, al bloquear las moléculas coestimuladoras, se induce la acción de IDO produciendo 

quinurenina que inhibe a las Teff. La expresión de CD39 en las Tregs convierte ATP a ADP incrementando 

niveles de adenosina que afecta a la proliferación de Teff. Las Tregs promueven la diferenciación de 

macrófagos a un fenotipo M2 previniendo que lo hagan a M1. Estas células también pueden inhibir 

secreción de citoquinas de las ILC2 vía interacción ICOS/ICOSL. Tomado de Lu et al, 2021, Transplant 

Immun. 
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efectora de las Th17 (135), disminuye la capacidad de presentación de antígenos de las 

células dendríticas y la secreción de factores proinflamatorios (136). Las células Tregs 

también ejercen su función reguladora mediante contacto con otras células, siendo 

relevante que estos linfocitos expresan constitutivamente a CTLA-4, el cual interactúa 

con CD80/86 sobre las células dendríticas inhibiendo su maduración, impidiendo que las 

células T efectoras sean activadas (127). La interacción con CTLA-4 induce la actividad 

de una enzima presente en las células dendríticas que es clave en la inhibición de la 

activación de T efectoras, la indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO), la cual se encarga de 

convertir triptófano a quinurenina, siendo este último metabolito liberado al medio 

extracelular e importante para inhibir la activación de las T efectoras (137). Otra 

interacción célula-célula es a través de PD-1 en las Tregs sobre PD-L1/2 en la superficie 

de otros linfocitos T, inhibiendo las respuestas que pudieran desencadenarse (138). Los 

exosomas también cumplen un rol en la función de los Tregs, donde se ha reportado 

que pueden transportar micro ARNs (miARN) a otras células blanco para regular su 

metabolismo y funciones (139). Las Tregs pueden ocasionar desórdenes metabólicos en 

las células blanco, siendo que estos linfocitos expresan CD25 (receptor de IL-2, IL-2R) 

que reduce la disponibilidad de IL-2 para que sea reconocida por células T efectoras y 

por lo tanto no permite que proliferen (140). Además, las Tregs liberan Granzimas A/B 

que provocan muerte de células T CD8+ y otras células blanco en forma dependiente de 

perforinas (141). Otro mecanismo importante por el cual los Tregs modulan la 

proliferación de células efectoras y por ende la respuesta inmune es la disminución de 

los niveles de ATP extracelular, dado que estas células expresan en su membrana CD39, 

proteína que convierte ATP a AMP, provocando un aumento en el nivel de adenosina 

que inhibe la proliferación de linfocitos T efectores (142). 

De lo anteriormente expuesto, se puede desprender el interés de desarrollar estrategias 

terapéuticas que induzcan los mecanismos de tolerancia para modular la respuesta y 

prolongar la sobrevida del trasplante. Por esta razón, a lo largo del tiempo se han ido 

desarrollando distintas terapias que permiten evitar un rechazo a corto y mediano plazo, 

algunas basadas en inmunosupresión sistémica y otras más dirigidas a inducir los 

mecanismos de tolerancia descritos.    

Terapias de uso clínico para disminuir el rechazo de los trasplantes 

Un objetivo principal en el terreno de la trasplantología, es encontrar nuevas estrategias 

para inducir tolerancia específica al donante. Estas permitirían una mayor sobrevida del 

trasplante sin necesidad de inducir una inmunosupresión inespecífica. Las actuales 

drogas utilizadas como terapia postrasplante para prevenir el rechazo agudo son 

inmunosupresores sistémicos, los cuales en su mayoría son inespecíficos que depletan 

linfocitos o bloquean vías de señalización necesarias para ejercer la respuesta inmune. 

Así, las drogas inmunosupresoras presentan tres efectos: 1) el terapéutico, evitando el 

rechazo agudo del trasplante; 2) consecuencias no deseadas por la inmunodeficiencia 

sistémica, aumentando las chances de infecciones o cánceres 3) toxicidad no inmune en 

tejidos sanos. Los efectos secundarios y la toxicidad son la principal dificultad que 

presenta la utilización de forma crónica de estas drogas inmunosupresoras inespecíficas, 
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generando un problema en la calidad de vida de los pacientes trasplantados, los que en 

muchos casos abandonan por completo el tratamiento. 

Clasificación y mecanismos de acción de las drogas inmunosupresoras 

Estas drogas pueden clasificarse de acuerdo a su componente molecular, donde 

tenemos pequeños compuestos químicos (incluyendo la subfamilia de los 

glucocorticoides), proteínas (por ejemplo, anticuerpos e inmunoglobulinas 

intravenosas) y proteínas de fusión, y (143).  

Los pequeños compuestos químicos son drogas que han sido y son muy utilizadas en la 

clínica, las cuales se caracterizan porque inhiben blancos involucrados en importantes 

vías de señalización para la funcionalidad del linfocito T. Este grupo de 

inmunosupresores tienen la particularidad de tener un efecto sistémico, es decir que 

afecta al sistema inmune en forma no específica. 

Dentro de este tipo de inmunosupresores encontramos drogas cuyo objetivo es impedir 

la expansión de linfocitos T efectores aloreactivos, utilizadas generalmente combinadas 

unas con otras de acuerdo a los distintos protocolos que se ajustan a las características 

y al estado de los pacientes trasplantados. La Azatioprina, fue uno de los primeros 

inmunosupresores con el que se logró observar un efecto inmunosupresor de amplio 

espectro en trasplantes de órganos (144). Este fármaco se caracteriza por su conversión 

en el organismo a 6-mercaptopurina que interfiere en la síntesis de ADN, necesaria para 

la división celular de los linfocitos T en la expansión clonal. 

Luego se comenzaron a utilizarse inhibidores de la calcineurina, enzima dependiente de 

calcio que participa en la transcripción de la IL-2 y es importante en la estimulación del 

crecimiento y diferenciación de los linfocitos T. La Ciclosporina es uno de los inhibidores 

de calcineurina utilizados en la clínica para trasplantes (145), cuyos efectos adversos 

asociados se deben mayormente a la alta concentración que pueden incluir 

nefrotoxicidad, hipertensión, hiperlipidemia, hiperplasia gingival, temblores, inducción 

de diabetes mellitus postrasplante, síndrome urémico hemolítico y cambios en la piel 

(146). Otro inhibidor de la calcineurina muy utilizado actualmente en la clínica para 

prevenir el rechazo agudo de trasplantes es el Tacrolimus (FK506). Esta forma un 

complejo con la proteína “FK506-binding protein 12” (FKBP12), que inhibe a la 

calcineurina en forma más potente que la ciclosporina (147,148). El Tacrolimus también 

tiene efectos secundarios nefrotóxicos y síndrome urémico-hemolítico, con una menor 

probabilidad de hiperlipidemia, hipertensión y problemas cutáneos, mientras que 

aumenta la incidencia de diabetes postrasplante (143). El uso de Tacrolimus se ha ido 

incrementando continuamente por encima de la Ciclosporina, aunque muchas terapias 

para trasplantes se programan alternando ambos inmunosupresores de acuerdo a los 

riesgos potenciales dependiendo del perfil y antecedentes del paciente (por ejemplo, 

edad, hipertensión, diabetes, obesidad).   

Las drogas inhibidoras de la síntesis de purinas son otra opción disponible actualmente 

para terapias postrasplante. Esta familia farmacológica provoca inmunodeficiencia sin 

afectar otros órganos (149,150). Además de la Azatioprina ya mencionada, en este 

grupo se destaca el Micofenolato, prodroga que al ingresar al organismo se protona y se 
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convierte a ácido micofenólico, cuyo mecanismo de acción implica la inhibición de la 

Inosina monofosfato deshidrogenasa, enzima clave en la síntesis de purinas. Se ha 

mostrado que el micofenolato combinado con inhibidores de calcineurina mejora la 

sobrevida del paciente y previene el rechazo agudo del trasplante a mediano y largo 

plazo (151,152). Sin embargo, presenta importantes efectos secundarios a nivel 

gastrointestinal (diarreas crónicas) y a nivel hematológico anemia y leucopenia. 

Otro grupo importante de drogas inmunosupresoras son los blancos de la rapamicina 

(del inglés mTOR), proteína intracelular clave en muchas funciones celulares, entre ellas 

la regulación del crecimiento, proliferación y muerte celular, debido a que está muy 

ligado al ciclo celular (153,154).  Como su nombre lo indica, es un blanco de la 

Rapamicina, también llamada Sirolimus, droga inmunosupresora que también se 

acompleja a FKBP12 e inhibe a mTOR, pero no puede inhibir la calcineurina (155). La 

inhibición de mTOR bloquea la señalización de los receptores de citoquinas, evitando 

que se active el ciclo celular y permita proliferar al linfocito. Los principales efectos 

secundarios de la Rapamicina incluyen hiperlipidemia, trombocitopenia y problemas en 

la cicatrización de heridas, junto a otros como necrosis en riñones trasplantados, 

reducción de concentraciones de testosterona, proteinuria, úlceras bucales, lesiones 

cutáneas y neumonitis. 

En suma, estas drogas inmunosupresoras inespecíficas que son y han sido utilizadas en 

la clínica para el tratamiento y manejo del rechazo agudo de los alotrasplantes, ejercen 

efectos sistémicos que causan muchas complicaciones asociadas a la inmunodepresión 

general en el paciente, dejándolo susceptible a muchas patologías como infecciones 

oportunistas y distintos tipos de cáncer. Por este motivo, se han ido desarrollando otras 

estrategias que tienen como diana moléculas específicas en los linfocitos T, con el fin de 

ser más focalizadas a la alorespuesta sin una supresión inmune sistémica.  

En este sentido, un grupo farmacológico más reciente y muy relevante son los 

inmunosupresores proteicos, dentro del cual se destacan los anticuerpos que suelen 

tener acción depletante de linfocitos. 

Anticuerpos depletantes. 

Este grupo de anticuerpos se caracterizan por bloquear proteínas claves en los linfocitos 

y que su inhibición determina la eliminación de los mismos, dejando al organismo 

inmunodeprimido en forma específica y no sistémica. Algunos ejemplos de este tipo de 

anticuerpos son los anti-CD3 (depletante de linfocitos T) , los anti-CD52 (Alemtuzumab) 

depletantes masivos de poblaciones de linfocitos (156) y los anti-CD20 (Rituximab) 

depletantes de linfocitos B (157). 

A continuación, nos enfocaremos en los anti-CD3, debido a que se conoce que estos 

logran depletar específicamente a corto plazo linfocitos T efectores (incluyendo los 

aloreactivos) y luego se promueve la generación de Tregs. Hay trabajos que muestran 

resultados prometedores en el uso de estos anticuerpos en distintos modelos animales 

de trasplantes, así como de enfermedades autoinmunes (158–162). Además, éstos se 

han ido perfeccionando a lo largo del tiempo para disminuir los efectos secundarios. 
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El primer anti-CD3 utilizado en la clínica fue el OKT3 (Muromonab), un anticuerpo 

murino monoclonal específico para reconocer CD3 humano (163,164). Este anticuerpo 

reconoce al CD3, una proteína de la membrana celular asociada al receptor de las células 

T (TCR) y que forman el complejo CD3-TCR. La unión del anticuerpo contra el CD3 

desencadena una secreción masiva de citoquinas conocida como “tormenta de 

citoquinas”, la cual lleva a efectos secundarios severos (165,166). Estos efectos 

inmunogénicos están relacionados a la región Fc del anticuerpo, reconocida por los 

receptores (FcRs) presentes en las APCs que permite una unión con el complejo CD3-

TCR, lo que deriva en la activación de la célula T (162). Siendo un anticuerpo de origen 

murino, el OKT3 es altamente inmunogénico en humanos (167,168) y además posee 

potentes propiedades mitogénicas que promueven la proliferación de células T y 

secreción de citoquinas. Los efectos secundarios más observados para el OKT3 fueron 

fiebre, náuseas, vómitos, dolor de cabeza, sumado a la presencia de síndromes “flu-like”. 

Al margen de los efectos secundarios, los ensayos con el OKT3 han mostrados resultados 

prometedores en trasplantes renales, hepáticos y cardíacos (169). 

En vista de los efectos no deseados ocasionados por el OKT3, se comenzaron a 

desarrollar otros anticuerpos anti-CD3 mediante ingeniería genética para 

eliminar/disminuir estos efectos, destacándose cambios a nivel estructural de la 

inmunoglobulina con mutaciones en la región Fc, a los que se les denomina “FcR-

nonbinding anti-CD3” (del inglés FNB anti-CD3). Así se logró el desarrollo de anti-CD3 

humanizados o enteramente humanos (Figura 1.3) (170–173) y también de los 

fragmentos Fab del anti-CD3 murino que ha mostrado importantes efectos en la 

prolongación de trasplantes (160).  
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Los mecanismos de acción de los anti-CD3 en trasplantes y diferentes enfermedades 

autoinmunes ocurren en dos etapas: una primera etapa inicial que se caracteriza por la 

depleción de linfocitos T y una segunda donde lo que predomina es la inducción de 

mecanismos de tolerancia que promueven la generación de linfocitos T reguladores 

(Tregs) (159,161).  

En la primera etapa de depleción de linfocitos T efectores, el anticuerpo anti-CD3 

reconoce la cadena épsilon del CD3 en el complejo CD3-TCR del linfocito y esto 

desencadena una señalización de activación. Sin embargo, esto es seguido por una 

inducción de anergia o apoptosis, o bien ocurre un proceso llamado modulación 

antigénica donde la célula T queda impedida de reconocer antígenos a causa de la 

internalización o desprendimiento del complejo CD3-TCR (159,174–176). Estos efectos 

ocurren luego de la administración del anti-CD3 y en un corto plazo. Posteriormente, 

comienzan los efectos de inducción de tolerancia a largo plazo que estarán a cargo de la 

generación de Tregs. Un posible nexo reportado entre estas dos etapas es que los 

macrófagos fagocitan cuerpos apoptóticos resultantes de la etapa de depleción T, lo que 

desencadena la producción de TGF-β (161), muy importante en respuestas inmunes 

reguladoras e inductor de Tregs adaptativas CD4+FOXP3+ (176). Además, TGF-β inhibe la 

activación y proliferación de linfocitos T efectores y bloquea la maduración de células 

dendríticas (177,178). Al generarse las Tregs se logra regular la alorespuesta inhibiendo 

a las células T efectoras, ya sea directamente o a través de la inducción de células 

dendríticas con fenotipo tolerogénico (ver Figura 1.4).  

Figura 1.3. Nueva generación de anticuerpos anti-CD3 humanizados y completamente humanos. 

Debido a los efectos no deseados mostrados por el anti-CD3 de origen murino OKT3 a causa de su 

inmunogenicidad, se han desarrollado mediante ingeniería genética anticuerpos humanizados y 

totalmente humanos. Estos son modificados principalmente en la región Fc que es la responsable de 

desencadenar los mecanismos inmunogénicos, conservando en las regiones Fab secuencias de origen 

murino (Otelixizumab, Teplizumab y Visilizumab) o bien siendo totalmente humano (Foralumab). 

Tomado de Kuhn & Weigner, 2016 Immunotherapy. 
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Únicamente el OKT3 fue aprobado en 1986 por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los Estados Unidos (del inglés FDA) para su uso en pacientes con 

trasplantes de órganos sólidos. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, el 

OKT3 mostró severos efectos secundarios y derivó en que se continuase trabajando en 

el área, surgiendo entonces los anticuerpos humanizados o enteramente humanos que 

están siendo evaluados en ensayos clínicos (162,179–182). 

Conociendo las propiedades de inducción de tolerancia de los anti-CD3 con las 

modificaciones en la región Fc que disminuyen significativamente los efectos no 

deseados, es que surge el interés de aplicarlo en combinación con otros fármacos en 

protocolos de terapias para trasplante. De hecho, estos anticuerpos están en etapa de 

estudios y ensayos clínicos para trasplantes y enfermedades autoinmunes como la 

diabetes tipo-I (183). 

A modo de resumen, en la Figura 1.5 se muestra, en forma esquemática, los blancos 

terapéuticos de los distintos inmunosupresores utilizados en la clínica. 

 

 

 

 

Figura 1.4. Mecanismo de inducción de 

tolerancia por administración de anti-CD3. La 

unión del anti-CD3 al complejo CD3/TCR de la 

célula T lleva a una primera etapa de 

depleción mediante inducción de anergia, 

apoptosis o modulación antigénica (privación 

del linfocito T de reconocer antígenos al 

internalizar o desprender el complejo 

CD3/TCR). Luego, se suscita una segunda 

etapa de inducción de tolerancia donde a 

partir de la fagocitosis de cuerpos apoptóticos 

por los macrófagos se secreta TGF- que 

induce Tregs CD4+FOXP3+, permitiendo 

inducir células dendríticas tolerogénicas y la 

inhibición de células T efectoras. Tomado de 

Kuhn & Weigner, 2016 Immunotherapy. 
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Del análisis exhaustivo de las bases inmunológicas de las respuestas aloreactivas que 

llevan al rechazo de los trasplantes, surge el interés de encontrar blancos moleculares 

que se puedan regular farmacológicamente por drogas no inmunosupresoras y que 

logren desencadenar mecanismos inmunomoduladores, evitando los estados de 

inmunosupresión general de los pacientes.  

En este sentido, el grupo de investigación del Laboratorio de Inmunoregulación e 

Inflamación se viene dedicando al estudio de la regulación del sistema inmune en 

diferentes tipos de patologías, principalmente en cáncer, infecciones virales y 

trasplantes (184–186). Específicamente en los trabajos que involucran a los trasplantes, 

se ha visto que la prolongación de la sobrevida y la modulación de la alorespuesta es 

dependiente de la presencia de un canal iónico denominado TMEM176B (185), el cuál 

será descrito a continuación. En complemento a esto, la asociación con el grupo de 

diseño de fármacos de la Dra. Virginia López (actualmente Laboratorio de Síntesis 

Orgánica y Desarrollo de Fármacos), quienes han desarrollado un potente regulador de 

este blanco farmacológico, permitió la ejecución de los estudios de este trabajo que irán 

siendo abordados a lo largo del documento.  

  

Figura 1.5. Blancos moleculares de drogas y anticuerpos inmunosupresores en el linfocito T. A nivel 

de la señal 1 del TCR/CD3 tenemos al anticuerpo monoclonal anti-CD3 y rio abajo a los inhibidores de 

la calcineurina: Ciclosporina y Tacrolimus. En la señal 2 de coestimulación CD80/86-CD28 se puede 

bloquear la señalización con anticuerpos como el anti-CD154 mAb. En la señal 3 de reconocimiento de 

citoquinas inflamatorias se puede inhibir la señalización desencadenada por la IL-2 bloqueando su 

receptor con anti-CD25 o bien con los inhibidores de mTOR como el Sirolimus. Otro punto de acción de 

los inmunosupresores es la síntesis de ADN, donde actúa la Azatioprina, el micofenolato mofetil (MPA) 

y el FK778. Tomado de Halloran, 2004, NEJM. 
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TMEM176B como regulador de la respuesta inmune. 

El estudio de la implicancia de los canales iónicos en inmunología ha sido de mucho 

interés en la ciencia y nuestro laboratorio se ha focalizado en estudiar específicamente 

al canal catiónico TMEM176B, nombrado también “Tolerance-related and induced 

transcript” (TORID) (187). De hecho, nuestro equipo de investigación mostró por 

primera vez la función de TMEM176B como un canal catiónico no selectivo y sensible a 

entornos con pH ácido.  

TMEM176B es una proteína transmembrana que se encuentra localizada 

intracelularmente en membranas de vesículas y organelos (185,188). Este canal 

pertenece a la familia de las proteínas transmembrana 4A (MS4A) que comparte un 30% 

de identidad con su proteína homóloga TMEM176A, perteneciente también a la familia 

MS4A (188,189). A nivel de órganos y tejidos, se encuentra altamente expresado en 

órganos linfoides primarios y secundarios, colon, pulmón e hígado (188,190), mientras 

que a nivel celular se expresa en células mieloides, principalmente en macrófagos y 

células dendríticas (DCs), aunque también se lo ha identificado en células RORγT+ como 

las ILC3, linfocitos Th17 y Tγδ (191). En células dendríticas, la expresión de TMEM176B 

se asocia a la modulación de la maduración (190,192).  

Específicamente en células dendríticas, se conoce en ratón que Tmem176b es expresado 

tanto en DCs convencionales de tipo 1 y 2 (cDC1 y cDC2), estando más altamente 

expresado en las cDC2 (185,190,193). En relación con esto, se ha observado en los 

ganglios drenantes del tumor que la expresión de Tmem176b en cDC2 es respaldada por 

células T reguladoras, lo que sugiere una función inmunoreguladora de este canal (194). 

Además, esto ha sido asociado a la regulación de la migración de estas células (195).  

Los principales mecanismos que le confieren su función inmunoreguladora conocidos 

hasta el momento para este canal catiónico son: la presentación cruzada de antígenos y 

la inhibición del inflamasoma NLRP3. TMEM176B está localizado en membranas de 

vesículas como el aparato de Golgi, endosomas y fagosomas de células dendríticas 

humanas y murinas (185,191,196), siendo un importante regulador del pH 

endofagosomal al tratarse de un canal transportador de iones (Figura 1.6). 



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

28 
 

 

En modelos de trasplantes de corazón en ratas, se ha estudiado que la expresión de 

Tmem176b está asociada a la tolerancia inmune, detectando que los niveles de 

expresión de Tmem176b en los animales que prolongaron a mediano y largo plazo el 

trasplante eran significativamente mayores (188). En modelos de alotrasplante de piel 

en ratones, se observó que en animales trasplantados y tratados con células dendríticas 

tolerogénicas, necesitan de Tmem176b para ejercer su función prolongar la sobrevida 

del injerto (185). Por lo tanto, el papel de este canal a nivel de las células dendríticas 

tiene implicancias en la modulación de la alorespuesta. Este efecto sobre los trasplantes 

de piel por la expresión de Tmem176b en células dendríticas tolerogénicas es explicado 

por la inducción de linfocitos T reguladores CD8+CD11c+ (185). La presencia de 

Tmem176b en las células dendríticas tolerogénicas es necesaria para la presentación 

cruzada de antígenos del donante, mecanismo que promueve la generación de Tregs 

CD8+CD11c+ (185).  

 

Figura 1.6. Mecanismos funcionales desencadenados por TMEM176B en DCs. TMEM176B promueve la 

presentación cruzada de antígenos e inhibe al inflamasoma NLRP3. Este canal se encuentra mayormente 

presente en membranas de vesículas endofagosomales donde equilibra las concentraciones iónicas en el 

lumen del endosoma, regulando el pH hacia la neutralidad. Esta condición es crítica para desencadenar la 

presentación cruzada de antígenos a células T CD8+ en moléculas de MHC-I. TMEM176B también inhibe al 

inflamasoma NLRP3, regulando mecanismos iónicos dependientes de la disminución de Ca2+ citosólico que 

posiblemente se dirija hacia el lumen endosomal a través de TMEM176B. Tomado de Hill, M. et al; 2022, 

Frontiers in Cell and Develop. Biol.  
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La presentación cruzada de antígenos es un mecanismo fisiológico en donde una célula 

dendrítica procesa antígenos extracelulares y los presenta en moléculas de MHC de 

clase I a células T CD8+, a diferencia de la vía de antígenos exógenos clásica donde son 

presentados en MHC de clase II a los linfocitos T CD4+. Este mecanismo es posible gracias 

a que las células dendríticas logran mantener un pH neutro fago/endosomal durante al 

menos dos horas luego de la endo/fagocitosis (197). Nuestro equipo ha descrito que 

TMEM176B regula el pH endofagosomal y que su deleción génica altera el pH 

alcalinizándolo, afectando a la presentación cruzada (196). Esto se debe a que 

TMEM176B es un canal iónico sensible a pH ácido, detectando la acidificación 

endofagosomal, permitiendo que se active y regule la conductancia de cationes para 

dejar un pH neutro (185). Esto sucede activamente en la DC para promover la 

presentación cruzada (197–202). Si bien se trata de un mecanismo que desencadena 

respuestas inmunes, se conoce que en algunas circunstancias puede promover 

tolerancia inmune (203), dejando a la generación de Tregs CD8+ (204). La función 

reguladora de las Tregs CD8+CD11c+, ha sido caracterizada en otros modelos de 

patologías inmunes, como por ejemplo en un modelo murino de artritis inducida por 

colágeno tipo-II, modelo animal representativo de la artritis reumatoide en humanos 

(205).  

Se ha estudiado también a TMEM176B como molécula inmunoreguladora en otros 

escenarios fisiopatológicos que involucran al sistema inmune, como por ejemplo en 

tumores y en infección viral de COVID-19 (184,186). En contextos tumorales, tanto la 

deleción génica como la inhibición farmacológica de TMEM176B, desencadena 

respuestas inmunes antitumorales mediante la acción de linfocitos T CD8+, potenciando 

los efectos de las inmunoterapias con anti-CTLA4 y anti-PD1 (184). En este sentido, 

TMEM176B está regulando respuestas efectoras que son necesarias para combatir los 

tumores, favoreciéndose que estos logren evadir al sistema inmune y progresar. Por esta 

razón, en contextos tumorales la inhibición de TMEM176B es importante para el control 

de la enfermedad. 

La otra cara de la moneda ocurre en contextos de infecciones virales, como en la 

enfermedad COVID-19 provocada por el coronavirus SARS-Cov2 causante de la 

pandemia en el año 2020. Esta infección se caracteriza por una hiperinflamación y una 

débil respuesta de los linfocitos T contra el virus (206–210). Lo que sucede es que la 

inflamación exacerbada en respuesta al virus, donde el inflamasoma se encuentra 

activado, provoca una disfunción en las células T que las lleva hacia un fenotipo exhausto 

(211). TMEM176B controla la activación del inflamasoma desencadenada por la 

infección viral, lo cual permite modular la inflamación y permitir que se restablezca la 

funcionalidad de los linfocitos T cuando se aplica una inmunoterapia bloqueando el eje 

PD-1/PD-L1 (186). En este caso, la presencia y acción de TMEM176B es favorable para 

el control de la patología. 

En contextos de enfermedades autoinmunes, la lógica del rol de TMEM176B es similar 

al descrito en infecciones virales, aunque probablemente difiera en varios aspectos 

mecanísticos. Trabajos no publicados de nuestro equipo, han mostrado en un modelo 

de EAE (encefalopatía aguda experimental) utilizada como correlato de la Esclerosis 
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Múltiple en pacientes, que los animales Tmem176b-/- desarrollan una enfermedad 

clínica más severa. Esto sugiere que TMEM176B es un factor protector en 

autoinmunidad. En acuerdo con ello, se ha reportado que este canal está expresado 

genéticamente en pacientes con Esclerosis Múltiple, donde la presencia de una 

mutación en la secuencia aminoacídica de TMEM176B estaría probablemente asociada 

a la enfermedad, aunque esto último no está formalmente probado (212). Por otro lado, 

se ha reportado en artritis reumatoidea, otra patología autoinmune, que la expresión 

de TMEM176B en sangre periférica ha sido asociada a la respuesta clínica de terapias 

con anti-TNF (213). Todos estos datos y estudios conocidos acerca de TMEM176B en las 

distintas patologías que involucran al sistema inmune, refuerzan la idea de la 

funcionalidad de TMEM176B como proteína inmunoreguladora. Tomando en cuenta 

trabajos previos (185) y lo descrito anteriormente, es esperable que en trasplantes la 

acción de TMEM176B sea favorable para modular respuestas contra el rechazo, lo cual 

será profundizado en este trabajo. 

Como se ha mencionado, en estudios realizados en contextos tumorales e infecciones 

virales, TMEM176B es un inhibidor del inflamasoma NLRP3 (184,186). La activación de 

este multicomplejo es dependiente de los niveles citosólicos de cationes y aniones, 

destacándose el K+ y el Ca2+ (214–217). En ensayos con BMDCs estimuladas con LPS y 

ATP, Nigericina o cristales de alúmina, las células deficientes en TMEM176B mostraron 

mayor liberación de IL-1β y activación de Caspasa-1 (184), indicando que TMEM176B 

regula al inflamasoma NLRP3 inhibiéndolo. Esta inhibición se ha visto que es a través de 

un mecanismo de control del calcio citosólico por TMEM176B, permitiendo que se 

activen los canales de potasio dependientes de calcio (184). 

TMEM176B es una proteína que puede ser regulada farmacológicamente, donde 

nuestro grupo está trabajando y ha patentado a BayK8644 (bloqueador de canales de 

Ca2+) (218) como un inhibidor de TMEM176B en el contexto tumoral, favoreciendo a que 

se desencadenen respuestas antitumorales (184). Así como BayK8644 actúa como 

inhibidor de la actividad de este canal, es posible que haya fármacos que promuevan la 

actividad iónica de TMEM176B. En este sentido, se conoce que los ácidos grasos nitrados 

son activadores de canales iónicos de calcio TRP (219). 

Estos compuestos han sido muy estudiados como potentes antiinflamatorios (220–222), 

donde su acción sobre los canales de calcio TRPs (sigla en inglés “Transient Receptor 

Potential”) ha sido descrita en el trabajo de J.M Beckel y W. de Groat (219). Estos canales 

están presentes en neuronas sensoriales primarias y cumplen una función importante 

en la sensación de dolor, incluido el que es asociado a la inflamación. Este trabajo 

muestra específicamente que los ácidos grasos nitrados activan los canales TRP en estas 

neuronas (223–225), produciendo una serie de cambios en ellas que concluyen en una 

modulación y/o resolución de las respuestas inflamatorias y de dolor.  

Especulamos entonces que este tipo de moléculas sirvan como activadores de 

TMEM176B, lo que permitiría obtener efectos inmunomoduladores favorables en la 

aceptación de trasplantes. En nuestro grupo, integrantes de los Laboratorios de 

“Biología Vascular y Desarrollo de Fármacos” y de “Síntesis Orgánica y Desarrollo de 
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Fármacos” han estudiado a compuestos que contienen el grupo funcional nitroalqueno 

como potenciales fármacos, habiendo diseñado y sintetizado nuevas generaciones de 

moléculas con diferentes potencialidades farmacológicas dependiendo de la 

enfermedad y su contexto.    

Compuestos con el grupo funcional nitroalqueno como potentes fármacos 

antiinflamatorios no convencionales. 

En los últimos años, se ha avanzado en el estudio biológico de diferentes compuestos 

que contienen el grupo funcional nitroalquenilo como potentes antiinflamatorios no 

convencionales (en el sentido que no inhiben a ninguna de las COX). Por definición, 

llamaremos “compuesto nitroalqueno” a cualquier molécula orgánica que contenga un 

grupo funcional nitroalquenilo, es decir un grupo nitro (-NO2) unido covalentemente a 

un carbono insaturado (con doble enlace, Figura 1.7). Esta estructura determina la 

generación de un centro electrón atrayente en el carbono beta adyacente al grupo nitro, 

determinando que estos compuestos sean potentes electrófilos. Esta propiedad les 

permite a estos compuestos formar aductos covalentes reversibles mediante la reacción 

de adición de Michael con residuos nucleofílicos de aminoácidos presentes en proteínas 

como cisteínas e histidinas o tioles de bajo peso molecular (GSH o Cys libres) (226). La 

reacción de adición de Michael es una adición 1,4 (adición conjugada) de un carbanión 

(nucleófilo donador de Michael) a un doble enlace de un compuesto α, β insaturado 

(electrófilo aceptor de Michael) (Figura 1.8) (227). 
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Existen nitroalquenos que se sintetizan in vivo, en forma endógena (228). Por ejemplo, 

los ácidos grasos poliinsaturados como el ácido linoleico conjugado (cLA) pueden ser 

nitrados en el organismo de forma natural. Está nitración endógena puede ocurrir en 

ácidos grasos provenientes de la dieta o fuentes endógenas que reaccionan con especies 

reactivas del nitrógeno (por ejemplo: radical óxido nítrico, peroxinitrito y ácido nitroso) 

junto a mediadores inflamatorios como radicales superóxidos, peróxido de hidrógeno y 

radicales peroxilo lipídicos (228,229). La formación mediante reacciones por radicales 

libres ocurre generalmente en sitios con condiciones inflamatorias y de estrés oxidativo, 

aunque también pueden sintetizarse en el estómago con fuentes de ácidos grasos 

insaturados y grupos nitro provenientes de la dieta, siendo catalizada la reacción de 

síntesis por el ácido presente en el estómago (Figura 1.9). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Esquema genérico de la estructura de un nitroalqueno 

Figura 1.8. Reacción de adición de Michael. Los nitroalquenos tienen la propiedad de generar un centro 

electrón atrayente en el carbono beta adyacente al grupo nitro, lo cual permite formar aductos con 

nucleófilos de bajo peso molecular o bien con residuos de cisteínas e histidinas de proteínas. Esta unión 

permite que los nitroalquenos puedan unirse en forma reversible con proteínas de importante interés 

biológico donde pueden ejercer diferentes efectos. Adaptado de: Villacorta, L. et al; 2016; Frontier in 

Biosciences   
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Debido a la reactividad de las cisteínas e histidinas, los nitroalquenos son capaces de 

formar aductos con proteínas de relevancia biológica, causando efectos importantes en 

determinados contextos. Se ha estudiado que los nitroalquenos derivados de ácidos 

grasos tienen potentes propiedades antiinflamatorias debido a que pueden actuar sobre 

importantes componentes y vías de señalización de procesos inflamatorios o 

antiinflamatorios. Es así que se ha mostrado que los nitroalquenos inhiben las vías 

proinflamatorias NF-κB y el inflamasoma NLRP3 (230–232), mientras que activan vías 

antiinflamatorias, citoprotectoras y antioxidantes como Nrf2-Keap1 (233), PPAR-γ (234) 

y Heat Shock Factor-1 (HSF-1) (235) (Figura 1.10).  

Figura 1.9. Síntesis endógena de nitroalquenos. Los ácidos grasos nitrados pueden ser sintetizados en 

forma endógena en el organismo mediante dos formas. En condiciones inflamatorias y de estrés 

oxidativo pueden ser formados mediante reacciones con radicales libres como se muestra a la izquierda 

de la figura. Otra forma es la formación en el estómago, donde la presencia de ácido cataliza la síntesis 

a partir de fuentes dietéticas de grupo nitro como se muestra a la derecha. Tomado de: The physiological 

generation of nitro-fatty acids; B.A. Freeman; http://www.pharmacology.us/Faculty/BruceFreeman) 
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Los primeros hallazgos acerca de los nitroalquenos como compuestos antiinflamatorios 

han mostrado que los ácidos grasos nitrados inducen a la enzima antioxidante y 

citoprotectora Hemoxigenasa-1 (HO-1) en células endoteliales, esto de manera 

dependiente e independiente a la activación de la vía Nrf2-Keap1 (236,237). A la 

inducción de esta enzima se le atribuyen importantes propiedades antioxidantes y 

citoprotectoras (238), además de haberse reportado que HO-1 modula el rechazo de 

trasplantes (239,240). Por este motivo, a la inducción de HO-1 la consideraremos para 

estudiarla como posible mecanismo inmunomodulador de la alorespuesta por 

nitroalquenos, describiendo más adelante sus características y propiedades 

antiinflamatorias e inmunomoduladoras. 

Como se mencionó anteriormente, otro efecto relevante para nuestro trabajo es que 

los nitroalquenos pueden tener relevancia en diferentes procesos biológicos como la 

regulación de canales iónicos. En particular se ha estudiado que los ácidos grasos 

nitrados son capaces de regular canales de transporte de cationes, específicamente los 

TRP (del inglés Transient Receptor Potential) (219).  

Desarrollo de nitroalquenos de segunda y tercera generación 

El grupo de investigación de los Doctores Carlos Batthyány y Virginia López del 

Laboratorio de Biología Vascular y Desarrollo de Fármacos y del Dr. Carlos Escande del 

Laboratorio de Patologías del Metabolismo y el Envejecimiento del Institut Pasteur de 

Montevideo, han trabajado en el diseño, síntesis y caracterización de propiedades 

farmacológicas de nuevos compuestos nitroalquenos. Lo racional de estudiar estas 

 

Figura 1.10. Vías de señalización de los nitroalquenos derivados de ácidos grasos. A) Activación de HSR: 

se unen a HSP70 que deriva en la liberación y traslocación al núcleo de HSF-1 para inducir expresión de 

genes dependientes de HSR. B) Activación de Nrf2-Keap1: Se unen a Keap1 que provoca la disociación y 

translocación al núcleo de Nrf2 para inducir la expresión de genes antioxidantes. C) Inhibición de NF-kB: 

Se unen a la subunidad p65 impidiendo su translocación al núcleo y la expresión de citoquinas 

proinflamatorias dependientes de esta vía. D) Activación de PPAR-γ: se unen covalentemente a los 

receptores PPAR y actúan como agonistas parciales, estimulando la transcripción génica. Tomado de 

Delmastro-Greenwood, Freeman y Wendell, 2014, Annu. Rev. Physiol.   
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nuevas familias farmacológicas surge a partir del descubrimiento que los ácidos grasos 

insaturados y nitrados (descritos in vivo) poseen muchas propiedades benéficas para el 

organismo, pero desde un punto de vista farmacológico presentan la desventaja de que 

pierden las propiedades del grupo nitroalqueno de manera muy rápida. Durante su 

metabolización, no solo son catabolizados a través de la de la β-oxidación de ácidos 

grasos, sino que son rápidamente saturados a nivel hepático, perdiendo las propiedades 

electrofílicas del grupo nitroalqueno que es como ejercen sus acciones biológicas sobre 

los blancos moleculares deseados. La aducción a tioles de proteínas plasmáticas como 

la albúmina también puede afectar a la biodisponibilidad de estos compuestos y afectar 

su acción farmacológica (241). En función de dichas observaciones y tomando en cuenta 

las diferentes patologías a tratar, es que dichos investigadores comenzaron a diseñar 

nuevos fármacos tratando de preservar el grupo funcional nitroalqueno, asociándolo a 

sillares estructurales que mejoren su biodisponibilidad y la especificidad de los mismos 

en diferentes patologías. 

Es así que surgen los nitroalquenos de segunda generación derivados del α-tocoferol o 

comúnmente conocido como vitamina E (242). El raciocinio en el diseño de estos 

nitroalquenos basados en la estructura compleja del α-tocoferol compuesta por un 

grupo cromanol y una cola isoprenoide, consistió en adicionar el grupo nitroalqueno 

unido al cromanol para lograr su transporte hacia las placas de ateroma 

específicamente, donde buscaban que ejerciera la función antiinflamatoria propia de los 

nitroalquenos (Figura 1.11).  

 

A diferencia de los ácidos grasos, el transporte y procesamiento del α-tocoferol en el 

organismo luego de que es ingerido y absorbido se transporta por los quilomicrones 

hacia el hígado, luego es captado por proteínas transportadoras de tocoferoles como la 

α-TTP (del inglés α-tocopherol transport protein) y distribuido hacia el organismo por 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), permitiendo la llegada intacta de la estructura y el 

grupo nitroalqueno a los sitios específicos con mayor biodisponibilidad (243). Este 

nitroalqueno ha sido estudiado como potencial fármaco modulador de la inflamación 

 

Figura 1.11. Estructura del α-Tocoferol (izquierda) y del Nitroalqueno del α-tocoferol, NATOH (derecha). 

Tomado de Rodríguez-Duarte et al, 2019, Br J Pharmacol. 

α-Tocoferol (R = C16H33) NATOH 
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crónica a bajo grado presente en las placas de ateroma en aterosclerosis. El NATOH ha 

sido mostrado que es capaz de inhibir NF-κB y activar Nrf2-Keap1 in vitro y previene in 

vivo la formación de placas de ateroma en la aorta, esto último realizado en un modelo 

murino de aterosclerosis con ratones ApoE-/- alimentados con dieta alta en grasas (244).  

En esta segunda generación de nitroalquenos derivados de la vitamina E también se 

sintetizaron y caracterizaron formas hidrosolubles usando como molécula base el 

Trolox, basándose su estructura en la del α-tocoferol que carece de la cola isoprenoide. 

Se destaca entre estas moléculas al nitroalqueno denominado NATx0, derivado del 

Trolox al cual se le adicionó el grupo funcional, como se muestra en la Figura 1.12. El 

NATx0 se ha mostrado como un potencial antiinflamatorio no convencional que inhibe 

NF-κB y al inflamasoma NLRP3 in vitro, disminuye los niveles de IL-1β en un modelo 

murino de inflamación aguda con inyección de LPS y disminuye en un modelo murino 

de obesidad inducida por dieta la inflamación en tejido muscular y la intolerancia a la 

glucosa mejorando la homeostasis (232). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.12. Estructura del α-tocoferol (arriba) y su derivado hidrosoluble Trolox (abajo, izquierda), al 

que se le sustituye la cola isoprenoide por un grupo carboxilo, agregando luego en esta posición el 

grupo nitroalqueno para dar la estructura del NATx0 (abajo, derecha). Tomado de Dapueto et al, 2021, 

Redox Biol. 

α-Tocoferol (Vitamina E) 

TroloxTM NATx0 
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La caracterización y el estudio de estos nitroalquenos de segunda generación ha 

sugerido que sin importar la molécula base en la que se adicione al grupo funcional 

nitroalqueno, se conserva en gran medida las propiedades fisicoquímicas y sus efectos 

como potentes antiinflamatorios, sumado al aporte que puede dar el sillar estructural 

mejorando la biodisponibilidad y las propiedades farmacológicas y farmacocinéticas. 

Aquí surge un nuevo portfolio de nitroalquenos de tercera generación derivados de 

fármacos conocidos en la medicina como son los antiinflamatorios no esteroideos 

(AINEs). El razonamiento en el diseño y síntesis de estos compuestos es que la adición 

del grupo nitroalqueno que trae las propiedades antiinflamatorias conocidas de las 

generaciones anteriores, mejore y potencie a las ya presentes en los fármacos. En este 

grupo de compuestos se destaca al Nitroalqueno del ácido salicílico: ácido 5-(2-

nitroetenil) salicílico (SANA) cuya estructura se muestra en la Figura 1.13 (245).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El ácido salicílico (o su forma desprotonada salicilato) es el precursor del 

antiinflamatorio no esteroideo más utilizado en la medicina, el ácido acetilsalicílico, 

comercialmente conocido como Aspirina®. El salicilato ha sido aislado en 1828 por el 

químico alemán Joseph Buchner de la corteza del sauce, siendo en realidad el extracto 

activo salicina que años más tarde en 1838 el químico italiano Raffaele Piria logró 

convertirla por oxidación a ácido salicílico. Sin embargo, desde las antiguas civilizaciones 

ya se conocía que la corteza del sauce lograba reducir la fiebre y aliviar dolores, siendo 

utilizada como planta medicinal a lo largo de la historia. El problema del ácido salicílico 

fue que mostraba efectos secundarios complejos, principalmente irritación gástrica, lo 

cual fue remediado al acetilar el grupo hidroxilo, surgiendo en 1897 por Felix Hoffman 

el ácido acetilsalicílico en forma de polvo (246). 

El ácido acetilsalicílico es conocido por sus efectos analgésicos y antiinflamatorio y su 

mecanismo de acción es a través de la inhibición de enzimas ciclooxigenasas (COX) 

involucradas en las síntesis de prostaglandinas, sustancias sintetizadas a partir del ácido 

araquidónico que tienen un papel importante a nivel vascular, sanguíneo, sistema 

nervioso y músculos, favoreciendo el desarrollo de inflamación y dolor (247). 

 

Ácido salicílico 
Nitroalqueno del ácido salicílico:  

Ácido 5-(2-nitroetenil) Salicílico (SANA) 

Figura 1.13. Estructura química del ácido salicílico (izquierda) y del Nitroalqueno del ácido salicílico, 

SANA (derecha). 
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El salicilato no es un AINE estrictamente ya que no inhibe a la COX de manera 

significativa. Sus efectos antiinflamatorios son más bien dependientes de otros 

mecanismos de acción que se han reportado más recientemente y que involucran la 

inhibición de la vía proinflamatoria NF-κB (248,249), la activación de la enzima AMPK 

que enciende reacciones catabólicas (250) y la inducción de la polarización de 

macrófagos hacia un fenotipo M2 a través de HO-1 (251). Además, su dímero (Salsalato) 

mostró importantes efectos beneficiosos en ensayos clínicos de obesidad, diabetes tipo 

II y enfermedades cardiovasculares (252–255). Además, se ha estudiado en ratas que el 

salicilato prolonga la sobrevida de trasplantes de corazón donde comparado al ácido 

acetil salicílico, incrementa la actividad fibrinolítica de la sangre y esto sería importante 

para prevenir el rechazo de trasplantes (256,257). 

Sin embargo, el salicilato debe utilizarse a concentraciones muy altas para lograr ejercer 

dichos efectos terapéuticos (en el orden de gr/día), dificultando su utilización a nivel 

clínico. Esto permite pensar en posibles modificaciones químicas en la molécula del 

salicilato que puedan mejorar y potenciar sus propiedades, permitiendo un uso en 

concentraciones más bajas. 

Tomando esto en cuenta, en el laboratorio sintetizamos y caracterizamos el nitroalqueno 

del ácido salicílico (esquema de síntesis en Figura 1.14A) con la finalidad de mejorar los 

efectos de este fármaco y además incorporarle otras propiedades farmacológicas que 

confiere el propio grupo nitroalquenilo.  

Durante mis estudios de Maestría, estudiamos las principales propiedades 

fisicoquímicas, en particular su reactividad como electrófilo, así como algunos de los 

efectos antiinflamatorios previamente reportados para otros nitroalquenos. 

A continuación, analizaremos los principales resultados obtenidos en este sentido 

durante mis estudios de Maestría y que forman parte de los resultados experimentales 

sobre los que generamos la hipótesis de trabajo de mi tesis Doctoral. 

La caracterización fisicoquímica de este compuesto nos dio como resultado que el SANA 

es un potente compuesto electrófilo que es capaz de reaccionar formando aductos con 

nucleófilos de bajo peso molecular como el β-mercaptoetanol y el glutatión (GSH). Esta 

reactividad electrofílica ha sido característica de los nitroalquenos de generaciones 

anteriores. Esto se ha estudiado mediante análisis de espectrofotometría y por 

cromatografía líquida de alta presión (HPLC). En el análisis de la reacción del SANA con 

ambos compuestos por espectrofotometría se observa la desaparición progresiva del 

pico de máxima absorción del SANA (360 nm) luego de la adición de los tioles, 

apareciendo un punto isosbéstico y un nuevo máximo de absorción a 300 nm, lo que 

sugiere la formación de un nuevo aducto covalente (258) (Figura 1.14B y C). Este nuevo 

aducto covalente del SANA con dichos compuestos fue confirmado por LC-MS, donde 

pudimos caracterizarlo (Figura 1.15). Además, dado que la reacción se inhibe en medio 
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ácido, se plantea que el aducto sea producto de una reacción de adición de Michael  

(259). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.14. Síntesis y caracterización de SANA como electrófilo. A) Esquema resumido de síntesis del 

SANA a partir del ácido 5-formil salicílico. B) SANA (10 µM) se solubilizó en buffer fosfato (20 mM) pH 

7.4 y se incubó con β-Mercaptoetanol (BME, 100 μM) o glutatión reducido (GSH, 100 μM). El espectro 

de la reacción se obtuvo entre 200-600 nm, analizando cada 60 s. C) SANA (20 µM) se solubilizó en buffer 

fosfato (100 mM) pH 7.4 o 7.2, incubándose 40 minutos a temperatura ambiente con β-Mercaptoetanol 

(BME, 50 μM). Finalizada la reacción se inyectó en una columna de RP-HPLC C30 250 x 4.6 mm, en un 

gradiente 5-55% de fase B (acetonitrilo + 0.1% ácido fórmico) en 30 minutos. Fase A: agua + 0.1% ácido 

fórmico. Se registraron señales a 360 nm. (A) y (B) tomados de Cal et al, 2025, Nature Metab. 

A) B) 

C) 
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Figura 1.15. Caracterización de la reactividad electrofílica de SANA por LC-MS. Se incubó SANA (10 

mM) con GSH (20 mM) o con BME (14 mM) en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4. Luego de finalizada la 

reacción, se inyectó directamente en espectrómetro de masa acoplado a un HPLC (LC-MS) en fase inicial 

de Acetonitrilo 30%, ácido fórmico 0.1%. Para ambas reacciones se analizó en modo negativo el espectro 

de masa total (Full MS), detectando el pico de SANA (m/z= 208.02) y los respectivos aductos (SANA + 

GSH m/z= 515.11; SANA + BME m/z= 286.04). Para confirmar que estos picos se tratan de los aductos, 

se realizó la fragmentación (MS/MS) de los mismos, obteniéndose un pico mayoritario correspondiente 

al SANA. La diferencia de m/z entre aducto y SANA, coincide con el de los nucleófilos (GSH = 307, BME 

= 78).  
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Como siguiente etapa a la caracterización fisicoquímica, se realizaron estudios de los 

mecanismos de acción antiinflamatoria del SANA. Tomando en cuenta las propiedades 

antiinflamatorias del sillar estructural (el salicilato) y las de los nitroalquenos derivados 

de ácidos grasos y del α-tocoferol, se procedió a estudiar el efecto del SANA sobre las 

principales vías de señalización involucradas en procesos inflamatorios. En lo que 

respecta a vías proinflamatorias, el SANA inhibe la activación y ensamblado del 

inflamasoma NLRP3, además de inhibir la vía dependiente de NF-κB cuando se analiza 

la expresión de dos citoquinas dependientes de ella (Figura 1.16).  

 

 

 

Figura 1.16. SANA inhibe el inflamasoma NLRP3 y NF-B. A) SANA inhibe la liberación de IL-1 

dependiente del inflamasoma NLRP3. Macrófagos THP-1 fueron estimulados con una primera señal de 

LPS (250 ng/mL, 3 hs) seguido de una segunda señal con ATP (5 mM, 45 minutos). Las células fueron 

tratadas con SANA/Salicilito junto a la primera o segunda señal. Se colectaron los sobrenadantes para 

medir IL-1 por ELISA. Datos mostrados como media ± desvío estándar (SD) de tres experimentos 

independientes.  B) SANA inhibe la expresión génica de IL-6 y TNF-, reporteros de NF-B. Macrófagos 

THP-1 fueron tratados con SANA/Salicilato por 2 hs.  Luego se estimularon las células con LPS (1 g/mL, 

3 hs). Después de la estimulación se extrajo mARN con Trizol para analizar expresión génica por qPCR. 

Datos mostrados como media ± SD de tres experimentos independientes. Prueba estadística ANOVA-one 

way, multicomparación Tukey, (*) p ≤0.05. 
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En otro punto, el inflamasoma NLRP3 tiene una implicancia en el desarrollo de la 

alorespuesta que lleva al rechazo (260–264) y SANA es capaz de inhibirlo, lo que también 

es una razón para que este compuesto pueda modular la alorespuesta.   

Recientemente, este compuesto ha mostrado efectos beneficiosos en modelos murinos 

de obesidad inducidos por dieta rica en grasas, esteatosis hepática y resistencia a la 

insulina a través de la estimulación de mecanismos metabólicos a nivel de la respiración 

mitocondrial y termogénesis en tejido adiposo (259). Además, SANA fue sometido a 

distintas pruebas para evaluar toxicidad y seguridad que fueron requeridas para realizar 

el ensayo clínico en humanos, desarrollándose la Fase-I a/b en Australia la cual fue 

culminada con éxito (259).  

Como parte de los nitroalquenos de tercera generación, nuestro grupo también ha 

sintetizado un compuesto que tiene gran similitud estructural con el SANA, que se 

diferencia únicamente en la ausencia del grupo hidroxilo presente en la estructura 

química del ácido salicílico. Este compuesto consiste en el ácido (E)-4-(2-nitrovinil) 

benzoico (BANA), un nitroalqueno derivado del ácido benzoico (265)(Figura 1.17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El ácido benzoico es el sillar estructural de este nitroalqueno, el cual ha sido 

caracterizado por ser una molécula ampliamente usada como conservante de alimentos 

que es excretada en la orina (266), ha sido utilizada farmacológicamente para 

tratamiento en desórdenes del ciclo de la urea en niños (267) y se ha mostrado que 

ejerce efectos neuroprotectores en modelos experimentales de enfermedad de 

Parkinson y Alzheimer (268,269). Al igual que el ácido salicílico, se necesitan 

concentraciones muy altas de benzoico para lograr un efecto terapéutico en humanos. 

En el mismo sentido que se razonó con el SANA, el agregado del grupo funcional 

nitroalqueno puede mejorar este aspecto. El BANA ha mostrado un efecto beneficioso 

en un modelo experimental de esclerosis lateral amiotrófica (ALS) (270), enfermedad 

neurodegenerativa muy severa que progresivamente provoca parálisis por la 

destrucción de neuronas motoras. El efecto mostrado en este estudio fue el 

enlentecimiento de la progresión de la parálisis en los animales tratados con BANA, 

observando una disminución de la microgliosis a través de un mecanismo dependiente 

Ácido benzoico Nitroalqueno del ácido benzoico  

Ácido E-4-(2-nitrovinil) benzoico (BANA) 

Figura 1.17. Estructura química del ácido benzoico (izquierda) y del Nitroalqueno del ácido benzoico, 

BANA (derecha). 
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de la inhibición de NF-B. Dada su similitud estructural con el SANA y las propiedades 

que hasta el momento se conocen, el BANA puede ser otra posible herramienta 

farmacológica para inducir la inmunomodulación de la alorespuesta en trasplantes.  

Hemos visto que el inflamasoma NLRP3 es inhibido por los nitroalquenos y modulado 

por TMEM176B. Este se trata de un complejo multiproteico citosólico que al activarse 

se ensambla para encender a la Caspasa-1, proteasa que cliva a las interleuquinas IL-1β 

e IL-18, importantes citoquinas proinflamatorias (271). Existen diferentes tipos de 

inflamasomas (272–275), aunque todos tienen en común que necesitan dos señales 

para su activación, una primera de cebado (“priming”) y una segunda de ensamblado. 

En particular, el inflamasoma NLRP3 se activa mediante una primera señal de peligro 

como por ejemplo lipopolisacáridos bacterianos (LPS) y una segunda que promueva el 

ensamblado mediante cambios en el gradiente iónico de potasio y calcio, como pueden 

ser el ATP, cristales de colesterol (276), cristales de urato o nigericina. Hay trabajos que 

muestran un papel importante del inflamasoma NLRP3 y la IL-1β en promover la 

respuesta inmune que lleva al rechazo de trasplantes (260–264), lo cual nos llevó a 

pensar como posibilidad que TMEM176B y SANA modulen la alorespuesta a través de la 

inhibición del inflamasoma. 

Además, y como ya mencionamos, los nitroalquenos inducen a HO-1 (236,237), enzima 

antioxidante y citoprotectora que ha sido mostrada en bibliografía previa que ejerce 

importantes efectos favorables en modelos de alotrasplantes de corazón (239,240). 

Debido a la relevancia que toma en este trabajo, describiremos a continuación a esta 

enzima. 

Hemoxigenasa-1 cumple funciones inmunomoduladoras en trasplantes 

Hemoxigenasa-1 (HO-1) es una enzima que tiene funciones citoprotectoras y 

antioxidantes, cuyo sustrato principal son las moléculas de grupo hemo (Protoporfirina 

IX de hierro) que se encuentran libres sin estar asociadas a hemoproteínas. Las 

moléculas de hemo cuando se encuentran en forma libre son prooxidantes debido a que 

desencadenan la producción de radicales libres como por ejemplo especies reactivas del 

oxígeno (ROS), generándose condiciones de estrés oxidativo (238).  

En humanos y roedores existen dos isoenzimas Hemoxigenasas, llamadas 

Hemoxigenasa-1 (HO-1) y Hemoxigenasa-2 (HO-2). Ambas son expresadas por los genes 

HMOX1 y HMOX2 respectivamente, siendo que HO-1 se caracteriza por ser de expresión 

inducible mientras que HO-2 es constitutiva. Esta diferencia en la expresión de ambas 

hace más probable una rápida inducción de HO-1 en condiciones de estrés oxidativo 

previniendo la muerte celular en respuesta a agonistas proinflamatorios (238), mientras 

que HO-2 al ser constitutiva es menos probable que ejerza funciones citoprotectoras 

frente al hemo libre. Las hemoxigenasas catalizan la degradación de hemo en forma 

libre, dando como productos hierro Fe2+, monóxido de carbono (CO) y biliverdina (BV). 

El Fe2+ pasa a formar parte de complejos con ferritinas como forma de almacenamiento 

de hierro y la biliverdina es convertida por la biliverdina reductasa (BVR) a bilirrubina 

indirecta. Esta acción de las hemoxigenasas generando estos productos finales 

determinan efectos biológicos de citoprotección (Figura 1.18).    
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La expresión de HO-1 es regulada principalmente a nivel transcripcional por la vía 

antiinflamatoria/antioxidante Nrf2-Keap1. Nrf2 es un factor de transcripción que en 

estado basal está localizado en el citosol unido a Keap1, la cual lo mantiene secuestrado 

e inactivo. En condiciones inflamatorias o de estrés oxidativo, moléculas electrófilas y 

ROS reaccionan con las cisteínas de Keap1 ocasionando un cambio conformacional que 

permite la liberación de Nrf2 y su posterior translocación al núcleo. En el núcleo, el factor 

Nrf2 se une a promotores de genes de elementos de respuesta antioxidante (ARE, sigla 

en inglés) que codifican la expresión de enzimas de fase 2 con funciones detoxificantes, 

antioxidantes, citoprotectoras y antiinflamatorias (277,278). Entre este grupo de 

enzimas se encuentra HO-1, codificada por el gen HMOX1 englobado en los ARE (238) 

(Figura 1.19). 

 

Figura 1.18. Degradación de hemo libre por HO-1. El hemo en forma libre puede catalizar la formación 

de radicales hidroxilos que generan citotoxicidad. HO-1 degrada el hemo libre a biliverdina (BV) 

(convertida luego a bilirrubina por la biliverdina reductasa, BVR), monóxido de carbono (CO) y hierro 

(Fe) que luego es almacenado en ferritinas (FtH). Estos productos finales promueven efectos 

citoprotectores. Tomado de Gozzelino, R., 2010, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.   
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Como se ha mencionado, los nitroalquenos son activadores de la vía Nrf2-Keap1 debido 

a sus propiedades electrofílicas que les permite reaccionar con cisteínas reactivas de 

Keap1 permitiendo liberar el factor para que se transloque al núcleo e induzca la 

expresión de las enzimas de fase 2 (233,235). Además, se ha mostrado que el ácido acetil 

salicílico induce la expresión de HO-1 a través de la activación de Nrf2 (279) y el salicilato 

induce conversión de tejido adiposo blanco a un similar marrón (“beiging”) por la 

polarización de macrófagos M2 debido a la inducción de HO-1 (251), sugiriendo estos 

datos que el SANA pueda ser también un inductor de HO-1. 

HO-1 es por tanto una enzima inducible y su expresión depende principalmente de la 

activación de Nrf2-Keap1. Se conoce que esta vía es activada es por electrófilos que 

actúan sobre Keap1, aunque también se ha reportado que existen otras vías que activan 

Nrf2-Keap1 e inducen HO-1. Además, también se ha reportado que los nitroalquenos 

derivados de ácidos grasos pueden inducir la expresión de HO-1 a través de la regulación 

de ERK (280), una proteína señalizadora perteneciente a las proteínas quinasas activadas 

por mitógenos (MAPKs) que describiremos a continuación. 

Determinadas vías de las MAPKs pueden llevar a la inducción de HO-1 (281–284). Estas 

proteínas señalizadoras responden a diversos estímulos de estrés celular y 

funcionalmente están relacionadas al crecimiento y a desencadenar mecanismos 

 

Figura 1.19. Mecanismos moleculares de la vía Nrf2-Keap1. En condiciones basales, Nrf2 se encuentra 

inactivo en el citosol unido a Keap1, siguiendo las rutas de degradación de proteínas en caso de ausencia 

de activación. En condiciones de estrés oxidativo, electrófilos y ROS reaccionan con cisteínas de Keap1 

liberando a Nrf2 para su translocación al núcleo, uniéndose a promotores de genes ARE que codifican la 

expresión de enzimas detoxificantes de fase 2 y proteínas antioxidantes. Tomado de Motohashi, H. et al; 

2004, Trends in Mol. Medicine.  
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reguladores contra el estrés. En los vertebrados, las tres principales vías MAPKs son la 

quinasa extracelular regulada por señalización (ERK), c-Jun quinasa N-terminal (JNK) y 

p38. Las vías de las MAPKs consisten en una cascada de señalización mediante sucesivas 

fosforilaciones de quinasas que son desencadenadas por estímulos externos 

reconocidos por receptores tirosina-quinasa de la membrana celular. En el caso de ERK, 

los estímulos que la activan son factores de crecimiento, hormonas y citoquinas, 

mientras que JNK y p38 es por estímulos de estrés celular y proinflamatorios (285). La 

secuencia de fosforilaciones consiste en tres módulos de quinasas: MAPKKK, MAPKK y 

MAPK. Las MAPK al ser fosforiladas son activadas y se translocan al núcleo para fosforilar 

a los correspondientes factores de transcripción, siendo dicha modificación crucial para 

la expresión génica de importantes proteínas relacionadas a respuestas al estrés, 

proliferación y diferenciación (Figura 1.20). 
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La activación de estás tres vías están relacionadas a la expresión de HO-1 a través de 

diversos mecanismos. En el caso de ERK, su activación en fibroblastos tratados con Eckol 

(compuesto florotanino presente en algas) contribuye a la expresión de HO-1 a través 

de la fosforilación de Nrf2  (281) y en células LMH (hepatoma de ave) el arsenito induce 

HO-1 vía ERK (282). Por otro lado, se ha reportado que JNK induce en hepatocitos de 

rata la expresión de HO-1 (283), así como p38 también la promueve por el tratamiento 

de fitofenoles y curcumina en células epiteliales renales porcinas (284) y por arsenito en 

células LMH (282). 

Otro mecanismo regulador de HO-1 y de Nrf2-Keap1 es la vía de señalización fosfatidil 

inositol 3-quinasa/Akt (PI3K/Akt). En este sentido, la activación mediante fosforilación 

de Akt permite que Nrf2 sea fosforilado y en consecuencia se active translocándose al 

núcleo para inducir la expresión de HO-1 (286) (Figura 1.21). Además, se ha reportado 

que HO-1 puede ser fosforilada por Akt de manera postranscripcional (287).  

 

Figura 1.20. Vía de las MAPKs ERK, JNK y p38. La vía de las MAPKs consiste en una cascada de 

señalización por fosforilación que se desencadena a partir de un estímulo externo a través de receptores 

tirosina-quinasa (RTKs), componiéndose por tres módulos de quinasas que son las MAPKKK que 

fosforilan a las MAPKK y estas después a las MAPK. Estas últimas se translocan al núcleo y fosforilan a 

los factores de transcripción para ejecutar su acción correspondiente. Estas vías están relacionadas a 

funciones de proliferación , diferenciación y a respuestas de estrés.  Tomado de Pua, L.J.W et al.; 2022; 

Int. J. Mol. Sci.  
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La vía PI3K/Akt es importante en la regulación del metabolismo de la glucosa, la 

respuesta inflamatoria y la protección de la célula contra factores de estrés (288). Las 

PI3K de clase I son quinasas que fosforilan al lípido fosfatidil inositol y sus derivados en 

la posición 3 del anillo inositol (289,290), el cual al ser fosforilado recluta proteínas que 

actuarán como efectores de la vía PI3K. Uno de los principales efectores es la proteína 

quinasa Akt, siendo reclutada a la membrana plasmática por el fosfatidil inositol (3,4,5)-

trifosfato (PIP3) junto a PDK1 y mTORC2, donde será fosforilada y activada. La activación 

total requiere de la fosforilación en dos sitios: en la treonina 308 (Thr308) y en la serina 

473 (Ser473), catalizados por PDK1 y mTORC2 respectivamente (291). Una vez activada, 

Akt regula funciones relacionadas a la síntesis de proteínas, expresión génica y 

supervivencia celular, siendo los blancos directos más estudiados la glucógeno sintasa 

quinasa 3 (GSK-3) y los complejos TSC1/2 que regulan la vía mTORC1 (154,289) (Figura 

1.22). Además, la activación de la vía PI3K/Akt regula la maduración y las funciones de 

las células dendríticas (292), lo que sugiere que pueda modular la respuesta inmune. 

Figura 1.21. Expresión de HO-1 dependiente de PI3K/Akt. La activación de Akt por fosforilación de Ser473 

y Thr308 permite que esta quinasa fosforile blancos importantes para distintas funciones celulares. 

Dentro de esos blancos se encuentra la vía Nrf2-Keap1, permitiendo la activación de Akt la disociación de 

Nrf2 y su translocación al núcleo para inducir la expresión de HO-1.  Tomado de Zhang, B. et al; 2016; 

Molecules.   
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La importancia de que HO-1 sea inducible y expresada a través de diferentes 

mecanismos de regulación, se debe a su relevancia funcional ya que se trata de una 

enzima citoprotectora, antioxidante y antiinflamatoria. También se ha estudiado y 

pasaremos a analizar el papel de HO-1 a nivel del sistema inmune, con propiedades 

moduladoras tanto a nivel innato como adaptativo.  

Se conoce que la expresión de HO-1 disminuye los marcadores de maduración de células 

dendríticas (293) como CD86 y MHC de clase II, impidiendo que se activen linfocitos T y 

se desencadenen respuestas efectoras. También se conoce que HO-1 produce CO y este 

inhibe la proliferación de linfocitos T (294,295). Esta enzima se encuentra mayormente 

expresada en células de la inmunidad innata, principalmente en macrófagos y células 

dendríticas, aunque también se ha estudiado que se expresa en linfocitos T CD4+ (296) 

y su expresión en células presentadoras de antígenos promueve la diferenciación y 

acción de Tregs (297,298). 

Centrándonos en las células dendríticas (DCs) que serán objeto de estudio en este 

trabajo, sabemos que HO-1 se expresa de forma inducible luego de una estimulación 

como, por ejemplo, LPS (299). Se ha descrito que, cuando HO-1 se encuentra expresada 

en una célula dendrítica, ocurren mecanismos que contribuyen a la modulación de la 

Figura 1.22. Mecanismos de señalización de la vía PI3K/Akt. Ante el reconocimiento de un estímulo 

como la insulina, se activa mediante señalizaciones de receptores a la quinasa PI3K que fosforila al 

fosfatidil inositol (PIP2) de la membrana celular, convirtiéndolo a fosfatidil inositol trifosfato (PIP3). El 

PIP3 recluta a la membrana a PDK1, mTORC2 y Akt, lugar en que ocurre la activación de Akt mediante 

fosforilación de Ser473 catalizada por mTORC2 y de Thr308 catalizada por PDK1. La activación de Akt 

desencadena la regulación de diversas funciones actuando sobre blancos vinculados a la síntesis de 

proteínas, expresión génica y funciones de supervivencia celular, destacándose los complejos TSC1/2 de 

la vía mTORC1, FOXO1 y GSK-3.  Tomado de Acosta-Martinez, M. et al; 2022, Int. J. Mol. Sci 
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respuesta inmune y a la tolerancia. Una característica que tienen las DCs que expresan 

HO-1 es que muestran un fenotipo más tolerogénico y con menor maduración 

(293,300), disminuyendo la expresión de marcadores de superficie como CD40, CD80, 

CD86, mayor secreción de IL-10 y menores niveles de IL-12 e IL-23 (298). Esto provoca 

que la diferenciación de linfocitos T que reconocerán el antígeno presentado por la DC, 

serán menos efectores y se promoverá una mayor diferenciación de Tregs. De hecho, en 

contextos inflamatorios de las vías respiratorias, se ha visto que las DCs que expresan 

HO-1 promueven la diferenciación de Tregs por los mecanismos que se describieron 

(298). Esto también se ha observado en contextos de infecciones virales por herpes 

simple (301), donde las DCs que expresan HO-1 conducen a la expresión de moléculas 

antiinflamatorias como PD-L1 e IL-10, se generan linfocitos Tregs y además HO-1 

preserva la viabilidad de las DCs.  

La expresión de HO-1 en células presentadoras de antígenos (APCs) además de favorecer 

la generación de Tregs, explica las capacidades supresoras de estos linfocitos (297). En 

el trabajo de George J. et al, 2008, AJP (297), se muestra in vivo en esplenocitos 

provenientes de bazo de ratones deficientes en HO-1 (HO-1-/-) que hay más células T que 

expresan FoxP3 entre las CD4+CD25+ comparado a los WT. Sin embargo, los linfocitos T 

CD4+CD25+ de animales HO-1-/- tienen menor expresión de LAG-3, marcador asociado a 

la función supresora de los Tregs (302,303). Contrariamente, los experimentos in vitro 

de supresión de células T efectoras muestran que los linfocitos Tregs CD4+ FoxP3+ CD25+ 

provenientes de ratones HO-1-/- no ven afectada su capacidad supresora comparado a 

los provenientes de WT. En cambio, cuando se analizó la capacidad supresora de los 

Tregs sobre las Teff incubado con APCs provenientes de animales HO-1-/-, el efecto 

supresor es menor respecto a la condición incubada con APCs de WT. Esto indica que la 

expresión de HO-1 en células presentadoras como las dendríticas, favorece que las Tregs 

desempeñen correctamente su función supresora, aspecto que les permite modular la 

respuesta de las células involucradas en las respuestas efectoras. 

HO-1 también ha sido asociada con el aumento de Tregs en otros contextos como 

inflamación intestinal y embarazo (304,305), en los que de igual manera que 

mencionamos anteriormente, el aumento se debe a la presencia de HO-1 en las APCs, 

particularmente en las DCs. Esto es clave en la funcionalidad supresora de las Tregs, 

además que su expresión en células dendríticas las conduce hacia un fenotipo 

tolerogénico que promueve la inducción de Tregs FoxP3+ (298). Esto se ha demostrado 

in vitro e in vivo en modelos murinos de inflamación respiratoria y pulmonar, donde la 

inducción de HO-1 inhibió la maduración de BMDCs estimuladas con LPS. Estas 

mostraron un fenotipo más tolerogénico, mayor producción de IL-10 y diferenciación de 

Tregs aumentando las frecuencias. Estos resultados van acompañados de un efecto in 

vivo que disminuye la inflamación respiratoria junto a un incremento de Tregs 

CD4+CD25+FoxP3+ en ratones inyectados con CoPP (inductor de HO-1) (298).  En su 

conjunto, los datos acumulados posicionan a HO-1 como una proteína 

inmunomoduladora y tolerogénica, convirtiéndola en un blanco potencial para regular 

distintas respuestas inmunes. De hecho, HO-1 tiene un papel importante en la 

modulación de la alorespuesta de trasplantes (306,307). En modelos de trasplante de 
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corazón heterotópico en roedores, la sobrevida del corazón trasplantado mejora y se 

previene el rechazo crónico cuando se sobreexpresa HO-1 (239,240) modulando la 

alorespuesta mediante la inducción de muerte celular de linfocitos T inducida por 

activación (AICD, sigla en inglés) (308). Este último punto, junto a los efectos 

inmunomoduladores ya descritos, sugieren a HO-1 como importante mecanismo 

modulador de la respuesta al rechazo de trasplantes y potencial blanco farmacológico 

que pueda ser inducido. Como se ha descrito, los nitroalquenos activan la vía Nrf2-Keap1 

que regula la expresión de HO-1, donde específicamente los ácidos grasos nitrados 

activan la expresión de HO-1 en células endoteliales y se ha visto también que dicho 

efecto es mediado por mecanismos independientes de Nrf2, como el elemento de 

respuesta a cAMP (CRE), la vía AP-1 y las interacciones con el elemento de respuesta a 

E-box (236,237). Por este motivo, el SANA como un compuesto que tiene el grupo 

funcional nitroalquenilo podría actuar como inductor farmacológico de HO-1. Esto 

sumado a que su sillar estructural, el salicilato, también ha mostrado efectos inductores 

de HO-1 en macrófagos de tejido adiposo (251) y su derivado acetilado (ácido 

acetilsalicílico) activa Nrf2 e induce HO-1 en melanocitos humanos protegiéndolos del 

estrés oxidativo (279). 
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HIPÓTESIS 

 
Tomando en cuenta los efectos moduladores de la inflamación observados para el SANA, 

sumado a que los nitroalquenos inducen la expresión de la enzima antioxidante y 

citoprotectora HO-1 y que pueden activar canales iónicos, hipotetizamos que el SANA 

podría inducir mecanismos activos de regulación de la alorespuesta que favorezcan la 

sobrevida del aloinjerto. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 

Estudiar los efectos y mecanismos inmunomoduladores involucrados en un posible 

efecto benéfico del SANA en la alorespuesta que favorezcan la sobrevida del aloinjerto.   

 

Objetivos específicos 

 

1. Estudiar el efecto de SANA en modelos animales de trasplantes.  

2. Elucidar los mecanismos reguladores inducidos por SANA y analizar si 

TMEM176B es activado farmacológicamente por este compuesto. 

3. Estudiar el papel de la activación farmacológica de TMEM176B en modelos de 

trasplantes analizando la sobrevida del aloinjerto.  

4. Estudiar los efectos inmunomoduladores de un tratamiento que combine SANA 

con un inmunosupresor específico por corto tiempo como potencial encare 

terapéutico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Animales 

Los ratones utilizados en este trabajo fueron obtenidos y mantenidos en el bioterio SPF 

de la Unidad de Biotecnología de Animales de Laboratorio (UBAL) del Institut Pasteur de 

Montevideo. En el modelo de alotrasplante de piel en contexto de antígenos menores 

fueron usados ratones de la cepa C57BL/6 y genéticamente modificados para 

Tmem176b (WT y Tmem176b-/-) con edad de entre 6 y 12 semanas. En los alotrasplantes 

de piel en contexto de antígenos mayores se utilizaron donantes de la cepa BALB/c y 

receptores C57BL/6. Los ratones Tmem176b-/- fueron generados de la cadena 129/SvJ y 

los heterocigotos fueron cruzados por 10 generaciones sobre un fondo C57BL/6 (Janvier, 

Saint Berthevin, France) como se reportó en Segovia et al., 2014, AJT (185). En 

experimentos in vitro se colectó de ratones C57BL/6 médula ósea de tibia y fémur para 

generar células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDC). La edad de los animales 

utilizados fue entre 6 y 20 semanas. Además, se utilizaron ratones BALB/c con similar 

edad para colectar ganglios y bazo en los experimentos de Reacción Linfocitaria Mixta 

(MLR) y estimulación de linfocitos T libre de células presentadoras de antígenos (APC-

free). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética en Uso de 

Animales del Institut Pasteur de Montevideo (CEUA). Para el modelo de alotrasplante 

de piel corresponden los protocolos N° 002-17 y 005-21, mientras que para los cultivos 

celulares corresponden los protocolos N° 014-18 y 008-23. Todos los procedimientos 

con animales fueron ajustados en forma acorde a la metodología aprobada en estos 

protocolos. El modelo de alotrasplante de corazón en contexto de antígenos mayores 

fue realizado por nuestros colaboradores en el bioterio del “Centre de Recherche en 

Transplantation et Immunologie” (INSERM UMR 1064) de la ciudad de Nantes, Francia. 

En estos experimentos se usaron ratas Lewis1W y Lewis1A con procedimientos acordes 

a las reglas éticas de INSERM. 

 

Cultivo de células dendríticas derivadas de médula ósea 

Se colectó médula ósea de tibia y fémur de ratones C57BL/6 y se colocaron en placas de 

Petri de 100mm con medio RPMI GlutaMAX (Gibco-Thermo Fisher) suplementado con 

10% de suero bovino fetal (SBF, Gibco), buffer HEPES (10 mM, Gibco), Piruvato de sodio 

(Gibco, aminoácidos no esenciales MEM (Gibco), 2-mercaptoetanol (0.05 mM, Sigma 

Aldrich), Glutamina (Gibco) y Penicilina-estreptomicina (PenStrep, Gibco). Para la 

diferenciación se agregó GM-CSF (dilución 1:2000 del sobrenadante stock) al medio 

celular en los días 0, 3 y 6. Las células se incubaron a 37°C, 5% CO2 durante 8 días. En el 

día 3 se agregó 10 mL de medio fresco con GM-CSF y en el día 6 se reemplazaron 10 mL 

con medio + GM-CSF. Finalmente, las células adherentes se colectan descartando el 

sobrenadante y agregando PBS-FBS 2%-EDTA 0.7 mM para despegarlas mediante el uso 

de pipeta.   
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Modelos animales de trasplante y tratamientos 

El modelo de alotrasplante de piel en contexto de antígenos menores fue realizado 

tomando un trozo de piel de la cola de un ratón macho C57BL/6 para implantarla 

mediante cirugía menor en la región subescapular izquierda de un receptor hembra de 

la misma cepa. En el alotrasplante de piel en contexto de antígenos mayores, la 

diferencia está en el uso de un ratón hembra de la cepa BALB/c del cual se colecta un 

trozo de piel de la cola. El injerto de piel obtenido del donante consiste en un cuadrado 

de 1cm2 aproximadamente, suturándose en el ratón receptor en los vértices y puntos 

medios, protegiéndolo durante 7-10 días con gasa y venda. Quince días después de la 

cirugía se monitorea visualmente el injerto trasplantado cada 48/72 horas, 

diagnosticando rechazo cuando el tamaño del injerto se retrae más de un 50% y/o se 

presenta necrosis en más del 10% de la superficie. Las hembras receptoras fueron 

tratadas con SANA (sintetizado en el Laboratorio de Síntesis Orgánica y Desarrollo de 

Fármacos, Institut Pasteur de Montevideo)(245,259), Salicilato (Sigma) o BANA (también 

sintetizado en el Laboratorio de Síntesis Orgánica y Desarrollo de Fármacos)(265,270) a 

una dosis de 100 mg/kg/día por vía oral, desde el día previo a la cirugía hasta 15 días 

postrasplante. Ambos compuestos fueron preparados y administrados en suspensión 

con una solución que contiene Carboximetil celulosa 0.5% m/v (Sigma) y Tween80 0.5% 

v/v (Sigma).  

Para los estudios de HO-1 en la sobrevida se administró el inhibidor Protoporfirina IX de 

estaño (SnPP, Enzo Life Sciences) a una dosis de 40 mg/kg por vía intraperitoneal en los 

días -1; 3; 7; 11 y 15 postrasplante. El SnPP fue preparado en una solución de PBS-NaOH 

0.1 N que luego fue ajustado a pH 7.4. Como vehículo control se administró PBS. El 

modelo de trasplante de corazón en contexto de antígenos mayores en ratas fue 

realizado por nuestros colaboradores del Centre de Recherché en Transplantation et 

Immunologie, INSERM UMR 1064, Nantes, Francia. El corazón para trasplantar fue 

extraído de la rata donante de la cepa Lewis 1W y se implantó mediante cirugía en la 

cavidad abdominal de la rata receptora Lewis 1A, conectando la aorta y vena cava 

inferior para no alterar la circulación sanguínea normal. El corazón propio de la rata 

receptora no se interviene y continúa desempeñando su función en forma normal. El 

tratamiento con SANA y ácido salicílico fue de una dosis de 100 mg/kg vía oral en el 

mismo vehículo y en igual ventana temporal que en el modelo de trasplante de piel en 

ratones. Luego se monitorean los latidos del corazón implantado en el abdomen 

mediante palpación y se diagnostica rechazo cuando estos se detienen.   

 

Western blot 

Las BMDC fueron generadas de ratones WT y Tmem176b-/-, luego de diferenciadas a día 

8 se trataron con SANA (0-0.2 mM) y se incubaron por 24 horas a 37°C, 5 % CO2. Luego 

del tratamiento, se colectaron las células mediante raspado con espátula y se lisaron 

con buffer RIPA (25 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP40, 1% deoxicolato de sodio, 

0.1% SDS) suplementado con NaF (5 mM), cocktail inhibidor de proteasas (Roche), β-
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glicerofosfato (50 mM), Nicotinamida (5 mM) y ortovanadato de sodio (1μM), este 

último en muestras donde se analizaron fosfoproteínas. El protocolo de lisis consistió en 

resuspender el pellet de células en el buffer de lisis y se dejó incubando a 4-8°C, 60 

minutos en agitación con posterior centrifugación de 10 minutos a 10000 rcf, 4°C. El 

sobrenadante fue guardado para cuantificar proteínas totales y preparar las muestras 

para el gel. La cuantificación de proteínas se hizo mediante el ensayo con reactivo de 

Bradford (Sigma B6916) o kit de BCA (Sigma BCA1-1KT), usando una curva estándar de 

Seroalbúmina bovina (BSA). Se prepararon las muestras en buffer de carga (Tris-HCl pH 

6.8 1M, SDS 10%, Glicerol 25%, 2-mercaptoetanol 25%, azul de bromofenol 0.005%) para 

sembrar 40 μg de proteína en gel SDS-PAGE con un marcador de peso molecular Protein 

Lader PageRuller (Thermo Fisher 26616). Luego se transfirieron las proteínas del gel a 

una membrana de nitrocelulosa mediante transferencia semiseca. La membrana se 

bloqueó con TBS-T 5% leche descremada o TBS-T 4% BSA por 2 horas a temperatura 

ambiente o toda la noche a 4-8°C, en ambos casos con agitación. Los anticuerpos 

primarios fueron incubados toda la noche a 4°C con agitación lenta y los secundarios 1 

hora a temperatura ambiente con agitación lenta. La señal se generó mediante reacción 

de quimioluminiscencia con sustratos ECL (Thermo 32106), WestPico (Thermo 34080) o 

WestFemto (Thermo 34094) y se adquirieron las imágenes con el equipo ImageQuant-

800 (GE). Finalmente, las imágenes fueron analizadas con el software ImageJ para 

cuantificar las bandas de proteínas. 

 

Expresión génica de HO-1 por qPCR 

Células THP-1 fueron diferenciadas a macrófagos con Forbol 12-miristato 13-acetato 

(PMA, Sigma P8139) 200 nM, 48 hs. Luego de diferenciados los macrófagos fueron 

tratados con SANA/Salicilato (0.1 mM) o DMSO 0.1% (vehículo) por 5 horas a 37°C, 5% 

CO2. Después del tratamiento, se descartaron los sobrenadantes, se lavaron las células 

con PBS y se agregó Trizol Reagent (Thermo-Invitrogen 15596026, 0.25 mL) para 

comenzar la extracción de ARN. Se resuspendieron las células y se disrumpieron con 

jeringa 27G, se agregó 50 μL cloroformo, se agitó vigorosamente por 15 segundos y 

finalmente se incubó por 2 minutos a 4°C. Los tubos se centrifugaron y se guardó la fase 

superior de color transparente para realizar la precipitación con isopropanol incubando 

toda la noche a -20°C. Se centrifugaron los tubos y se lavaron dos veces los pellets con 

etanol 75%, removiendo luego el etanol dejando secar los pellets por 5-10 minutos. 

Finalmente, se resuspendieron en agua de calidad para biología molecular (Thermo-

Invitrogen 10977-015) para la posterior cuantificación de ARN usando Thermo 

NanoDrop. La retrotranscripción de 1 μg de ARN fue realizada usando la enzima 

SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen 18064-014) siguiendo el protocolo del 

fabricante. El ADN copia (ADNc, 20 μg) fue analizado por Reacción en Cadena de la 

Polimerasa cuantitativa en tiempo real (Real-time qPCR) usando Fast Start Universal 

SYBR Green Master (Rox) (Roche 4913914001) y los cebadores usados fueron 

sintetizados por Integrated DNA Technology (IDT): 
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HO-1 humana: Forward 5’-AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC-3’ Reverse 5’-

AAAGCCCTACAGCAACTGTCG-3’.  

β-actina humana fue utilizado como gen de referencia: Forward 5’-

CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’ Reverse 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3’.  

Los niveles de expresión relativa de ARN mensajero (ARNm) fueron calculados usando 

el método comparativo de CT (309), analizando los datos de expresión relativa de genes 

usando el método de 2-ΔΔCT y normalizando con β-actina. 

 

Análisis proteómico por espectrometría de masa. 

Macrófagos THP-1 fueron tratados con SANA 0.1 mM o DMSO 0.1% por 24 hs. Luego del 

tratamiento, las células fueron lisadas con buffer de lisis NETN suplementado con 

inhibidor de proteasas. Se cuantificaron proteínas mediante análisis de densitometría 

en gel de poliacrilamida. Cantidades equivalentes de proteínas de cada muestra fueron 

corridas en gel SDS-PAGE 12% hasta 1-2 cm, fijándose y revelando con azul de Coomassie 

R-250 para luego cortar las bandas y proceder a la extracción de péptidos. Las mismas 

fueron fijadas con una solución de etanol 50% y ácido acético 12%, agitando 10 minutos 

5 veces. Se balancearon con buffer de bicarbonato de amonio 0.2 M + Acetonitrilo 50% 

v/v incubándolas 10 minutos a 30°C con agitación 3 veces. Se agregó acetonitrilo puro 

para secar las bandas y se procedió a reducir y alquilar las muestras. Primero se hizo la 

reducción con DTT 10 mM por 1 hora a 56°C con agitación y luego la alquilación de 

residuos de cisteína con iodoacetamida 55 mM por 45 minutos en agitación a 

temperatura ambiente. Las muestras fueron secadas nuevamente con acetonitrilo puro 

y se realizó posteriormente la digestión en gel con tripsina, realizada en buffer de 

bicarbonato de amonio 50 mM con una concentración final de enzima por muestra de 

0.017 mg/mL, incubando toda la noche a 37°C. Los péptidos trípticos se extrajeron 

cubriendo cada muestra con una solución Acetonitrilo 60%-TFA 0.1% y agitando 1 hora. 

Se colectaron los sobrenadantes y se concentraron en speed vac 20-25 minutos, 

resuspendiendo luego en TFA 0.1%-agua. Se removieron las sales mediante ZipTip 

(Merck Millipore) y las eluciones volvieron a concentrarse en speed vac 

resuspendiéndose nuevamente en TFA 0.1%-agua listo para inyectar en el 

espectrómetro de masa Orbitrap Thermo Q Exactive plus. El procesamiento de datos y 

los espectros fueron analizados usando el software PatternLab for Proteomics V (310). 

La base de datos fue generada usando un proteoma de Homo sapiens descargado de 

Uniprot (05/12/2016) y los contaminantes más comunes en experimentos de 

proteómica fueron incluidos. Para la búsqueda se utilizaron los siguientes parámetros: 

Tolerancia de masa precursora: 40 ppm; Enzima: Tripsina; Especificidad enzimática: 

total; Clivajes perdidos: 2; Modificaciones: oxidación de metioninas como variable y 

carboamidometilación como fija. Las coincidencias de espectros fueron filtradas para 

obtener menos del 1% de la tasa de falso descubrimiento (False Discovery Rate, FDR) en 

el nivel de proteína. Para comparar los proteomas de macrófagos tratados contra los no 

tratados, fueron usados diagramas de Venn y módulos T-fold, herramientas 

proporcionadas por el software de análisis. Los diagramas de Venn permitieron señalar 
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con precisión proteínas detectadas exclusivamente en una condición biológica 

utilizando un modo de probabilidad basado en un modelo Bayesiano integrado en el 

software ( p < 0.05). Para la cuantificación de proteínas nos basamos en el conteo de 

espectros, considerando proteínas identificadas en al menos cuatro de seis réplicas 

biológicas. 

 

Marcación y análisis por citometría de flujo 

Los ganglios drenantes y los injertos de piel trasplantados fueron colectados de los 

ratones trasplantados con sus respectivos tratamientos. El ganglio drenante 

corresponde al axilar izquierdo y fueron disgregados en una solución de PBS + SBF 2% + 

EDTA 0.7 mM, se lavaron y se resuspendieron en la misma solución previo a su 

colocación en placa de FACS. Los injertos de piel fueron colectados y tratados con 

Colagenasa D (Roche) 2 mg/mL, 20 minutos a 37°C. Luego fueron disgregados de igual 

forma que los ganglios en PBS-SBF-EDTA y colocados en placa de FACS. En los ensayos 

in vitro, las células fueron colectadas mediante raspado o pipeteo con PBS, lavadas y 

suspendidas para colocar en placa. Después del procesamiento de los tejidos o células 

se procedió con los correspondientes marcados, comenzando con dos lavados con PBS 

o PBS-SBF-Azida de sodio (PSA). La marcación de células muertas se realizó con DAPI en 

los casos donde no se hizo fijación y con Fixable Viability Dye eFluor506 (eBioscience) 

cuando se fijaron, el cual se agregó una solución de trabajo diluida 1:1000 en PBS e 

incubada por 30 minutos en hielo y protegida de la luz. Luego fueron lavadas dos veces 

con PBS-SBF-Azida y se preparó la mezcla de los anticuerpos de marcadores de 

membrana en sus correspondientes diluciones y agregados a las células por 20 minutos 

en hielo y oscuridad. La fijación fue realizada con Paraformaldehído (PFA) 2% durante 

10 minutos en hielo y oscuridad. Los marcados intracelulares fueron realizados después 

de la fijación, permeabilizando con PSA-Saponina 0.5% por 20 minutos en hielo y 

oscuridad. Se centrifugó la placa y en el caso del marcado para detectar HO-1 se hizo un 

paso de bloqueo con suero normal de rata 10% por 20 minutos en hielo y oscuridad, 

seguido de la incubación con los anticuerpos. El marcado para FOXP3 no se necesitó del 

paso de bloqueo y fue hecho con anti-FOXP3-PE (eBioscience) o su control isotípico anti-

Rat-IgG2k (eBioscience) por 90 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para HO-

1 luego del bloqueo se incubó con anti-HO-1 (abcam) o su control isotípico anti-mouse 

IgG (abcam) incubando el mismo tiempo y condiciones que FOXP3. Luego se hicieron 2 

lavados con PSA-Saponina 0.1% y se incubó con un anticuerpo secundario conjugado a 

Alexa488 (anti-mouse IgG Alexa488, abcam) por 45 minutos en hielo y oscuridad. 

Finalmente, las células volvieron a fijarse con PFA 2% y se guardaron a 4°C.  En el caso 

de células no fijadas la muerte celular se marcó con DAPI (Roche) 1 μg/mL previo a la 

adquisición. Las suspensiones celulares fueron adquiridas en los citómetros de flujo 

Attune NxT (Thermo), Aurora (Cytek), Accuri C6 (BD), FACS Aria Fusion (BD) y Cyan ADP 

(Beckman Coulter), servicio proporcionado por la Unidad de Biología Celular del Institut 

Pasteur de Montevideo. El procesamiento de datos fue realizado con el software FlowJo 

V10. 
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Reacción linfocitaria mixta (MLR) 

Células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDC) fueron generadas de ratones 

C57BL/6 y colocadas en placa de 96 pocillos de fondo redondo en el número 

correspondiente a la proporción que se hizo respecto a las respondedoras. Las células 

respondedoras se obtuvieron de ratones BALB/c colectando ganglios inguinales, axilares 

y mesentéricos. Estos se disgregaron y se suspendieron en PBS para su posterior 

marcación con DDAO/Cell Trace Far Red (CTFR). El marcado con las sondas de 

proliferación DDAO/CTFR (Thermo) consistió en una incubación de las células con 0.66 

μM de la sonda en PBS libre de suero por 15 minutos a temperatura ambiente y 

protegidas de la luz. Luego, se detiene la marcación agregando un volumen en exceso 

de SBF, se centrifuga a 1500 rpm, 5 minutos, 4°C y se lava 2 veces con medio para BMDC. 

Finalmente se agregan las células de ganglios (50000-100000 células por pocillo) a la 

placa que contiene las BMDC adheridas. Los tratamientos fueron a las BMDCs previo al 

MLR con SANA (0.2 mM, 24 hs.), o en el MLR agregando SANA o Salicilato (dosis 

indicadas en las respectivas figuras) o con SnPP (50 µM). El MLR se incubó 3-5 días a 

37°C, 5% CO2. Finalmente, las células se colectaron para marcar con anti-TCR y analizar 

proliferación de linfocitos T por citometría de flujo. 

 

Ensayo de proliferación de linfocitos T APC-free 

Linfocitos T fueron purificados a partir de bazo de ratones BALB/c y estimulados con 

anti-CD3ε (eBioscience) y anti-CD28 (eBioscience). La primera señal consistió en 

sensibilizar una placa de 96 pozos con anti-CD3ε (1μg/mL en PBS) toda la noche a 4°C. 

Se colectaron los bazos de los ratones, se disgregaron y lisaron los eritrocitos para 

obtener esplenocitos totales. Linfocitos T totales fueron purificados usando columna 

magnética con kit de purificación por selección negativa Miltenyi Biotec Pan-T (Miltenyi 

Biontec 130-095-130), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Las células T 

purificadas fueron marcadas con Cell Trace Far Red siguiendo el mismo protocolo del 

MLR para medir proliferación. Posteriormente, se colocaron en la placa sensibilizada 

previamente con anti-CD3ε las células T marcadas con CTFR (200.000 células/pozo) y el 

tratamiento con SANA o salicilato (0.2 mM) fue aplicado en este punto junto a la 

segunda señal anti-CD28 (1 μg/mL). Se incubaron las células por 72 hs a 37°C, 5% CO2 y 

finalmente las células T fueron colectadas para marcar y analizar proliferación por 

citometría de flujo. Estos experimentos fueron adquiridos en el citómetro BD FACS Aria 

Fusion y los datos fueron analizados con el software FlowJo V10. 

 

Ensayo de maduración de BMDC 

Luego de la diferenciación a día 8 de BMDC a partir de ratones C57BL/6, WT o 

Tmem176b-/-, se colocaron las células en placas de Petri de 3cm y se trataron con 

inhibidor de HO-1 tin-protoporfirina IX (SnPP) (50 μM). Luego de 30 minutos se trataron 

con SANA o salicilato (0.2 mM), se dejaron 30 minutos para agregar finalmente el 
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estímulo con LPS (250 ng/mL) y dejar incubando por 24 hs a 37°C, 5% CO2. Las células 

fueron colectadas y marcadas para análisis de fenotipo de maduración por citometría 

de flujo usando los siguientes anticuerpos conjugados a fluorocromos: anti-CD11c (BD 

PECy7), anti-CD86 (BD PE), anti-CD11b (Biolegend PERCPCy5.5), LyC6-LyCG/Gr-1 

(Biolegend FITC) y anti-MHC-II (Biolegend APC). Para marcar muerte celular se utilizó 

DAPI en muestras no fijadas y Fixable Viability Dye eFluor506 en las fijadas. Una vez 

marcadas se adquirieron las muestras en los citómetros FACS Aria Fusion (BD) o en 

Attune NxT (Thermo). 

 

Ensayos de activación e inhibición de Akt y MAPKs   

Se diferenciaron BMDC de ratones C57BL/6 o de WT y Tmem176b-/-. A día 8, las células 

fueron tratadas con SANA (0-0.2 mM) por 10, 30, 60 y 180 minutos en los ensayos de 

activación de Akt, Erk y p38. En los ensayos de inducción de HO-1 inhibiendo Akt, las 

células fueron tratadas con Triciribina, Akt inhibitor V (Sigma-Calbiochem) 10 μM por 30 

minutos, luego se lavaron con PBS para agregar SANA 0.2 mM por 3 horas para analizar 

activación de Akt o 24 horas para analizar inducción de HO-1. Finalizados los 

tratamientos, se removió el medio y se levantaron las células para lisarlas y analizar por 

western blot activación de Akt, Erk 1/2, p38 (proporción de formas fosforiladas/ formas 

totales) o la expresión de HO-1. 

 

Actividad TMEM176B in vitro    

Células CHO fueron transfectadas con los plásmidos pmCherry-N1 (plásmido control) o 

con huTMEM176b-pmCherry-N1 (plásmido que expresa TMEM176B), usando 

Lipofactamina 2000 por 4 hs y luego incubando las células transfectadas por 24 hs. 

Después se cargaron las células con la sonda sensible al sodio ANG-2 (1 mM) incubando 

por 30 minutos a 37°C, se lavaron e incubaron con 140 mM buffer fosfato conteniendo 

sodio o 140 mM del mismo buffer conteniendo NMDG en sustitución del sodio, esto en 

presencia o ausencia de las diferentes dosis de SANA, BANA, salicilato o DMSO (vehículo 

control). Los tratamientos se incubaron por 30 minutos a 37°C y luego se adquirieron las 

muestras por citometría de flujo en los citómetros Accuri C6 (BD) o Attune NxT 

(Thermo). ANG-2 fue detectada en ambos citómetros excitando con láser azul de 488 

nm y adquiriendo con filtro 530/30, mientras que mCherry en el Accuri C6 se excitó con 

láser 488 adquiriendo con filtro 670 LP y en el Attune NxT excitando con láser amarillo 

561nm y adquiriendo con filtro 620/15. Los datos fueron analizados con el software 

FlowJo VX 0.7. Los valores mostrados en las figuras representan la resta de los MFI de 

las muestras con buffer conteniendo sodio menos los MFI de las muestras control con 

buffer conteniendo NMDG. 
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Análisis estadísticos 

Los resultados fueron expresados como la media ± error estándar de la media (SEM). La 

significancia estadística fue evaluada por prueba de análisis de varianza (ANOVA) de una 

o dos vías con posterior prueba de múltiple comparación Tukey. Se eligió aplicar ANOVA 

de una vía (one-way) para comparar una variable cuantitativa a más de dos grupos en 

un único factor (por ejemplo comparación de tratamientos con vehículo, SANA y 

Salicilato). En cambio, se elige aplicar ANOVA de dos vías (two-way) para comparar el 

efecto combinado de dos factores, por ejemplo al comparar por un lado los distintos 

tratamientos y por otro la deleción génica de Tmem176b (WT vs Tmem176b-/-). La 

prueba de múltiple comparación posterior al ANOVA (pos hoc) elegida fue la de Tukey, 

debido a que es adecuado para comparar más de tres grupos, controlando el error tipo-

I (probabilidad de falsos positivos) y manteniendo una buena potencia estadística. Se 

considera significancia estadística con un resultado de valor p ≤ 0.05. Previo a los análisis 

de ANOVA, se verificó si los datos siguen una distribución normal mediante la prueba de 

Shapiro-Wilk, debido a que es adecuado para evaluar normalidad en tamaños de 

muestras pequeños (n < 50). La significancia en los análisis de sobrevida fue evaluada 

mediante la prueba de Log-rank Mantel-Cox, considerando diferencia significativa con 

un p ≤ 0.05. La elección de esta prueba estadística es debido a ser la más adecuada para 

comprar la distribución de sobrevida entre varios grupos, además que considera con 

mayor peso los tiempos de sobrevida más largos. Los análisis estadísticos fueron 

realizados con el software GraphPad Prism 8. 
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RESULTADOS 

 

SANA prolonga la sobrevida de alotrasplantes. 

Para comenzar, nos planteamos estudiar los posibles efectos que el SANA tiene en 

modelos animales de trasplantes, respondiendo al primer objetivo específico de este 

trabajo.  

Para esto se realizaron experimentos de evaluación de sobrevida de alotrasplantes de 

piel con incompatibilidad de antígenos menores (“minor-missmatched”) en ratones 

hembra que recibieron piel de la cola de ratones macho donantes, ambos de la cepa 

C57BL/6. Los receptores fueron tratados con SANA, salicilato o vehículo (dosis de 100 

mg/kg/día por vía oral diariamente desde el día -1 al día 15 postrasplante), evaluándose 

posteriormente la sobrevida del aloinjerto. El grupo de animales tratados con SANA 

mostró una significativa prolongación de la sobrevida del aloinjerto de piel respecto al 

grupo control y también con respecto al grupo salicilato, en los cuales no vimos ningún 

efecto (Figura 2.1 A, B). Por otra parte, gracias al aporte de nuestros colaboradores del 

CRTI en Nantes, se evaluó el efecto del SANA en un modelo de alotrasplantes de corazón 

heterotópico en ratas con incompatibilidad mayor (“fully-missmatched”), observándose 

los mismos efectos favorables en la sobrevida de los trasplantes en el grupo tratado con 

SANA, siendo significativamente mejor comparado con el salicilato en este modelo 

(Figura 2.1 C).  
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Como se ha mencionado en la introducción, en el laboratorio se ha diseñado y 

sintetizado además del SANA otro nitroalqueno con gran similitud estructural: el BANA, 

derivado nitroalqueno del ácido benzoico. Este compuesto también lo hemos tenido en 

cuenta para evaluar los efectos en trasplantes para ir contestando la pregunta si los 

efectos observados para el SANA son genéricos a los nitroalquenos o si también 

dependen de su sillar estructural (el salicilato). Analizamos el efecto del BANA en el 

modelo de trasplante de piel en contexto de antígenos menores. En este caso, los 

ratones tratados con BANA (100 mg/kg/día) siguiendo el mismo protocolo aplicado para 

A 

B                                                                                         C                                                               

Injerto rechazado Injerto aceptado 

Figura 2.1. Efectos de SANA en la sobrevida de alotrasplantes. A) Imágenes de ratones con trasplante 

de piel en contexto de antígenos menores, comparando un injerto de piel rechazado (izquierda) y uno 

totalmente aceptado (derecha). B) Gráfico de sobrevida de trasplantes de piel en ratones en contexto 

de incompatibilidad menor. Ratones hembra C57BL/6 fueron trasplantados con una porción de piel 

proveniente de la cola de donantes macho C57BL/6, con un tamaño de 1 cm
2
 aproximadamente. El 

injerto se colocó mediante cirugía en la región subescapular izquierda de las hembras receptoras. Los 

ratones fueron tratados desde el día -1 al 15 postrasplante con SANA o Salicilato (100 mg/kg, vía oral) 

o con vehículo (grupo control, Carboximetilcelulosa 0.5% m/v + Tween80 0.5% v/v). Después de la 

administración, los injertos fueron controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica rechazo cuando el 

trasplante pierde más de un 50% de su tamaño y/o aparece necrosis en más de un 10%. Los datos de 

sobrevida corresponden al número de animales (n) de cada grupo indicado en la figura, provenientes 

de tres experimentos independientes.  C) Gráfico de sobrevida en trasplante de corazón heterotópico 

en ratas con contexto de incompatibilidad mayor. Se tomó el corazón de una rata donante de la cepa 

LEW1W para implantarlo mediante cirugía en la cavidad abdominal de la rata receptora de la cepa 

LEW1A. Las ratas receptoras fueron tratadas con SANA o Salicilato desde el día -1 al 15 postrasplante. 

Después del trasplante se controló mediante palpación el corazón trasplantado, siendo diagnosticado 

el rechazo cuando los latidos se detienen. Los datos de sobrevida corresponden a 4 animales por grupo 

de un experimento (*) p ≤ 0.05, (**) p ≤ 0.01, (***) p ≤ 0.001. Test estadístico Log-Rank Mantel Cox en 

análisis de sobrevida.  
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el SANA, no mostraron diferencia en la sobrevida en comparación a los tratados con 

vehículo (Figura 2.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados benéficos del SANA en los modelos de trasplantes nos permiten abordar 

a continuación el estudio de los mecanismos moleculares moduladores por el cual el 

SANA prolonga la sobrevida de aloinjertos. 

La actividad iónica de TMEM176B es activada por SANA  

Para abordar el estudio de los mecanismos por el cual el SANA prolonga la sobrevida de 

trasplantes, inicialmente nos centramos en los siguientes potenciales blancos: 

TMEM176B como proteína inmunoreguladora (184–186), el inflamasoma NLRP3 que 

ejerce un papel clave en la alorespuesta y es inhibido por SANA (260–264) (Figura 1.16) 

y HO-1, enzima citoprotectora que es inducida por los nitroalquenos derivados de los 

ácidos grasos insaturados y que presenta importantes efectos benéficos en trasplantes 

(236,237,239,240). 

En primera instancia, estudiaremos si el SANA es capaz de activar farmacológicamente 

al canal catiónico TMEM176B, respondiendo al segundo objetivo específico. Se conoce 

que TMEM176B tiene un papel importante en trasplantes (185,219) y que los 

nitroalquenos de ácidos grasos insaturados son capaces de activar canales iónicos (219). 

Por estas razones, estudiamos a TMEM176B como una proteína cuya función pudiese 

ser regulada por el SANA. Como primer paso, se analizó in vitro si el SANA aumenta la 

actividad iónica de TMEM176B. Para ello, transfectamos células CHO con un plásmido 

Figura 2.2. Efectos de BANA en la sobrevida de alotrasplantes. Gráfico de sobrevida de trasplantes de 

piel en ratones en contexto de incompatibilidad menor. Ratones hembra C57BL/6 fueron trasplantados 

con una porción de piel proveniente de la cola de donantes macho C57BL/6, siguiendo el procedimiento 

descrito en la Figura 2.1 B. Los ratones fueron tratados desde el día -1 al 15 postrasplante con BANA (100 

mg/kg, vía oral) o con vehículo (grupo control). Después de la administración, los injertos fueron 

controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica rechazo cuando el trasplante pierde más de un 50% de su 

tamaño y/o aparece necrosis en más de un 10%. Datos de sobrevida correspondientes al n de animales 

por grupo indicado en la figura, provenientes de un experimento representativo de dos independientes. 

Ns: no significativo. Test estadístico Log-Rank Mantel Cox en análisis de sobrevida. 
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TMEM176B-mCherry para sobreexpresar esta proteína y poder detectar por citometría 

de flujo las células transfectadas. Luego, se incubó a las células con la sonda ANG-2 para 

detectar el sodio intracelular por citometría de flujo, como un indicador de la actividad 

de TMEM176B como canal catiónico. Las células fueron tratadas posteriormente a la 

incubación de la sonda con SANA, Salicilato o vehículo para analizar los efectos de estas 

moléculas sobre su actividad. Al medir la actividad de TMEM176B se observa que el 

sodio intracelular aumenta en las células transfectadas y tratadas con SANA pero no en 

las tratadas con salicilato (Figura 2.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También evaluamos que sucede con la actividad de TMEM176B al tratar las células con 

BANA. Anteriormente observamos que este compuesto no ejerce ningún efecto a nivel 

de la sobrevida del aloinjerto de piel (Figura 2.2), siendo acompañado de que la actividad 

iónica de TMEM176B no se vio afectada por el tratamiento con BANA (Figura 2.4). Estos 

resultados nos sugieren que BANA no ejerce efectos en este modelo de trasplante de 

piel y no activa a TMEM176B, caso contrario al SANA que prolonga la sobrevida y activa 

a TMEM176B. Por esta razón, continuaremos utilizando en este trabajo al SANA como 

herramienta farmacológica en el estudio de los mecanismos inmunomoduladores 

involucrados en la respuesta de los trasplantes. 

 

 

 

 

Figura 2.3. Análisis de actividad iónica de TMEM176B. Células CHO fueron transfectadas con plásmido 

TMEM176B-mCherry o con un control-mCherry. Una vez transfectadas fueron marcadas con la sonda 

ANG-2 sensible a sodio intracelular. Luego de incubar con la sonda, fueron tratadas con SANA 0.1mM, 

Salicilato 0.1 mM o DMSO 0.1% por 30 minutos. Valores de tres réplicas por condición expresados como 

media ± SEM de un experimento representativo de tres independientes. (*) p ≤ 0.05, (***) p ≤ 0.001, ns: 

no significativo, test estadístico ANOVA two-way con test de múltiple comparación Tukey. 
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El efecto de SANA observado en trasplantes es dependiente de Tmem176b 

Conociendo ahora que SANA activa a TMEM176B y tomando en cuenta el papel 

inmunoregulador estudiado para este canal en los alotrasplantes, se decidió determinar 

si TMEM176B es clave en el efecto de SANA a nivel de la sobrevida de trasplantes. Para 

ello se realizó un estudio de sobrevida de los injertos en el modelo de trasplante de piel 

en contexto de antígenos menores utilizando ratones transgénicos “knock out” (KO) 

para Tmem176b (Tmem176b-/-) y sus correspondientes “wild type” (WT). Cuando los 

animales solo reciben vehículo, no hay ningún efecto entre los animales Tmem176b-/- 

frente a los WT, pero cuando reciben tratamiento con SANA, los animales WT prolongan 

la sobrevida del aloinjerto mientras que los Tmem176b-/- tratados con SANA no lo hacen, 

donde la ausencia de Tmem176b impide el efecto de SANA (Figura 2.5).  

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Actividad de TMEM176B en células tratadas con BANA. Células CHO fueron transfectadas 

con plásmido TMEM176B-mCherry o con un control-mCherry. Una vez transfectadas fueron marcadas 

con la sonda ANG-2 sensible a sodio intracelular (30 minutos). Las células fueron tratadas por 30 minutos 

con BANA (dosis indicadas) o DMSO 0.1%. La actividad TMEM176B fue medida por citometría de flujo 

detectando fluorescencia de la sonda ANG-2 en las células mCherry+ y mCherry-. Valores de tres réplicas 

por condición expresados como media ± SEM de un experimento representativo de dos independientes. 

(***) p ≤ 0.001, ns: no significativo, test estadístico ANOVA two-way con test de múltiple comparación 

Tukey. 
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Por tanto, concluimos que TMEM176B es blanco molecular clave en el efecto benéfico 

del SANA a nivel de la sobrevida de trasplantes.  

La sobrevida del aloinjerto de piel en contexto de antígenos menores no es 

prolongada por inhibir la actividad del inflamasoma NLRP3  

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, nos preguntamos cuales son los 

mecanismos inmunomoduladores por los cuales la activación de TMEM176B por SANA 

ejerce este efecto en alotrasplantes. Una de las hipótesis que manejamos como posible 

mecanismo que explique el efecto de SANA en la sobrevida de trasplantes es la 

inhibición del inflamasoma NLRP3. Nosotros observamos que en macrófagos THP-1, el 

SANA inhibe el inflamasoma (Figura 1.16 A), mientras que ya estaba reportado que 

TMEM176B también inhibe la actividad de este complejo supramolecular (184). A esto 

se suma que, en contexto de los trasplantes, la activación del inflamasoma es clave en 

la alorespuesta promoviendo el rechazo (260,311). Por tanto, el inflamasoma 

representa un posible blanco clave de la alorespuesta. Para comprobarlo, realizamos un 

estudio de sobrevida en el modelo de trasplante de piel en contexto de antígenos 

menores utilizando ratones deficientes en Caspasa-1/11 (Caspasa-1/11-/-) y sus WT. 

Como ya se conoce, esta proteasa es un componente muy importante del inflamasoma, 

por lo que su deleción implica un bloqueo de la acción del mismo (271). 

Sorprendentemente, la ausencia de Caspasa-1 no evidenció cambios en la sobrevida de 

los injertos de piel, rechazando de igual manera que los WT (Figura 2.6).  

Figura 2.5. Estudio del papel de Tmem176b en la sobrevida en trasplantes de piel en ratones tratados 

con SANA. Ratones hembra WT o Tmem176b-/- fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones 

machos donantes WT y Tmem176b-/- respectivamente. La piel fue implantada mediante cirugía en la 

región subescapular izquierda. Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg, v.o.) o vehículo 

desde el día -1 al 15 postrasplante. Los datos de sobrevida corresponden al n de animales indicado en 

cada grupo, provenientes de tres experimentos independientes.  (*) p ≤ 0.05. Test estadístico Log-rank 

Mantel Cox.  
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Este resultado no muestra un efecto dependiente del inflamasoma NLRP3 en la 

sobrevida del injerto en este modelo, por lo que decidimos continuar el estudio 

mecanístico analizando otro blanco farmacológico del SANA. 

SANA induce in vitro la expresión de HO-1 en macrófagos y células 

dendríticas  

Los nitroalquenos son inhibidores de importantes vías proinflamatorias y activadores de 

vías antiinflamatorias, antioxidantes y citoprotectoras, siendo relevante en estas últimas 

la inducción de la expresión de HO-1 de manera dependiente e independiente de la vía 

Nrf2-Keap1 (236,237). Para esto se necesitaba confirmar si el SANA efectivamente 

inducía a HO-1, donde obtuvimos un primer resultado luego de realizar un análisis 

proteómico en macrófagos THP-1 tratados con SANA durante 24 horas. De dicho 

análisis, obtuvimos 46 proteínas presentes exclusivamente en las células tratadas con 

SANA, destacándose dentro de ese conjunto de proteínas la presencia de HO-1 como 

una de las proteínas con mayor expresión diferencial en esa condición (Figura 2.7 A)(lista 

de proteínas en Anexo 2). Esto confirma que, al menos en esas condiciones 

experimentales, el SANA conserva la propiedad de otros nitroalquenos sobre HO-1 y nos 

dirige a investigar a HO-1 en el contexto de trasplantes como posible actor mecanístico 

en el efecto inmunomodulador del SANA.  

Para confirmar el resultado obtenido por proteómica, analizamos la expresión de HO-1 

tanto a nivel transcripcional (mediante qPCR) como de la expresión proteica (por 

western blot), observando que en células THP-1 tratadas con SANA (0.1 mM por 5 horas) 

Figura 2.6. Estudio in vivo del inflamasoma en la sobrevida de trasplantes. Trasplante de piel en 

contexto de antígenos menores en ratones receptores hembra WT o Caspasa-1/11
-/- 

trasplantadas con 

sus respectivos donantes macho, realizado de igual forma que en experimentos anteriores. Los datos de 

sobrevida corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de tres experimentos 

independientes.  Test estadístico Log-Rank Mantel Cox, ns: no significativo. 
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se induce la expresión génica de HO-1 (Figura 2.7 B), mientras en células dendríticas 

(BMDC) tratadas con SANA (0.2 mM por 24 horas) se induce HO-1 a nivel de proteína 

(Figura 2.8). 

 

 

Figura 2.7. Estudio de la expresión de HO-1 en macrófagos THP-1. A) Análisis proteómico de macrófagos 

THP-1 tratados con SANA o vehículo (DMSO). Células THP-1 fueron diferenciadas a macrófagos. Luego 

fueron tratadas con SANA 0.1 mM o DMSO 0.1% por 24 hs. Luego fueron lisadas y procesadas para realizar 

la digestión en gel con tripsina y extraer los péptidos. Finalmente, las muestras fueron inyectadas en el 

espectrómetro de masa con sistema LC/MS y los datos fueron procesados utilizando el software Pattern 

Lab for Proteomics V. Para la cuantificación de proteínas, nos basamos en los recuentos espectrales, 

considerando proteínas identificadas en al menos 4 de las 6 réplicas biológicas. Los diagramas de Venn 

muestran el número de proteínas identificadas significativamente en cada condición (P ≤ 0.05). B) 

Expresión génica de HO-1 por qPCR. Macrófagos THP-1 fueron tratados con SANA o Salicilato (0.1 mM) o 

con DMSO 0.1% (Vehículo), incubándose durante 5 horas. Luego se extrajo ARN total con Trizol reagent y 

la expresión génica de HO-1 fue cuantificada por RT-qPCR. El gráfico representa los resultados de dos 

experimentos independientes. Valores de dos réplicas expresados como media ± SEM de dos 

experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05. Test estadístico ANOVA one-way con test de múltiple 

comparación Tukey. 
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SANA induce la expresión de HO-1 in vitro e in vivo en células dendríticas de 

manera parcialmente dependiente de Tmem176b.  

Hasta el momento, tenemos que SANA activa a TMEM176B y además induce la 

expresión de HO-1. Con estos resultados a la vista, nos planteamos la pregunta sobre un 

posible vínculo entre la actividad de TMEM176B y la expresión de HO-1, modulación 

sobre la que no existen datos aún.  

Para comenzar dilucidando esta hipótesis, analizamos la expresión de HO-1 por western 

blot en BMDCs Tmem176b-/- y WT, tratadas con diferentes dosis de SANA durante 24 

horas. El resultado es que SANA induce la expresión de HO-1 en todas las condiciones, 

pero en las células Tmem176b-/-, la expresión fue significativamente menor respecto a 

las WT (Figura 2.9 A, B). Por lo tanto, la expresión de HO-1 inducida por SANA es 

parcialmente dependiente de Tmem176b.  

Obtenido este resultado, decidimos analizar in vivo el efecto de SANA en células 

mieloides y si ello dependía de Tmem176b. Para ello se realizaron los trasplantes de piel 

como en la Figura 2.1 B, donde al día 15 postrasplante se colectaron los injertos de piel 

y el ganglio drenante (dLN) de ratones Tmem176b-/- y WT tratados con SANA o vehículo. 

Los tejidos fueron procesados para analizar HO-1 en células mieloides mediante 

citometría de flujo. Como se observa en la siguiente figura, en el grupo tratado con 

SANA, las células dendríticas CD11chi MHC-II+ CD11b+ en el injerto de piel tienen menor 

porcentaje de células HO-1+ en Tmem176b-/- que en las WT, mientras que en las células 

CD11chi MHC-II+ CD11b- no se observaron diferencias (Figura 2.9 C, D).  

 

A  B                                                               

Figura 2.8. Expresión proteica de HO-1 en BMDC. A) BMDC fueron tratadas después de la diferenciación 

con SANA (0.1-0.2 mM) por 24 hs. a 37°C, 5% CO2. SANA fue vehiculizado en el medio celular y el control 

fue tratado solo con medio. Después de la incubación se colectaron y lisaron las células para analizar 

expresión de proteína HO-1 por western blot. B) Gráfico de cuantificación de las bandas representando 

la proporción de HO-1/Tubulina usando el software ImageJ. Valores de tres réplicas expresados como 

media ± SEM de tres experimentos independientes.  (*) p ≤ 0.05. Test estadístico ANOVA one-way con 

test de múltiple comparación Tukey.   
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Figura 2.9. Función de Tmem176b en la expresión de HO-1. A) Inducción de HO-1 en BMDC dependiente 

de Tmem176b. BMDCs provenientes de ratones Tmem176b
-/- 

o WT fueron tratadas después de 

diferenciadas con SANA (0.1-0.2 mM, vehiculizado en medio celular) por 24 hs. at 37°C, 5% CO2. Después 

del tratamiento se colectaron y lisaron las células para analizar expresión proteica de HO-1 por western 

blot. B) El gráfico representa la cuantificación de la banda correspondiente a HO-1 normalizado al control 

de carga -tubulina usando el software ImageJ. Valores de tres réplicas expresados como media ± SEM 

de tres experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05, (***) p ≤ 0.001. Test estadístico ANOVA two-way con 

test de múltiple comparación Tukey. C, D) Análisis in vivo de poblaciones de células dendríticas que 

expresan HO-1. Ratones hembra WT o Tmem176b
-/- 

fueron trasplantados con piel de la cola de ratones 

machos donantes WT y Tmem176b-/-,
 
respectivamente. Los receptores fueron tratados con o sin SANA 

(100 mg/kg, v.o.) desde el día -1 al 15 postrasplante. A día 15, el injerto de piel y el dLN fueron colectados 

y procesadas para detectar células mieloides que expresan HO-1 (MHC-II
+
 CD11c

hi
 y CD11b

+
 para cDC2 o 

CD11b
-
 para cDC1) por citometría de flujo. Datos expresados como media ± SEM de dos experimentos 

independientes. (*) p ≤ 0.05. Test estadístico ANOVA two-way con test de múltiple comparación Tukey.    
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La regulación de la expresión de HO-1 a través de TMEM176B activado por 

SANA tiene como intermediario un mecanismo dependiente de Akt. 

Nuestros resultados mostraron que la expresión de HO-1 inducida por el tratamiento 

con SANA es parcialmente dependiente de TMEM176B. Esto nos lleva a investigar el 

mecanismo que está involucrado en la regulación TMEM176B/HO-1, siendo los 

principales candidatos las vías de señalización de las MAP quinasas (MAPK) y la vía 

PI3K/Akt. Nos planteamos que estas vías pudieran estar involucradas como 

intermediarios debido a que está descrito que TMEM176B activa a Akt cuando es 

sobreexpresado en células de cáncer de mama (312), además que Akt y la MAPK p38 

tienen un papel en la expresión de HO-1 (286). Además, los nitroalquenos activan a ERK 

(280), otra MAPK que también ha sido descrita que promueve la inducción de HO-1 

(281,282). En base a esto, analizamos las fosforilaciones de Akt, ERK y p38 en BMDCs 

Tmem176b-/- y WT tratadas con SANA (Figura 2.10 A-B y 2.11). Las células WT tratadas 

con SANA muestran un incremento de la fosforilación de Akt en la Serina 473 en 

comparación con las Tmem176b-/- que no muestran cambios (Figura 2.10 A y B). Además, 

se observa que las BMDCs Tmem176b-/- no tratadas tienen mayor Akt fosforilada 

respecto a las WT (Figura 2.10 A y B).  

Seguidamente analizamos por western blot si al inhibir la activación de Akt con triciribina 

se ve afectada la inducción de HO-1. Para ello, las BMDC fueron tratadas primero con 

triciribina (10 μM por 30 minutos) y luego con SANA (0.2 mM por 24 horas). Observamos 

un aumento de la expresión de HO-1 en BMDCs tratadas con SANA y una disminución 

significativa cuando se inhibe Akt con triciribina (Figura 2.10 C y D).  
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     A                                                                                                   B                                                                             

    C                                                                                                   D                                                                             

Figura 2.10. Estudio de la activación de Akt como mecanismo de inducción de HO-1.  A) Activación de 

Akt en BMDC Tmem176b-/- y WT. BMDCs provenientes de ratones Tmem176b
-/- 

o WT fueron 

diferenciadas y tratadas con SANA (0.2 mM, 30 minutos y 3 horas). Luego de la incubación, las células 

se colectaron y lisaron para analizar pAkt (Ser473) y Akt total por western blot. B) El gráfico muestra la 

proporción de pAkt/Akt. Datos de tres réplicas expresados como media ± SEM de tres experimentos 

independientes. (*) p ≤ 0.05. Test estadístico ANOVA two-way con test de múltiple comparación de 

Tukey. C)  Inducción de HO-1 inhibiendo Akt. BMDCs provenientes de ratones C57BL/6 fueron tratadas 

con Triciribina (inhibidor de Akt) 10 M por 30 minutos y luego se lavaron con PBS para tratar con 

SANA 0.2 mM por 24 hs. Las células fueron colectadas y lisadas al finalizar el tratamiento para analizar 

expresión proteica de HO-1 por western blot. D) La gráfica muestra la cuantificación de la banda 

correspondiente a HO-1 normalizada al control de carga -tubulina, con datos de tres réplicas 

expresados como media ± SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05, (**) 

p ≤ 0.01. Test estadístico ANOVA one-way con test de multiple comparación Tukey. 
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También se analizó en BMDCs Tmem176b-/- y WT, si desde un punto de vista mecanístico 

p38 y ERK estaban involucradas en la regulación del eje SANA-Tmem176b-HO-1. Al 

estudiar la activación por fosforilación de estas vías por western blot, no se observaron 

efectos (Figura 2.11). 

 

SANA modula la maduración de células dendríticas. 

Nuestros resultados sugieren un mecanismo en que la activación farmacológica de 

TMEM176B por SANA promueve la inducción de HO-1 a través de Akt (Figura 2.10). Nos 

propusimos entonces demostrar funcionalmente que este mecanismo está involucrado 

en la modulación de la respuesta inmune, comenzando por el estudio de la maduración 

de las células dendríticas ya que tanto TMEM176B como HO-1 modulan la maduración 

de estas células (190,192,293). Además, existen reportes indicando que el ácido acetil 

     A                                                                                               B                                                                             

     C                                                                                              D                                                                             

Figura 2.11. Estudio de la activación de MAPKs como mecanismo de inducción de HO-1. BMDCs 

provenientes de ratones Tmem176b
-/- 

y WT fueron tratadas con SANA 0.2 mM por 30 minutos, 1 hora y 3 

horas. Finalizados los tratamientos se colectaron y lisaron las células para analizar por western blot A) 

pERK 1/2 y ERK 1/2 total, C) P-p38 y p38 total. Los gráficos muestran la cuantificación correspondiente a 

las bandas y la proporción entre: B) pERK/ERK total y D) P-p38/p38 total, datos de tres réplicas expresadas 

como media ± SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05. Test estadístico 

ANOVA two-way con test de múltiple comparación de Tukey.   
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salicílico (Aspirina®) inhibe dicha maduración (313). Debido a la similitud que el SANA 

tiene con este fármaco, nos pareció importante explorar si tiene un efecto sobre la 

maduración de las células dendríticas.  

Se analizaron los cambios en el fenotipo de maduración en BMDCs, midiendo la 

expresión (en porcentaje) de las moléculas MHC de clase II y CD86. Como vemos a 

continuación, la maduración de las BMDCs inducida por LPS es inhibida de manera 

significativa por el SANA, mientras que el salicilato (sillar estructural del nitroalqueno) 

no la inhibe (Figura 2.12).  

Se ha reportado que la expresión de HO-1 inhibe la maduración de células dendríticas 

(293). En ese sentido,  estudiamos su rol en la maduración de BMDCs tratándolas con 

un inhibidor conocido de la actividad de HO-1, la protoporfirina IX de estaño (SnPP). 

Observamos que, en presencia de este inhibidor, las células tienen porcentajes similares 

de expresión de MHC-II+ y CD86+ que la condición no tratada, mientras que la condición 

tratada con SANA muestra porcentajes menores (Figura 2.13).   

 

 

 

 

 

     A                                                                          B                                                                           

Figura 2.12. Análisis de la maduración de células dendríticas tratadas con SANA. BMDCs fueron tratadas 

con SANA o Salicilato (0.2 mM) y con LPS (250 ng/mL) por 24 hs. La maduración de células dendríticas 

fue analizada por citometría de flujo considerando la población celular MHC-II
+
 CD86

+
 en CD11c

+
. El 

análisis de datos se llevó a cabo utilizando el software FlowJo V10. Los datos de tres réplicas se muestran 

como media ± SEM de un experimento representativo de tres independientes. (*) p ≤ 0.05. Test 

estadístico ANOVA one-way con test de múltiple comparación Tukey.   
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Sin embargo, al inhibir HO-1 con SnPP en ausencia de tratamiento con SANA, el 

porcentaje de marcadores de maduración aumenta respecto a la maduración basal con 

LPS. De todas formas, en la condición SANA + SnPP la maduración disminuye 

significativamente respecto a SnPP solo, restableciéndose a porcentajes similares a la 

condición sin tratamiento. 

Para determinar si el efecto inhibitorio del SANA es dependiente de Tmem176b, se 

estudió el fenotipo de maduración en BMDCs de ratones Tmem176b-/- y WT.  Cuando 

las células son tratadas con SANA, la expresión de los marcadores de maduración 

disminuye de manera significativa tanto en WT como en Tmem176b-/-.  Sin embargo, en 

las BMDCs Tmem176b-/-, el porcentaje de marcadores de maduración es 

A                                                                                                                      

Figura 2.13. Función de HO-1 en la maduración de células dendríticas. BMDCs fueron tratadas con SnPP 

(50 µM), SANA (0.2 mM) y LPS (250 ng/mL) por 24 hs. La maduración de células dendríticas fue analizada 

por citometría de flujo considerando la población celular MHC-II
+
 CD86

+
 en CD11c

+
. El análisis de datos se 

llevó a cabo utilizando el software FlowJo V10. Los datos de dos réplicas se muestran como media ± SEM 

de un experimento representativo de tres independientes. (*) p ≤ 0.05 ANOVA one-way con test de 

múltiple comparación Tukey.  
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significativamente mayor respecto a las WT, independientemente de haber sido 

tratadas con SANA o no (Figura 2.14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El rechazo de trasplantes se basa en una respuesta del sistema inmune donde la 

presentación de aloantígenos por células presentadoras y la acción de las células 

respondedoras de la inmunidad adaptativa juegan un rol crucial. En la alorespuesta , son 

importantes las células dendríticas como presentadoras y los linfocitos T como 

respondedores. Por esta razón, analizamos el efecto de SANA sobre los linfocitos T en 

un contexto de alorespuesta. 

SANA inhibe la proliferación de linfocitos T in vitro. 

Analizamos en el contexto de experimentos de MLR (reacción leucocitaria mixta) el 

efecto de SANA sobre la proliferación de linfocitos T. Para esto cocultivamos BMDCs 

provenientes de ratones B6 con células de ganglios provenientes de ratones BALB/c.  

Observamos que en el MLR tratado con SANA 0.2 mM hay una menor proliferación de 

linfocitos T, a diferencia de lo que se observa con el salicilato (Figura 2.15).  

 

 

 

 

Figura 2.14. Maduración de células dendríticas dependiente de Tmem176b. BMDCs provenientes de 

ratones WT y Tmem176b
-/- 

fueron diferenciadas y tratadas con SANA 0.2 mM y estimuladas con LPS (250 

ng/mL) por 24 hs. A las células de la condición no tratado solo se las incubó con medio. La maduración de 

células dendríticas fue analizada por citometría de flujo considerando la población celular MHC-II
+
 CD86

+
 

en CD11c
+
. El análisis de datos se llevó a cabo utilizando el software FlowJo V10. Los datos con 6 réplicas 

por condición se expresan como media ± SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p 

≤ 0.05. Test estadístico ANOVA two-way con test de múltiple comparación Tukey.  

     A                                                                                  B                                                                            

W
T

 
T

m
e
m

1
7
6
b

-/
-  

LPS +SANA LPS No tratado 

1,74 

1,77 

31,0 

34,9 

13,9 

18,7 

CD86 M
H

C
-I

I 

Dentro de células FVD eFluor506
-
CD11c

+
 

No tr
atado

LPS 250 ng/m
L

SANA 0.2 m
M +LPS

0

10

20

30

40

P
o

rc
e

n
ta

je
 d

e
 C

D
8
6

+
M

H
C

+

e
n

 C
D

1
1
c

+

WT

Tmem176b
-/-

✱

✱

✱

✱



Efecto de la activación de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes 

82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Otra pregunta que surge es a qué nivel celular actúa el SANA, donde sabemos que en 

BMDCs inhibe la maduración, mientras resta saber si actúa directamente en los 

linfocitos T. Para responder esto se realizó la estrategia experimental de un sistema de 

activación de linfocitos T libre de APCs (APC-free), estimulando a las células previamente 

purificadas de un bazo de ratón BALB/c con anti-CD3 y anti-CD28. En este ensayo se 

observa que SANA también inhibe la proliferación de los linfocitos T (Figura 2.16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.15. Proliferación de linfocitos T en MLR tratando con SANA.  BMDCs fueron generadas de 

ratones B6 y colocadas en placa de 96 pocillos para su adhesión. Por otro lado, se colectaron ganglios 

linfáticos de ratones BALB/C que se disgregaron y marcaron con DDAO (sonda de proliferación), 

agregándolas a la placa junto a las BMDCs previamente adheridas para su cocultivo en el MLR. A) MLR 

(Proporción 1:10 BMDC: células de ganglio) fueron incubadas con SANA o Salicilato (0.2 mM) por 72 

horas. Las condiciones sin BMDC y MLR fueron incubadas solo con medio. Luego de incubadas se 

colectaron las células y se marcaron con anti-TCR para medir proliferación de linfocitos T mediante 

citometría de flujo (población DDAO- en TCR+). Gráfica de porcentaje de proliferación de linfocitos T. 

Datos expresados como media ± SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05, 

(**) p ≤ 0.01, (***) p ≤ 0.001. Test estadístico One-way ANOVA con test de múltiple comparación Tukey. 

B) Dot plots representativos. 
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El efecto inhibitorio de proliferación de linfocitos T es dependiente de HO-

1 en el MLR 

Los resultados obtenidos hasta ahora, muestran que SANA prolonga la sobrevida de los 

trasplantes (Fig. 2.1), inhibe la maduración de células dendríticas (Fig. 2.12) y la 

proliferación de linfocitos T tanto en un MLR como en un sistema APC-free (Fig. 2.15 y 

2.16). Desde el punto de vista mecanístico, estos efectos son total o parcialmente 

dependientes de Tmem176b y de la inducción de HO-1 (Fig. 2.5; 2.13 y 2.14).  

Teniendo en cuenta que SANA induce HO-1 en células dendríticas tanto in vitro como in 

vivo (Fig. 2.7 y 2.8) y que el efecto inhibitorio de la maduración de BMDCs es 

parcialmente dependiente de HO-1 (Fig. 2.13), es importante estudiar si esto repercute 

en la proliferación de linfocitos T. Por esta razón, nos planteamos un diseño 

experimental en donde se agrega la condición SnPP en el MLR. De esta manera, se 

pretrataron las BMDCs con SANA (0.2 mM por 24 horas) y luego se cocultivaron con las 

células respondedoras provenientes de ganglios, con o sin el tratamiento con SnPP. El 

pretratamiento de las BMDCs con SANA en las condiciones mencionadas es para tener 

expresada HO-1 como anteriormente (Fig. 2.8), mientras que el tratamiento con SnPP 

en el momento del MLR, inhibe la actividad de esta enzima. En esas condiciones, vimos 

que el pretratamiento con SANA determina una significativa disminución de la 

proliferación de células T en el MLR, efecto que es parcialmente revertido al adicionar 

SnPP (Figura 2.17). 

 

Figura 2.16. Proliferación de células T en sistema APC-free. Se colectaron y purificaron células T totales 

mediante columna magnética de esplenocitos de bazo de ratón BALB/c, los cuales se marcaron con la 

sonda de proliferación Cell Trace Far Red (CTFR) y se colocaron en placa previamente sensibilizada con 

anti-CD3 (1 g/mL). Luego se agregó anti-CD28 (1g/mL) y se trataron con SANA (0.2 mM). Se incubaron 

por 72 hs y luego se colectaron para medir proliferación por citometría de flujo (población CTFR- en TCR+). 

A) Gráfica de porcentaje de proliferación de linfocitos T. Datos de cuatro réplicas por condición 

expresados como media ± SEM, provenientes de un experimento representativo de tres independientes. 

(***) p ≤ 0.001. Test estadístico One-way ANOVA con test de múltiple comparación Tukey. B) Dot plots 

representativos. 
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Este resultado muestra que el efecto inhibitorio dependiente de SANA sobre la 

capacidad aloestimuladora de las BMDCs, es parcialmente modulado por HO-1. Esto es 

concordante con los resultados in vitro mostrados anteriormente y apoya que el efecto 

farmacológico del SANA como modulador de la respuesta inmune se debe al eje 

TMEM176B/HO-1. 

SANA prolonga la sobrevida y promueve a los linfocitos Tregs en el injerto 

de manera dependiente de HO-1.  

Sabiendo que SANA activa el eje TMEM176B/HO-1 y que esto tiene un papel protector   

en el modelo murino de trasplante de piel que utilizamos, quisimos dilucidar desde un 

punto de vista mecanístico cuales eran los procesos de inmunoregulación generados in 

vivo. En ese sentido, ha sido reportado que esta enzima es beneficiosa en modelos 

murinos de trasplante de corazón (239,240), cobrando importancia el estudio del papel 

de HO-1 en nuestro modelo de trasplante de piel. Para esto realizamos un ensayo de 

sobrevida con ratones C57BL/6 tratando a los animales con 100 mg/kg de SANA por vía 

orogástrica desde el día -1 al 15 postrasplante y en paralelo se administró el inhibidor 

de la actividad de HO-1, SnPP. El SnPP fue administrado por vía intraperitoneal a una 

dosis de 40 mg/kg en los días -1; 3; 7; 11 y 15. Como esperábamos, los animales tratados 
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Figura 2.17. Función de HO-1 en la inhibición de la proliferación de linfocitos T en MLR.  BMDCs fueron 

generadas de ratones B6 y luego de su diferenciación se pretrataron con SANA 0.2 mM, 24 horas. Los 

ganglios linfáticos se colectaron de ratones BALB/C y se marcaron con Cell Trace Far Red (CTFR, sonda de 

proliferación), agregando las células a la placa junto a las BMDCs para el MLR luego del pretratamiento. 

La proporción en el MLR fue 1:1 (BMDC/células de ganglio), incubándose con/sin SnPP (50 µM) por 5 días. 

Luego de incubadas se colectaron las células y se marcaron con anti-TCR para medir proliferación de 

linfocitos T por citometría de flujo (población CTFR- en TCR+). A) Gráfica de porcentaje de proliferación de 

linfocitos T, datos de tres réplicas por condición expresados como media ± SEM, provenientes de un 

experimento representativo de tres independientes. (*) p ≤ 0.05, ns: no significativo. Test estadístico 

One-way ANOVA con test de múltiple comparación Tukey. B) Dot plots representativos. 
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con SANA prolongan la sobrevida del injerto de manera significativa respecto a los del 

grupo tratado con vehículo, efecto que es perdido en los tratados con SANA + SnPP 

comparado a los tratados con vehículo (Figura 2.18). Sin embargo, en este estudio no 

pudimos observar diferencias en la sobrevida de los trasplantes entre los grupos 

tratados con SANA o SANA + SnPP. 

 

Estos resultados sugieren que SANA prolonga la sobrevida del trasplante de piel a través 

de mecanismos que involucran a HO-1. Para profundizar en el estudio de los efectos que 

la activación del eje TMEM176B/HO-1 tiene en la alorespuesta, y sabiendo que los 

linfocitos T reguladores (Tregs) son actores fundamentales en la modulación de 

respuestas efectoras e inducción de tolerancia, analizamos las poblaciones de linfocitos 

Tregs en el injerto de piel y en ganglio drenante a los 15 días postrasplante. En esas 

condiciones, vimos que los animales tratados con SANA tienen mayor porcentaje de 

Tregs CD4+FoxP3+ en el injerto respecto al grupo vehículo. En contraparte, los animales 

tratados con salicilato no muestran diferencias significativas (Figura 2.19). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.18. Estudio in vivo de HO-1 en la prolongación por SANA de la sobrevida de trasplantes de 

piel. Ratones C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos 

donantes. Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/día, vía oral, desde el día -1 a 15 

postrasplante, vehículo = carboxi-metil-celulosa 0.5% + Tween-80 0.5%). SnPP fue administrado por vía 

intraperitoneal (40 mg/kg, cada 4 días desde el día -1 al 15 postrasplante, vehículo = PBS pH 7.4). 

Finalizado el tratamiento, los aloinjertos fueron controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica clínicamente 

rechazo cuando el tamaño del aloinjerto disminuye más de un 50% o aparece necrosis en 10% o más del 

injerto. Los datos de sobrevida corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de 

dos experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05, ns: no significativo. Test estadístico Log-Rank Mantel 
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Sabemos que la expresión de HO-1 en células dendríticas promueve la diferenciación de 

Tregs CD4+ FOXP3+ (297,298). Por este motivo y con los resultados anteriores, 

analizamos las poblaciones de Tregs CD4+ FOXP3+ en injertos de piel y dLN colectados 

de animales trasplantados a los 15 días postrasplante, tratados con SANA y SnPP de igual 
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Figura 2.19. Análisis de poblaciones Tregs CD4
+
 FOXP3

+
 en aloinjertos de piel y dLN. Se realizaron 

trasplantes de piel en contexto de incompatibilidad menor en ratones donde se trataron a las hembras 

receptoras con SANA o Salicilato (100 mg/kg/día, vía oral) desde el día -1 a 15 postrasplante. Los animales 

fueron sacrificados a día 15 para colectar el injerto de piel y el ganglio drenante axilar izquierdo (dLN). 

Los tejidos fueron procesados para analizar mediante citometría de flujo la población de células T 

reguladoras (Tregs) CD4
+
 FOXP3

+
 en A) injerto de piel y B) dLN. C) Dot plots representativos. Los valores 

en los gráficos se muestran como promedio ± SEM de la diferencia entre el porcentaje del marcado 

FOXP3
+
 menos el porcentaje del isotipo control. Los datos son expresados como media ± SEM de tres 

experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05. Test estadístico One-way ANOVA con test de múltiple 

comparación Tukey.  
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forma que en la Figura 2.18. Cuando los animales son tratados solo con SANA, el 

porcentaje de Tregs es mayor respecto al vehículo en los injertos de piel como es 

esperable, pero cuando los animales son tratados con SANA y SnPP el efecto se revierte 

y el porcentaje es menor (Figura 2.20 A). En el ganglio drenante no se observaron 

cambios en los Tregs con los tratamientos a los 15 días postrasplante (Figura 2.20 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.20. Estudio de Tregs en función de HO-1 a 15 días postrasplante en injerto de piel. Ratones 

C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos donantes. Los 

receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/día, vía oral, desde el día -1 a 15 postrasplante) y SnPP 

(i.p. 40 mg/kg cada 4 días desde el día -1 al 15 postrasplante). A día 15 se colectó el injerto de piel y el 

ganglio drenante axilar izquierdo (dLN) que fueron procesados para analizar poblaciones celulares Tregs 

CD4+ midiendo porcentaje de FOXP3+ en CD4+. A) Porcentaje de células FOXP3+ en CD4+ de injertos de piel. 

B) Porcentaje de células FOXP3+ en CD4+ de dLN. C) Dot plots representativos. Valores son mostrados 

como media ± SEM de los porcentajes de FOXP3+ de tres experimentos independientes. (*) p ≤ 0.05 (**) 

p ≤ 0.01. Test estadístico one-way ANOVA con test de múltiple comparación Tukey. 
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La combinación de SANA con un inmunosupresor específico mejora los 

efectos en la aceptación de trasplantes. 

Habiendo demostrado el efecto inmunomodulador de SANA en trasplantes junto al 

mecanismo de inducción de HO-1 a través de la activación farmacológica de TMEM176B, 

nos propusimos estudiar una potencial aplicación clínica de este compuesto, donde 

sabemos que, en el diseño experimental, no puede administrarse de manera aislada, 

sino que debe coadministrarse con alguna droga inmunosupresora. Para esto decidimos 

estudiar la coadministración con el fragmento Fab del anticuerpo anti-CD3, el cual tiene 

un efecto depletante de linfocitos T a corto plazo (favoreciendo que no suceda un 

rechazo agudo), para luego inducir una generación de células Tregs a largo plazo que 

favorece la tolerancia del trasplante y previene el rechazo crónico del mismo. Las 

ventajas del uso de este inmunosupresor frente a los tradicionales (ciclosporina, 

tacrolimus, rapamicina, etc.) es que en primer lugar la supresión inmune no es sistémica, 

sino específica de linfocitos T (158,159). En segundo lugar, al tratarse de un fragmento 

y no de la estructura completa del anticuerpo, se espera que los efectos secundarios 

sean menores (160). La coadministración del SANA junto al anti-CD3 Fab (5 µg/ratón, 

intraperitoneal en los días -1; 1; 3; 5 y 7) permitió observar que los tratamientos 

prolongaron la sobrevida del trasplante de piel respecto al vehículo, mientras la 

coadministración de ambas drogas mostró un mejor efecto: el 60% de los animales 

sobrepasaron el día 100 postrasplante sin rechazar, mientras que en el grupo tratado 

solo con SANA fue un 28,6% y en el grupo solo con anti-CD3 fue un 37,5% (Fig. 2.21). Si 

comparamos los efectos de la coadministración de ambos tratamientos con los 

tratamientos por separado, SANA + anti-CD3 prolonga significativamente más la 

sobrevida respecto a SANA, pero al compararlo con anti-CD3, se observa una tendencia 

a una mayor prolongación, aunque no se logra una diferencia estadísticamente 

significativa (Figura 2.21).  
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Anteriormente en las Figuras 2.19 y 2.20, observamos que el SANA aumenta el 

porcentaje de Tregs en el trasplante de piel a los 15 días postrasplante en forma 

dependiente de HO-1. A esto hay que añadirle el conocimiento presente en la literatura 

de efectos a largo plazo de generación de Tregs por el tratamiento con anti-CD3 (159). 

Debido a esto, fuimos a analizar las poblaciones de linfocitos Tregs en los tejidos de 

ratones trasplantados y tratados con SANA y anti-CD3. El análisis de las poblaciones de 

Tregs en el injerto de piel y el dLN se hizo en el modelo de alotrasplante de piel en 

contexto de antígenos menores, siguiendo el mismo esquema de administración de la 

Figura 2.21. Los tejidos se colectaron a día 15 postrasplante, donde se muestra que en 

el injerto de piel el porcentaje de la población de linfocitos Tregs CD4+ FOXP3+ es 

significativamente mayor en el grupo SANA + anti-CD3 si lo comparamos con el tratado 

con anti-CD3, o con SANA solo o con el control sin tratamiento. En el dLN no 

encontramos incrementos en los porcentajes de Tregs con los tratamientos (Figura 

2.22). 

 

 

 

 

 

Figura 2.21. Efectos en la sobrevida de trasplantes de piel de la combinación de SANA con -CD3. 

Ratones C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos donantes. 

Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/día, vía oral) o vehículo entre el día -1 y 15 

postrasplante. El tratamiento con anticuerpo -CD3 (Fragmento Fab) (5µg por animal, ip) fue administrado 

en los días -1; 1; 3; 5 y 7. Vehículo del α-CD3 = PBS. Finalizado el tratamiento, los trasplantes fueron 

controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica clínicamente rechazo cuando el tamaño del aloinjerto 

disminuye más de un 50% o aparece necrosis en 10% o más del injerto. Los datos de sobrevida 

corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de dos experimentos 

independientes.  (*) p ≤ 0.05, (***) p ≤ 0.001, ns: no significativo. Test estadístico Log-Rank Mantel Cox. 
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Estos resultados muestran que, en la sobrevida del injerto de piel, el tratamiento con 

anti-CD3 mejora el efecto del SANA, mientras que en los Tregs la combinación de ambos 

mejora significativamente respecto a los tratamientos por separado. Pero nos llama la 

atención que con estos resultados no se observe una diferencia significativa en la 

sobrevida entre SANA y SANA + antiCD3, razón por la cual optamos por estudiar la 

Figura 2.22. Análisis de poblaciones Tregs a 15 días postrasplante en injerto de piel y dLN. A) Ratones 

C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos donantes. Los 

receptores fueron tratados con SANA y fragmento Fab de -CD3. A día 15 se colectó el injerto de piel y 

el ganglio drenante axilar izquierdo (dLN) para procesar los tejidos y analizar poblaciones celulares Tregs 

CD4+. Las mismas fueron analizadas midiendo el porcentaje de FOXP3+ en CD4+. Valores son mostrados 

como media ± SEM de la diferencia de porcentajes entre los marcados FOXP3+ menos el control isotipo 

IgG, provenientes de tres experimentos independientes, mostrando porcentajes en A) injerto de piel y 

en B) dLN. C) Dot plots representativos. (*) p ≤ 0.05, (***) p ≤ 0.001. Test estadístico one-way ANOVA 

con test de múltiple comparación Tukey. 
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combinación de SANA y anti-CD3 Fab en un modelo alternativo con una respuesta 

alogénica más fuerte. La combinación de tratamientos se aplicó en un modelo murino 

de trasplante de piel en contexto de antígenos mayores, trasplantando piel de la cola de 

un ratón donante hembra de la cepa BALB/c a una receptora hembra C57BL/6, siguiendo 

el mismo procedimiento que en los trasplantes de piel en contexto de antígenos 

menores. Al estudiar la sobrevida del injerto, se observa que se trata de un modelo cuya 

respuesta es más fuerte y rápida, donde los animales del grupo control tratados con 

vehículo rechazaron en una media de 8 días, esperable en este tipo de modelos 

(314,315). En este caso, los animales tratados solamente con SANA no lograron 

prolongar significativamente la sobrevida, al contrario del anti-CD3 Fab que prolonga 

significativamente respecto al vehículo. Sin embargo, se reproduce el mismo resultado 

que en los trasplantes en contexto de antígenos menores, donde el tratamiento 

combinado de SANA y anti-CD3 Fab mejora la sobrevida de manera significativa respecto 

a los grupos tratados con vehículo y con SANA. Entre el grupo tratado solo con anti-CD3 

y SANA + antiCD3, se observa una tendencia (no se logra una diferencia estadísticamente 

significativa) a aumentar la sobrevida del injerto  (Figura 2.23).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 2.23. Efectos del tratamiento de SANA y α-CD3 en la sobrevida de trasplantes de piel en 

contexto de antígenos mayores . Ratones C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de 

ratones BALB/c hembras donantes. Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/día, vía oral) 

y con el fragmento Fab de -CD3 (5µg por animal, IP) de igual forma que en la Figura 2.21. Finalizado el 

tratamiento, los trasplantes fueron controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica clínicamente rechazo 

cuando el tamaño del aloinjerto disminuye más de un 50% o aparece necrosis en 10% o más del injerto.  

Los datos de sobrevida corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de un 

experimento. (**) p ≤ 0.01, ns: no significativo. Test estadístico Log-Rank Mantel Cox. 
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DISCUSIÓN 

El rechazo de trasplantes continúa siendo un problema en la medicina a nivel mundial, 

generando problemas y complicaciones a los pacientes y también a los sistemas de salud 

(1). En particular, el rechazo crónico es el mayor desafío que enfrenta la clínica debido a 

que las terapias inmunosupresoras convencionales no son eficaces para poder evitarlo, 

sumado a que los efectos secundarios de estos medicamentos administrados en forma 

crónica comprometen significativamente la salud de los pacientes trasplantados (143). 

Por esta razón, es importante continuar investigando en el área para poder desarrollar 

nuevas estrategias terapéuticas que permitan disminuir la inmunosupresión sistémica y 

activen mecanismos de inmunoregulación y/o tolerancia perdurable en el tiempo, 

modulando así la respuesta inmune que lleva al rechazo del órgano o tejido. En este 

sentido, es importante entender y conocer los mecanismos y procesos que participan en 

la respuesta inmune relacionada al rechazo de órganos/tejidos trasplantados. Por esta 

razón, el principal objetivo en este trabajo es demostrar que la regulación farmacológica 

de actores moleculares con funciones importantes en la alorespuesta, activan vías 

inmunoreguladoras que favorecen a la sobrevida del trasplante.  

Una estrategia es contar con fármacos que tengan como diana farmacológica algunos 

de los principales actores moleculares que cumplen funciones inmunoreguladoras. En 

un segundo escalón, estos fármacos podrían ser combinados con inmunosupresores 

conocidos pero administrados a dosis más bajas y con el objetivo de reducir la 

inmunosupresión crónica a la que se enfrentan los pacientes.  

La información y estudios que se conocen acerca de los nitroalquenos derivados de 

ácidos grasos, así como los de segunda o tercera generación, muestra que son 

compuestos con potentes propiedades antiinflamatorias 

(220,230,232,233,235,244,316,317).  

En este trabajo, nos centramos en estudiar el ácido 5-(2-nitroetenil) salicílico (SANA) 

(245), un nitroalqueno derivado del ácido salicílico. Este último es un compuesto 

ancestral conocido por sus importantes propiedades antiinflamatorias (247–249,318) y 

utilizándolo como sillar estructural, en nuestro grupo, le adicionamos el grupo funcional 

nitroalquenilo con la intención de aumentar sus propiedades antiinflamatorias. El SANA 

al igual que otro nitroalquenos, son inhibidores del inflamasoma (Figura 1.16 A) 

(232,244) y de la vía proinflamatoria NF-κB (Figura 1.16 B)(230,232). Otro nitroalqueno 

que tiene similitud estructural con el SANA y solo difiere en la ausencia de un grupo 

hidroxilo, es el (E)-4-(2-nitrovinil) benzoico, nitroalqueno derivado del ácido benzoico 

(BANA) (265). Dada su similitud estructural y sus propiedades como nitroalqueno, lo 

hemos tenido en cuenta junto al SANA como posible herramienta farmacológica para 

evaluarlo en este trabajo y comprender más cabalmente los mecanismos involucrados 

en el rechazo de los trasplantes 

.  
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Los nitroalquenos presentan dos características que cobran relevancia en esta tesis: son 

inductores de la expresión de Hemoxigenasa-1 (HO-1) (236,237) y son activadores de 

canales iónicos TRP relacionados al transporte de calcio (219). Se conoce por un lado 

que HO-1 tiene efectos beneficiosos en trasplantes de corazón (239,240), mientras que 

por otro lado tenemos al canal catiónico TMEM176B, al que se le atribuyen importantes 

propiedades inmunoreguladoras en trasplantes y otras patologías relacionadas al 

sistema inmune (184–186). El hecho de que los nitroalquenos sean activadores de 

canales iónicos, nos hizo especular que SANA y/o BANA podrían funcionar como 

activadores farmacológicos de TMEM176B. 

Como primer objetivo nos planteamos estudiar si el SANA ejerce efectos beneficiosos 

en modelos animales de trasplantes. Esto lo abordamos en dos modelos diferentes de 

trasplantes en roedores, obteniendo por un lado que el SANA aplicado por vía oral 

durante 15 días prolonga la sobrevida de trasplantes de piel en contexto de antígenos 

menores (Fig. 2.1 A y B), mientras por otro, prolonga también la sobrevida de trasplantes 

de corazón heterotópico en contexto de antígenos mayores en ratas (Fig. 2.1 C). Este 

efecto no se observó en los animales tratados con salicilato en los trasplantes de piel, 

mientras que en los de corazón, las ratas tratadas con SANA mostraron una prolongación 

de la sobrevida significativamente mayor a las tratadas con salicilato. Esto ya nos sugiere 

que la presencia del grupo funcional nitroalqueno en la molécula potencia su efecto, 

aunque probablemente haya también una dependencia del sillar estructural debido a 

que un tratamiento similar con el BANA, no tuvo efectos en la sobrevida de los 

trasplantes de piel en ratones tratados (Figura 2.2). Estos resultados son importantes en 

primer lugar porque el SANA tiene un efecto in vivo sobre dos tipos de trasplantes de 

órganos, donde el proceso de rechazo en piel y corazón se comportan de manera 

diferente. En segundo lugar, el compuesto prolonga la sobrevida en dos contextos 

diferentes de incompatibilidad, menor y mayor. En el modelo de trasplante de piel con 

incompatibilidad menor, se desencadena la alorespuesta por el reconocimiento de 

antígenos menores independientes al MHC, en este caso por péptidos relacionados al 

cromosoma Y del macho donante (46). Por el contrario, el trasplante de corazón fue 

realizado en contexto de antígenos mayores, que al tratarse de cepas diferentes generan 

incompatibilidad a nivel de MHC. Únicamente en el caso de hermanos gemelos 

idénticos, la compatibilidad es probablemente total y se estaría en una situación de 

trasplante singénico, mientras en el resto de los trasplantes que se utilizan a diario en la 

clínica, estaríamos frente a trasplantes alogénicos donde se necesitan estudios de 

compatibilidad para encontrar el donante adecuado (33,44). El hecho de que SANA haya 

tenido un efecto en este modelo, amerita a que sea estudiado como potencial droga 

inmunoreguladora de la alorespuesta.      

Si pensamos en un posible encare terapéutico, este compuesto aplicado como 

monoterapia no es suficiente para lograr un efecto que perdure en el tiempo y 

establezca tolerancia del trasplante. Para lograr esto, hay que combinarlo con otro 

tratamiento inmunosupresor que transitoriamente apague las funciones efectoras del 

sistema inmune y dé lugar a la generación de mecanismos reguladores perdurables en 

el tiempo. En la Figura 2.1, SANA solamente prolonga la sobrevida, pero finalmente 
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ocurre el rechazo de los órganos, razón por la cual es necesario plantear una terapia 

combinada con un inmunosupresor a baja dosis. Esta aproximación terapéutica la 

hicimos coadministrándolo junto al anti-CD3ε-Fab (Figura 2.21), lo cual desarrollaremos 

más adelante. En este trabajo de tesis, nos propusimos estudiar los mecanismos 

regulados farmacológicamente que desencadenen efectos inmunomoduladores de la 

alorespuesta, donde SANA puede ser utilizado como herramienta farmacológica. 

Para abordar el estudio de dichos mecanismos, tomamos en cuenta tres actores 

moleculares que pueden ser regulados por SANA: el canal catiónico TMEM176B, el 

inflamasoma NLRP3 y la enzima HO-1. Cada uno de ellos tienen en común que cumplen 

un papel importante en la alorespuesta, donde iremos desarrollando a continuación 

como los estudiamos para lograr elucidar los mecanismos. 

Por tanto, nos planteamos evaluar si el SANA regula farmacológicamente a TMEM176B. 

Para ello, se analizó el efecto del tratamiento de esta droga en la actividad iónica de 

TMEM176B, mediante un ensayo in vitro con células CHO transfectadas que 

sobreexpresan a este canal. El resultado demuestra que SANA aumenta el ingreso de 

sodio a través de TMEM176B respecto a la condición basal tratada con vehículo, no 

sucediendo lo mismo con el salicilato (Figura 2.3). El incremento de sodio intracelular 

está relacionado a la actividad de TMEM176B como canal catiónico y por lo tanto es 

activado por SANA. Al igual que en el experimento in vivo de trasplante de piel, este 

ensayo se realizó también con el BANA, donde tampoco vimos cambios en el ingreso de 

sodio en las células transfectadas con TMEM176B (Figura 2.4). Esto confirma que el 

efecto sobre la actividad iónica y en la sobrevida de trasplantes de piel, no solo depende 

del grupo funcional nitroalquenilo, sino también del sillar estructural. Es decir que estas 

propiedades no son genéricas a cualquier nitroalqueno, sino que son particulares del 

SANA. Estas variaciones puntuales en la estructura (ausencia de hidroxilo y cambio de 

posición del grupo nitroalquenilo) hacen que se pierdan estos efectos. Con estos 

resultados, continuamos estudiando los mecanismos inmunomoduladores que la 

activación de TMEM176B desencadena en la alorespuesta, así como otros que pudiesen 

ser directamente dependientes del SANA. 

Las propiedades de TMEM176B como molécula inmunoreguladora lo posicionan con 

una función dual de acuerdo al contexto en que esté actuando. En el caso de la respuesta 

inmune tumoral, la activación de TMEM176B lleva a la modulación de respuestas 

efectoras dando un efecto protumoral. En este caso, la deleción genética o la inhibición 

son beneficiosas para respuestas antitumorales (184). La inhibición farmacológica de 

TMEM176B se ha logrado y está bien estudiada con el compuesto BayK8644, un 

conocido bloqueador de canales de calcio (218). Esto refuerza que TMEM176B es una 

proteína que puede ser regulada farmacológicamente, ya sea activándose o 

inhibiéndose, y que por tanto puede cumplir un rol dual en la regulación de la respuesta 

inmune (187). De hecho, en contextos de infecciones, enfermedades autoinmunes y 

alotrasplantes, la presencia y activación de TMEM176B es beneficiosa para modular la 

respuesta inmune involucrada en los daños, progresión de las enfermedades y en el 

rechazo, respectivamente (185,186,192,212). 
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Como se ha mencionado, TMEM176B tiene importantes implicancias en la regulación 

del sistema inmune y el hecho que sea activado por SANA, nos permite estudiar su papel 

en los trasplantes y su implicancia en el efecto ejercido por SANA en la sobrevida. Al 

tratar con SANA a ratones Tmem176b-/- en el modelo de trasplante de piel, se observa 

que se pierde el efecto de prolongación de la sobrevida que ocurre en los WT tratados 

(Figura 2.5), lo que concluye que el efecto de SANA en la sobrevida del trasplante de piel 

es dependiente de Tmem176b. Además, en los controles administrados con vehículo, no 

hay diferencias entre WT y Tmem176b-/-, sugiriendo que el efecto es a través de la 

activación de Tmem176b por SANA. 

Con estos datos, nos propusimos como tercer objetivo elucidar los mecanismos que se 

desencadenan con la activación farmacológica de TMEM176B y que expliquen el efecto 

in vivo observado en la sobrevida. En primer lugar, investigamos sobre blancos 

moleculares y vías que puedan ser reguladas por nitroalquenos y el SANA, las cuales 

puedan estar involucradas en la alorespuesta.  

SANA y los nitroalquenos derivados del α-tocoferol inhiben el inflamasoma NLRP3 

(Figura 1.16 A) (232,244), el cual está descrito que tiene un papel importante en la 

progresión del rechazo de trasplantes (260,261,311). Además, sabemos que TMEM176B 

también inhibe al inflamasoma NLRP3, pero cuando estudiamos la sobrevida de 

trasplantes de piel en ratones WT y Caspasa1-11-/-, ambos rechazaron de igual manera 

sin mostrar diferencias en la sobrevida (Figura 2.6). La Caspasa-1 es un componente 

importante en la activación del inflamasoma porque es la proteasa que cliva a la IL-1β y 

a la IL-18 a sus formas activas, las cuales ejercen los efectos proinflamatorios (271). Esta 

proteasa se activa al ensamblarse el inflamasoma, por lo tanto, su deleción impide la 

producción de las citoquinas mencionadas y los efectos relacionados a la activación del 

inflamasoma. Cabe aclarar que en estos animales también está la deleción de Caspasa-

11, la cual puede ser activada de forma no canónica, no involucrando a Caspasa-1 (319). 

Por este motivo, el hecho de que no haya habido efectos en la sobrevida de trasplantes 

de piel de los animales que carecen de Caspasa-1/11, nos sugiere que en este modelo la 

inhibición del inflamasoma NLRP3 no es suficiente para modular la alorespuesta. 

Los nitroalquenos son potentes compuestos antiinflamatorios debido a su capacidad de 

inhibir vías proinflamatorias tales como NF-κB (230,317) y el mismo inflamasoma, así 

como por su capacidad de activar vías antiinflamatorias, antioxidantes y citoprotectoras 

como PPAR-γ, HSR-1, Nrf2-Keap1 y HO-1 (233,235–237,316). El análisis proteómico en 

macrófagos THP-1 tratados con SANA nos permitió identificar a HO-1 dentro de las 

proteínas más abundantes, exclusivamente sobreexpresadas en la condición con 

tratamiento y esto va acompañado de que SANA induce la expresión génica de HO-1 en 

estas células (Figura 2.7). También confirmamos el aumento de la expresión de esta 

proteína en células dendríticas (BMDC)  (Figura 2.8), concluyendo que SANA induce HO-

1 en dos tipos diferentes de células mieloides. Esta enzima tiene importantes 

propiedades antioxidantes, citoprotectoras e inmunomoduladoras (238,293,320,321) y 

específicamente se han visto efectos en la sobrevida de trasplantes de órganos sólidos 

(239,240). El resultado, además, va en el sentido de que la expresión de HO-1 es inducida 

a partir de la activación del factor de transcripción Nrf2, el cual se disocia de Keap1, se 
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transloca al núcleo y se une a la región ARE del ADN promoviendo la transcripción de 

genes de las enzimas de fase 2, proceso que es activado por nitroalquenos (233). 

Además, hay estudios específicos que muestran que los ácidos grasos nitrados inducen 

HO-1 de manera dependiente e independiente de Nrf2 (236,237).  

El cuestionamiento que surge es si la activación farmacológica de TMEM176B 

desencadena mecanismos que regulen a HO-1, de lo cual no hay datos descritos aún o 

si dicho aumento en la expresión de HO-1 inducido por el SANA es independiente de 

este canal. Por esta razón, evaluamos la expresión de HO-1 en BMDCs de ratones WT y 

Tmem176b-/-, donde vimos que las células WT tratadas con SANA inducen más expresión 

de HO-1 que las que en las Tmem176b-/- (Figura 2.9 A y B). Además, in vivo se confirmó 

que hay mayor porcentaje de células dendríticas MHC-II+ CD11chi CD11b+ expresando 

HO-1 (HO-1+) en los injertos de piel de animales WT tratados con SANA que en los 

Tmem176b-/- (Figura 2.9 C y D). Se conoce que TMEM176B es expresado en células 

dendríticas convencionales tanto de tipo 1 (cDC1) y de tipo 2 (cDC2), pero con mayores 

niveles en estas últimas (185,190,193). Esto es coherente con el resultado obtenido in 

vivo, debido a que el incremento de HO-1 dependiente de Tmem176b fue en dendríticas 

CD11b+, marcador correspondiente a cDC2, aunque también puede incluir otros 

subgrupos de dendríticas presentes en tejido cutáneo, como por ejemplo células de 

Langerhans. Esto muestra que Tmem176b en células dendríticas regula parcialmente la 

inducción de HO-1.  

Estos resultados nos derivaron al estudio de HO-1 como potencial mecanismo, el cual 

tiene el agregado de que es regulado por TMEM176B, un nexo que hasta el momento 

no es claro y es interesante profundizar en ello. De acuerdo a los datos presentes en la 

literatura, sabemos que la expresión de HO-1 depende principalmente de la vía Nrf2-

Keap1, la cual puede ser activada farmacológicamente por compuestos electrófilos o 

bien factores de estrés u oxidantes como radicales libres, especies reactivas del oxígeno 

o nitrógeno (277,278). Además, hay estudios que muestran que esta vía puede ser 

activada por fosforilación mediante la acción de cascadas de señalización de quinasas 

como las MAPKs y PI3K/Akt (281,286). Se ha mostrado que las vías ERK, p38 y PI3K/Akt 

tienen una función reguladora de la expresión de HO-1, siendo mejor descrita la vía 

PI3K/Akt, reportándose además que puede fosforilar directamente a HO-1 (287). En 

cuanto a TMEM176B, se ha visto que cuando es sobreexpresado in vitro, activa a Akt 

incrementando su forma fosforilada (312). En células dendríticas WT y Tmem176b-/-, los 

niveles de Akt fosforilada son en forma basal significativamente mayores en las 

Tmem176b-/-, mientras que el tratamiento con SANA incrementa la Akt fosforilada en 

las células WT, llevando a iguales niveles que en las carentes de Tmem176b (Figura 2.10 

A y B). Este resultado muestra de alguna forma que la presencia de Tmem176b mantiene 

inactiva la vía Akt y la intervención del SANA estimula su activación. Cuando se inhibió 

Akt con Triciribina y se analizó la expresión de HO-1 en las células dendríticas tratadas 

con SANA, la inhibición de Akt suprimió la inducción de HO-1 observada en las células 

tratadas (Figura 2.10 C y D). Esto sugiere que la inducción de HO-1 por SANA es a través 

de un mecanismo dependiente de Akt, donde TMEM176B mantiene inactiva a la vía 
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PI3K/Akt en estado basal y el SANA estimula la fosforilación de Akt, pudiendo estar 

activando a Nrf2 por fosforilación (281,286) para inducir a HO-1.    

Otras vías que también han sido estudiadas y tienen un efecto sobre el mecanismo de 

expresión de HO-1 son ERK y p38. Particularmente se ha visto que los ácidos grasos 

nitrados regulan la vía ERK mediando efectos protectores, induciendo la expresión de 

HO-1 (280). En las células dendríticas WT y Tmem176b-/- no se han observados efectos 

en los niveles de fosforilación de ERK y p38 al tratarlas con SANA (Figura 2.11). En p38 

hay una tendencia de haber mayor proteína fosforilada en las células WT en forma basal, 

que es significativa al tratar durante 30 minutos con SANA (Figura 2.11 C y D), mientras 

que en ERK no hay diferencias entre WT y Tmem176b-/- (Figura 2.11 A y B). Con estos 

resultados, no podemos afirmar que ERK y p38 sean intermediarios en el eje TMEM176B-

HO-1, mientras que Akt sí es un posible mecanismo mediador de la regulación de HO-1 

por TMEM176B.    

Es importante confirmar los diferentes efectos funcionales que la inducción de HO-1 

dependiente de TMEM176B puedan mostrar a nivel de la respuesta inmune y la 

sobrevida de trasplantes. Las células dendríticas son presentadoras de antígenos, las 

cuales al recibir una señal de “peligro” son estimuladas y procesan el antígeno para su 

presentación en las moléculas de MHC de clase I o II. Además, expresan moléculas 

coestimuladoras como CD80 y CD86 que junto al complejo MHC-péptido interactuarán 

con los receptores de los linfocitos T (58,59). En este trabajo utilizamos células 

dendríticas primarias derivadas de precursores de la médula ósea (BMDCs), las cuales 

se hacen madurar estimulando con LPS, adquiriendo un fenotipo con alta expresión de 

MHC-II y CD86. Cuando las BMDCs fueron tratadas con SANA, el porcentaje de células 

maduras MHC-II+ CD86+ disminuyó (Figura 2.12), sugiriendo que de alguna manera el 

SANA está inhibiendo la maduración de células dendríticas. Esto va acompañado con 

que la inducción de HO-1 en células dendríticas inhibe la maduración, impidiendo la 

secreción de citoquinas proinflamatorias y resultando en la inhibición de la proliferación 

de linfocitos T (293). Efectivamente, cuando a las BMDCs estimuladas con LPS se las trató 

con el SnPP (inhibidor de HO-1) y SANA, el efecto inhibidor de la maduración es revertido 

(Figura 2.13). No obstante, observamos que el simple tratamiento con SnPP muestra un 

aumento de la maduración, que al agregar el tratamiento con SANA restablece los 

porcentajes iniciales con la sola estimulación con LPS. Esto sugiere que si bien la 

inhibición de la maduración por SANA depende de la inducción de HO-1, este 

nitroalqueno de alguna manera está promoviendo mecanismos compensatorios 

independientes de HO-1 que responden ante el efecto del SnPP sobre la maduración.  

En lo que respecta a TMEM176B, se ha reportado que regula la maduración de células 

dendríticas (190). En este trabajo mostramos que efectivamente en las BMDCs 

Tmem176b-/- estimuladas con LPS, el porcentaje de células maduras es mayor que en las 

WT, sumado a que SANA inhibe la maduración tanto en WT como en Tmem176b-/- 

(Figura 2.14). Estos resultados sugieren que el efecto del SANA sobre la maduración es 

independiente de TMEM176B, no respondiendo a que el mecanismo SANA-

TMEM176B/HO-1 propuesto tenga implicancia específica sobre la maduración de células 

dendríticas.  
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Otro aspecto importante para estudiar, es el impacto del tratamiento con SANA a nivel 

de la inmunidad adaptativa en el contexto de una alorespuesta. Nos focalizamos en el 

análisis de las células T que tienen un papel crucial. En primera instancia, observamos 

que el SANA inhibe la proliferación de linfocitos T en una reacción leucocitaria mixta 

(MLR) con BMDCs presentadoras provenientes de ratones C57BL/6 y células de ganglios 

como respondedoras provenientes de ratones BALB/c (Figura 2.15). Este ensayo busca 

representar in vitro la interacción celular en un alotrasplante con incompatibilidad 

mayor (fully mismatched) y cabe destacar que el compuesto fue aplicado durante el 

cocultivo, desconociendo si el efecto inhibidor de la proliferación de linfocitos T se debe 

a que actúa sobre las células presentadoras o directamente sobre los linfocitos. Para 

confirmar esto se observó que en un sistema libre de células presentadoras (APC-free), 

linfocitos T purificados y activados con α-CD3 y α-CD28, al ser tratados con SANA 

proliferan menos (Figura 2.16), sugiriendo que hay una acción directa del compuesto 

sobre estas células. El siguiente paso fue evaluar el papel de HO-1 en la proliferación de 

linfocitos T en el MLR, donde en este caso fue necesario realizar un pretratamiento con 

SANA a las BMDCs para que estas logren expresar la enzima. Luego del pretratamiento, 

se las cocultivaron con las células respondedoras para incubar el MLR con SnPP, donde 

se observó que el efecto de SANA sobre la proliferación de linfocitos T es parcialmente 

revertido al inhibir a HO-1 (Figura 2.17). Con estos resultados se concluyen dos puntos: 

1) SANA ejerce efectos tanto a nivel de los linfocitos T y de las células dendríticas, 2) HO-

1 está involucrada en la modulación de la respuesta inmune por SANA.  

Al comenzar a evaluar la sobrevida de los trasplantes, partimos de la base de que HO-1 

ha mostrado efectos beneficiosos en modelos de trasplante de corazón (239,240) y 

TMEM176B es necesario en el efecto ejercido por SANA en los trasplantes de piel (Figura 

2.5). Confirmamos en trasplante de piel en contexto de antígenos menores con ratones 

tratados con SANA y SnPP que esta enzima tiene un papel en el efecto prolongador del 

SANA en la sobrevida del injerto (Figura 2.18). Al inhibir la función de HO-1 en los ratones 

tratados con SANA se pierde la significancia en la sobrevida de los trasplantes respecto 

a los tratados con vehículo. HO-1 es una enzima inducible y no está expresada 

constitutivamente, por lo cual en los modelos de trasplante de corazón en ratas se ha 

sobreexpresado esta enzima mediante transfección génica usando adenovirus 

(239,240). En el trasplante de piel en ratones, SANA es el inductor de HO-1 de acuerdo 

a los datos obtenidos anteriormente (Figuras 2.7, 2.8 y 2.9). Con este resultado, 

podemos decir que TMEM176B y HO-1 inciden a nivel del efecto in vivo de la sobrevida 

de los trasplantes, teniendo un papel importante en la modulación de la alorespuesta 

que lleva al rechazo. 

El hecho de estar trabajando con un compuesto que tiene como blanco al eje 

TMEM176B-HO-1 y además incide en la regulación de la alorespuesta, nos conduce a 

estudiar qué sucede con los linfocitos T reguladores (Tregs), actores importantes de la 

regulación del sistema inmune y el desarrollo de tolerancia en trasplantes 

(123,129,322). En el modelo de trasplante de piel con incompatibilidad menor, los 

ratones que son tratados con SANA muestran a los 15 días un porcentaje 

significativamente mayor de Tregs CD4+FoxP3+ intrainjerto, mientras que en el ganglio 
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drenante no se observaron diferencias (Figura 2.19). Cabe destacar que el salicilato no 

muestra un incremento de Tregs en ninguno de los órganos, resultado esperable debido 

a que no hubo efecto a nivel de la sobrevida (Figura 2.1A y B) y que no es capaz de activar 

a TMEM176B (Figura 2.3). Tomando en cuenta que la ventana de tiempo de 15 días 

postrasplante permite que suceda la respuesta inmune innata y se desencadene la 

adaptativa, es coherente observar que SANA incremente los Tregs en forma localizada 

en el injerto, modulando respuestas efectoras contra el trasplante. En definitiva, 

podemos concluir que el efecto de aumento de la sobrevida por SANA se debe a un 

incremento de Tregs en el trasplante. Se ha estudiado que HO-1 tiene implicancias sobre 

las células Tregs, donde su expresión en células dendríticas promueve la diferenciación 

de linfocitos T a Tregs y su actividad en células presentadoras de antígenos media la 

función supresora de las Tregs (185,297,298). Esto lo confirmamos in vivo en los 

trasplantes de piel, donde a 15 días en los injertos de animales tratados con SANA y con 

SnPP inhibiendo HO-1, no se incrementó el porcentaje de Tregs CD4+FOXP3+, 

suprimiéndose el efecto de SANA al inhibir HO-1 (Figura 2.20). Tomando en cuenta los 

resultados donde SANA prolonga la sobrevida de manera dependiente de Tmem176b 

(Figura 2.5), HO-1 tiene un papel importante en la sobrevida y el incremento de Tregs 

(Figuras 2.18 y 2.20) y que el SANA muestra más células dendríticas expresando HO-1 de 

manera dependiente de Tmem176b (Figura 2.9 C y D), concluimos que:  

SANA activa farmacológicamente a TMEM176B induciendo la expresión de HO-1, 

promoviendo un incremento y diferenciación de Tregs, dando como resultado la 

prolongación de la sobrevida del trasplante. 

Este mecanismo que concluimos a partir de los resultados obtenidos en esa tesis, se 

resume en el esquema mostrado a continuación en la Figura 3.1. 
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Se ha mostrado que utilizando un tratamiento con células dendríticas tolerogénicas (Tol-

DCs), en el mismo modelo murino de antígenos menores (185), solo las WT protegían al 

trasplante. De un punto de vista mecanístico, esto dependía del proceso de presentación 

cruzada de antígenos que tenía como resultado la generación de células T CD8+CD11c+ 

específicas de antígenos con funciones reguladoras. Este efecto no era posible cuando 

se administraban Tol-DCs Tmem176b-/- (185). Sin embargo, en un contexto tumoral en 

los ganglios drenantes del tumor, se ha observado un mayor porcentaje de Tregs 

CD4+FoxP3+ en ratones WT respecto a los Tmem176b-/- (184). Esto sugiere que 

TMEM176B también promueve la diferenciación a Tregs y fortalece la idea del 

mecanismo propuesto del eje SANA-TMEM176B/HO-1 modulando la alorespuesta 

mediante un incremento de Tregs. 

Sin embargo, no debemos olvidar que la inducción de HO-1 es parcialmente 

dependiente de la activación farmacológica de TMEM176B por SANA (Figura 2.9 A y B), 

lo que sugiere que existen mecanismos independientes involucrados en el aumento de 

la expresión de esta enzima. El hecho de que la ausencia de TMEM176B no haya 

impedido completamente que se exprese HO-1 en respuesta al tratamiento con SANA, 

puede explicarse porque estén actuando mecanismos compensatorios no relacionados 

a la activación de TMEM176B. Dichos mecanismos probablemente se deban a la acción 

Figura 3.1. Conclusión del mecanismo inmunomodulador de la activación farmacológica de 

TMEM176B. Tomando en cuenta los resultados in vivo e in vitro obtenidos en este trabajo, planteamos 

este mecanismo por el cual la activación farmacológica de TMEM176B modula la sobrevida del 

trasplante. Utilizando como herramienta farmacológica al nitroalqueno SANA, este activa a TMEM176B 

como canal iónico, el cual se encuentra mayormente expresado en membranas intracelulares de células 

mieloides como las células dendríticas. TMEM176B favorece a una mejor inducción de HO-1 en la 

dendrítica, desencadenando luego un incremento de Tregs CD4+FoxP3+ en el trasplante que concluye 

en la prolongación de la sobrevida del mismo. 

In vitro 
? 
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del SANA como nitroalqueno sobre otras vías que regulan a HO-1, tomando en cuenta 

que estos compuestos activan a Nrf-Keap1 (233). La activación de esta vía es la manera 

clásica por la cual se induce la expresión de HO-1 (277), aunque también existen otras 

alternativas independientes de Nrf2 por las cuales los nitroalquenos logran inducirla 

(236). De todas maneras, nuestros resultados muestran dos aspectos biológicamente 

relevantes que son dependientes de la activación de TMEM176B: el efecto in vivo en la 

sobrevida del trasplante de piel y el aumento de DCs CD11b+ que expresan HO-1 en el 

injerto (Figuras 2.3 y 2.7 C y D).       

Se debe tener presente que un tratamiento que prevenga el rechazo de trasplantes debe 

tener un componente inmunosupresor que disminuya la acción del sistema inmune para 

evitar el rechazo agudo. Sin embargo, el desafío es disminuir las dosis y aplicaciones en 

forma crónica para evitar los efectos adversos mencionados, buscando que se 

establezcan mecanismos de tolerancia que perduren en el tiempo. El SANA ha mostrado 

tener un efecto significativo en la sobrevida de trasplantes en modelos animales (Figura 

2.1), pero un simple tratamiento con este compuesto solo postergaría el rechazo. Es así 

que surge el interés de combinarlo con algún inmunosupresor, habiendo sido nuestra 

elección la combinación con el fragmento Fab del anti-CD3 (160). Los motivos de 

elección de este inmunosupresor fueron, en primer lugar, que se trata de un anticuerpo 

con acción específica en linfocitos T y no es sistémico como los más convencionales (por 

ejemplo: ciclosporina, tacrolimus, rapamicina). En segundo lugar, al tratarse del 

fragmento Fab se estaría evitando los efectos secundarios relacionados a la región Fc, 

como sucedía con la forma total del anti-CD3 original (OKT3) (162,167). Por último, se 

sabe que genera Tregs y especulamos sea sinérgico con SANA que también las genera 

(Figura 2.19). Nos propusimos seguir el protocolo de tratamiento realizado en el trabajo 

de M. Segovia et al, 2014, Am. J. Transp. (185), conservando la administración diaria de 

SANA desde el día previo al trasplante hasta 15 días postrasplante por vía orogástrica, 

inyectando en paralelo dosis del fragmento Fab de anti-CD3 desde el día previo a la 

cirugía hasta el día 7 por vía intraperitoneal cada 2 días. La acción del anti-CD3 consiste 

en dos etapas: la primera a corto plazo de depleción de los linfocitos T y una segunda a 

largo plazo de generación de Tregs dependiente de TGF-β (159,161,323). Con este 

protocolo de tratamiento, se permite que suceda durante los 7 días de su aplicación la 

primera etapa de depleción, dando lugar posteriormente a la generación de Tregs para 

establecer mecanismos de tolerancia. Esto fue confirmado en los trasplantes de piel en 

ratones con incompatibilidad menor, los cuales al ser tratados con SANA y anti-CD3-Fab 

mejoró significativamente el efecto del SANA, tendiendo a ser mejor que el simple 

tratamiento con anti-CD3-Fab (Figura 2.21). Cabe destacar que más del 50% de los 

animales tratados con ambos componentes lograron superar el día 100 sin rechazar, lo 

que en este tipo de modelos es considerado que alcanza la tolerancia. En los 

tratamientos simples con SANA o con anti-CD3-Fab, menos del 50% sobrepasaron el día 

100. Hemos planteado un mecanismo de SANA como modulador de la alorespuesta del 

rechazo de trasplantes a través de TMEM176B y HO-1 que deriva en un incremento de 

Tregs, que en conjunto con las propiedades de acción del anti-CD3 como generador de 

estos linfocitos, pueden establecer efectos sinérgicos que aporten a la inducción de 

tolerancia. Esto se confirmó al analizar las poblaciones celulares en los injertos de piel a 
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los 15 días, donde los ratones tratados con SANA y anti-CD3-Fab mejoraron los 

porcentajes de Tregs CD4+FoxP3+, incrementándose significativamente respecto a los 

monotratamientos con SANA y con anti-CD3-Fab (Figura 2.22). Este protocolo de SANA 

y anti-CD3 también se aplicó en un modelo de trasplante de piel en contexto de 

antígenos mayores, trasplantando piel de un ratón donante de la cepa BALB/c a un 

receptor C57BL/6 (Figura 2.23). Este modelo tiene la particularidad de ser más exigente 

debido a la fuerte respuesta contra el injerto que lo hace rechazar más rápido, en lo cual 

está descrito una media de sobrevida en animales sin tratar de 7-8 días como obtuvimos 

en nuestro experimento (314,315). Por este motivo, es muy difícil observar diferencias 

en la sobrevida como sucede en el modelo con incompatibilidad menor, siendo que el 

simple tratamiento con SANA en este contexto no prolonga significativamente. Sin 

embargo, los tratamientos con inmunosupresores que tienen efectos significativos, se 

logran visualizar en estos modelos en un corrimiento de la sobrevida del injerto, hecho 

que sucedió cuando aplicamos el anti-CD3. Este mejoró significativamente el efecto del 

SANA, reproduciendo el resultado obtenido en el modelo de piel en contexto de 

antígenos menores. Estos resultados dan lugar a plantear que la combinación de SANA 

y anti-CD3 puede ser un potencial encare terapéutico para proteger el injerto.  

En suma, este trabajo deja como aporte un mecanismo que puede ser regulado 

farmacológicamente, el cual puede considerarse como blanco terapéutico para modular 

la alorespuesta y mejorar la sobrevida de los trasplantes. Sin embargo, puede ser de 

interés estudiar al SANA con otras combinaciones de inmunosupresores y ampliar a 

otros modelos de trasplantes para ver el efecto que tiene en otros órganos y tejidos. 

Esto hallazgos podrían ser fundamentales para desarrollar estrategias terapéuticas, 

incluso en otros escenarios clínicos como lo es la autoinmunidad.  
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CONCLUSIONES 

 

En esta tesis doctoral, nos planteamos estudiar los efectos y mecanismos 

inmunoreguladores inducidos farmacológicamente para favorecer la sobrevida del 

alotrasplante. 

Las principales conclusiones que surgen de esta tesis son: 

● SANA prolonga la sobrevida de los aloinjertos en modelos animales de 

trasplantes de piel y corazón. 

● El transporte iónico mediado por TMEM176B es activado farmacológicamente 

por SANA. 

● El efecto in vivo de SANA en trasplante de piel es dependiente de Tmem176b. 

● La activación de Tmem176b por SANA regula la inducción de Hemoxigenasa-1, 

posiblemente a través de la fosforilación de Akt. Sin embargo, la inducción de 

HO-1 es solo parcialmente dependiente de la activación farmacológica de 

TMEM176B.  

● La inducción de Hemoxigenasa-1 por SANA promueve el incremento de Tregs 

CD4+ FoxP3+ en el trasplante, favoreciendo hacia una mejor sobrevida del 

injerto. 

● El tratamiento que combina SANA y anti-CD3 (fragmento Fab) mejoran 

significativamente la sobrevida de trasplantes de piel e incrementa Tregs.  

 

En suma, se concluye de esta tesis de Doctorado que el canal iónico TMEM176B es 

activado farmacológicamente por el compuesto SANA, desencadenando la inducción 

de Hemoxigenasa-1 como mecanismo inmunomodulador. Este mecanismo promueve 

el incremento de linfocitos T reguladores, favoreciendo al aumento de la sobrevida del 

trasplante. 

Esto aporta un mecanismo donde sus actores moleculares pueden servir como blancos 

farmacológicos para otras drogas y dar lugar para profundizar en el estudio de esta vía 

de señalización englobada en la respuesta inmune en trasplantes. Además, en esta tesis 

se aporta una potencial combinación terapéutica que pueda servir como estrategia para 

alivianar los efectos adversos de las terapias inmunosupresoras convencionales y 

prolongar la sobrevida del alotrasplante.        
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PERSPECTIVAS 

 

Los resultados obtenidos en esta tesis dejan propuesta una vía de señalización 

desencadenada por la activación farmacológica de TMEM176B que promueve la 

inducción de HO-1.  

En primer lugar, es importante plantearnos un estudio profundizado del mecanismo de 

activación de TMEM176B por SANA. En este sentido, la realización de análisis de 

interacciones covalentes entre la droga y la estructura proteica de TMEM176B, así como 

ver los aminoácidos que son modificados, sería importante para reforzar el mecanismo 

planteado en esta tesis. En forma preliminar, se realizó una prueba mediante 

herramientas computacionales para analizar hipotéticas interacciones de SANA con la 

estructura de TMEM176B, gracias a la colaboración del Dr. Martín Sóñora y la Dra. 

Lucianna Silva Dos Santos del Laboratorio de Simulaciones Biomoleculares del Institut 

Pasteur de Montevideo. Solo se analizó en el dominio transmembrana debido a que es 

la parte confiable en la que se pudo trabajar, debido a que el conocimiento acerca de la 

estructura de TMEM176B está en desarrollo y aún no es claro. Los hipotéticos sitios en 

los que SANA podría interaccionar tanto en el dímero, trímero y tetrámero, se 

encuentran mayormente en los extremos del dominio transmembrana, aunque es 

necesario complementar con estudios de dinámica molecular y avanzar sobre la 

estructura de TMEM176B. 

También observamos que el mecanismo entre TMEM176B y HO-1 es dependiente de la 

activación de Akt, siendo necesario profundizar más en este aspecto para entender cómo 

ocurre este nexo. Esto puede abordarse estudiando con la aplicación de otros 

inhibidores de la vía PI3K/Akt distintos a la triciribina (Ejemplo: LY294002, AKT VIII, 

Wortmanina), analizando ambas fosforilaciones de Akt en la serina 471 (Ser471) y 

treonina 308 (Thr308). Otro complemento importante sería estudiar qué sucede a lo 

largo de esta vía, analizando por ejemplo fosforilaciones en mTORC2 y PDK1 (rio arriba) 

o GSK-3 y mTORC1 (rio abajo). 

En este trabajo utilizamos modelos de trasplantes donde se abarcaron dos tipos de 

incompatibilidades, diferencias en complejidad y dinámica de rechazo: piel y corazón. 

Sin embargo, el estudio en otros trasplantes puede ser de especial interés, como por 

ejemplo riñón, hígado y pulmón que son muy comunes en la clínica, o bien en 

trasplantes de médula ósea o células hematopoyéticas que tienen la particularidad de 

desencadenar una respuesta de donante contra receptor (GVHD, del inglés “Graft 

Versus Host Disease”). Al ser esta respuesta diferente a la estudiada en este trabajo 

(receptor contra donante), surge la interrogante acerca del funcionamiento en este 

contexto del mecanismo y la aproximación farmacológica planteados en esta tesis. 

Otra perspectiva importante es estudiar combinaciones de SANA con otros 

inmunosupresores, principalmente con drogas convencionales (como tacrolimus y 
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rapamicina) siguiendo el mismo razonamiento de disminuir las dosis para alivianar 

efectos secundarios y ejercer acciones sinérgicas para prevenir el rechazo. 

Por último, SANA ha sido objeto de estudio en un ensayo clínico de fase I A/B en Australia 

como fármaco para enfermedades metabólicas y relacionadas a la obesidad (259), el 

cual se ha concluido con éxito sin reportarse efectos adversos de importancia y 

confirmando que este fármaco es seguro. En este contexto, SANA actúa a nivel del 

metabolismo estimulando mecanismos termogénicos dependientes de la vía de la 

creatina en tejido adiposo (259), despertando el interés de estudiar mecanismos a nivel 

metabólico en células inmunes involucradas en la alorespuesta que puedan ser 

regulados por SANA. 
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Anexo 1: Artículo publicado relacionado a esta tesis 
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Anexo 2: Tablas de listas de proteínas del análisis proteómico de 

macrófagos THP-1 tratados con SANA (Figura 2.7A)  

 

Lista de proteínas significativas más abundantes identificadas en células tratadas con 
SANA 

Protein 
Index 

Locus 
Replicate 

Count 
Total 
Signal 

SANA
1 

SANA
2 

SANA
3 

Description 

198 
P1706

6 
3 83 29 32 22 

Heat shock 70 kDa protein 6 
OS=Homo sapiens GN=HSPA6 
PE=1 SV=2 

442 
P0960

1 
3 34 15 11 8 

Heme oxygenase 1 OS=Homo 
sapiens GN=HMOX1 PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: B1AHA8 

1413 
Q9UQ

35 
3 21 7 7 7 

Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 OS=Homo sapiens 
GN=SRRM2 PE=1 SV=2 

1089 
P0824

0 
3 16 7 5 4 

Signal recognition particle 
receptor subunit alpha OS=Homo 
sapiens GN=SRPR PE=1 SV=2 

873 
P0251

1 
3 14 3 4 7 

Alpha-crystallin B chain OS=Homo 
sapiens GN=CRYAB PE=1 SV=2; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: E9PR44, 
A0A024R3B9, E9PNH7, H0YCW8 

1020 
Q6IN8

5 
3 14 4 7 3 

Serine/threonine-protein 
phosphatase 4 regulatory subunit 
3A OS=Homo sapiens GN=SMEK1 
PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: G3V5Z3, H0YIY8 

1467 
P0406

2 
3 13 6 5 2 

Glucosylceramidase OS=Homo 
sapiens GN=GBA PE=1 SV=3 

1091 
P2336

8 
3 12 2 5 5 

NAD-dependent malic enzyme, 
mitochondrial OS=Homo sapiens 
GN=ME2 PE=1 SV=1 

1695 
H0Y3

U8 
3 12 5 4 3 

Chitinase-3-like protein 1 
(Fragment) OS=Homo sapiens 
GN=CHI3L1 PE=3 SV=1 

1509 
Q9965

3 
3 11 4 5 2 

Calcineurin B homologous protein 
1 OS=Homo sapiens GN=CHP1 
PE=1 SV=3; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: H0YNG9, F5GX29, H0YKE7, 
H0YLY7 

2098 
P2657

2 
3 11 4 3 4 

Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 
2-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase 
OS=Homo sapiens GN=MGAT1 
PE=2 SV=2 

389 
Q0325

2 
3 10 4 3 3 

Lamin-B2 OS=Homo sapiens 
GN=LMNB2 PE=1 SV=3; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: J9JID7 

1248 
P1530

9 
3 10 4 3 3 

Prostatic acid phosphatase 
OS=Homo sapiens GN=ACPP PE=1 
SV=3 
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1854 
Q9Y4B

6 
3 10 4 4 2 

Protein VPRBP OS=Homo sapiens 
GN=VPRBP PE=1 SV=3 

1873 
P2209

0 
3 10 5 3 2 

40S ribosomal protein S4, Y 
isoform 1 OS=Homo sapiens 
GN=RPS4Y1 PE=1 SV=2 

739 
Q1350

1 
3 9 4 3 2 

Sequestosome-1 OS=Homo 
sapiens GN=SQSTM1 PE=1 SV=1 

1865 
Q8WY

P5 
3 9 2 4 3 

Protein ELYS OS=Homo sapiens 
GN=AHCTF1 PE=1 SV=3 

2291 
O6030

6 
3 9 3 4 2 

Intron-binding protein aquarius 
OS=Homo sapiens GN=AQR PE=1 
SV=4 

189 
Q9H0

B6 
3 8 4 2 2 

Kinesin light chain 2 OS=Homo 
sapiens GN=KLC2 PE=1 SV=1 

1505 
Q0178

0 
3 8 3 3 2 

Exosome component 10 
OS=Homo sapiens GN=EXOSC10 
PE=1 SV=2 

1546 
Q2TAL

8 
3 8 3 2 3 

Glutamine-rich protein 1 
OS=Homo sapiens GN=QRICH1 
PE=1 SV=1 

2303 
Q6P1J

9 
3 8 3 3 2 

Parafibromin OS=Homo sapiens 
GN=CDC73 PE=1 SV=1 

2476 
Q9BPZ

3 
3 8 2 3 3 

Polyadenylate-binding protein-
interacting protein 2 OS=Homo 
sapiens GN=PAIP2 PE=1 SV=1 

396 
Q9276

9 
3 7 2 3 2 

Histone deacetylase 2 OS=Homo 
sapiens GN=HDAC2 PE=1 SV=2 

490 
A0A09
6LP26 

3 7 2 2 3 

Uncharacterized protein 
OS=Homo sapiens PE=4 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: A8MWX3, 
A8K0Z3, Q6VEQ5, A0A096LP75, 
C4AMC7, Q9NQA3 

1860 
P0823

6 
3 7 3 2 2 

Beta-glucuronidase OS=Homo 
sapiens GN=GUSB PE=1 SV=2 

2293 
Q9UJY

4 
3 7 3 2 2 

ADP-ribosylation factor-binding 
protein GGA2 OS=Homo sapiens 
GN=GGA2 PE=1 SV=3 

2455 
P2205

9 
3 7 3 2 2 

Oxysterol-binding protein 1 
OS=Homo sapiens GN=OSBP PE=1 
SV=1 

1412 
P0962

2 
3 6 2 2 2 

Dihydrolipoyl dehydrogenase, 
mitochondrial OS=Homo sapiens 
GN=DLD PE=1 SV=2; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: E9PEX6 

1754 
P0510

7 
2 38 18 20  

Integrin beta-2 OS=Homo sapiens 
GN=ITGB2 PE=1 SV=2 

1724 
A0A08
7X2D8 

2 21 10 11  
C-Jun-amino-terminal kinase-
interacting protein 4 OS=Homo 
sapiens GN=SPAG9 PE=1 SV=1 

227 
Q9292

2 
2 16 7 9  

SWI/SNF complex subunit 
SMARCC1 OS=Homo sapiens 
GN=SMARCC1 PE=1 SV=3 

2292 
P0670

2 
2 10 4 6  

Protein S100-A9 OS=Homo 
sapiens GN=S100A9 PE=1 SV=1 

722 
Q9UQ

16 
2 9 3 6  

Dynamin-3 OS=Homo sapiens 
GN=DNM3 PE=1 SV=4 

1602 
P0628

0 
2 9 7 2  

Alpha-galactosidase A OS=Homo 
sapiens GN=GLA PE=1 SV=1 

2469 
Q96PK

6 
2 9 5 4  

RNA-binding protein 14 
OS=Homo sapiens GN=RBM14 
PE=1 SV=2 
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234 
Q9UK

N8 
2 8 4 4  

General transcription factor 3C 
polypeptide 4 OS=Homo sapiens 
GN=GTF3C4 PE=1 SV=2 

1606 
Q9H4

88 
2 8 5 3  

GDP-fucose protein O-
fucosyltransferase 1 OS=Homo 
sapiens GN=POFUT1 PE=1 SV=1 

1864 
Q9P2I

0 
2 8 3 5  

Cleavage and polyadenylation 
specificity factor subunit 2 
OS=Homo sapiens GN=CPSF2 
PE=1 SV=2 

1511 
P6089

1 
2 8  2 6 

Ribose-phosphate 
pyrophosphokinase 1 OS=Homo 
sapiens GN=PRPS1 PE=1 SV=2 

835 
Q1558

2 
2 7 3 4  

Transforming growth factor-beta-
induced protein ig-h3 OS=Homo 
sapiens GN=TGFBI PE=1 SV=1 

905 
Q5JRA

6 
2 7 5  2 

Melanoma inhibitory activity 
protein 3 OS=Homo sapiens 
GN=MIA3 PE=1 SV=1 

919 
P5157

1 
2 7 3  4 

Translocon-associated protein 
subunit delta OS=Homo sapiens 
GN=SSR4 PE=1 SV=1; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: A6NLM8 

1578 
Q8WU

A2 
2 7 3 4  

Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase-like 4 OS=Homo 
sapiens GN=PPIL4 PE=1 SV=1 

1858 
Q9HA

T2 
2 7 5 2  

Sialate O-acetylesterase 
OS=Homo sapiens GN=SIAE PE=1 
SV=1 

2276 
Q1456

2 
2 7 4 3  

ATP-dependent RNA helicase 
DHX8 OS=Homo sapiens 
GN=DHX8 PE=1 SV=1 

 

 

Lista de proteínas significativas más abundantes identificadas en células tratadas con 
vehículo 

Protei
n 

Index 
Locus 

Replicat
e Count 

Total 
Signal 

Ctrl 1 Ctrl 2 Ctrl 3 Description 

2141 Q96CW5 3 12 6 3 3 
Gamma-tubulin complex 
component 3 OS=Homo sapiens 
GN=TUBGCP3 PE=1 SV=2 

542 P29466 3 11 4 5 2 
Caspase-1 OS=Homo sapiens 
GN=CASP1 PE=1 SV=1 

1837 Q8TDP1 3 11 3 4 4 

Ribonuclease H2 subunit C 
OS=Homo sapiens GN=RNASEH2C 
PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: E9PN81, H0YEF3 

1659 Q9Y5K8 3 10 3 5 2 

V-type proton ATPase subunit D 
OS=Homo sapiens GN=ATP6V1D 
PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: G3V2S6, H0YJH8, G3V2V6 

1665 Q8N573 3 10 3 4 3 

Oxidation resistance protein 1 
OS=Homo sapiens GN=OXR1 PE=1 
SV=2; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: H0YC07 

968 Q9NZQ3 3 9 4 2 3 
NCK-interacting protein with SH3 
domain OS=Homo sapiens 
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GN=NCKIPSD PE=1 SV=1; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: C9JSC3 

1338 Q9NRX4 3 9 4 2 3 
14 kDa phosphohistidine 
phosphatase OS=Homo sapiens 
GN=PHPT1 PE=1 SV=1 

1660 Q9NZD8 3 9 4 2 3 
Maspardin OS=Homo sapiens 
GN=SPG21 PE=1 SV=1 

2361 Q8WWM7 3 9 4 3 2 
Ataxin-2-like protein OS=Homo 
sapiens GN=ATXN2L PE=1 SV=2 

544 Q96FS4 3 8 3 2 3 

Signal-induced proliferation-
associated protein 1 OS=Homo 
sapiens GN=SIPA1 PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: F6RY50 

972 Q5SW79 3 8 3 2 3 

Centrosomal protein of 170 kDa 
OS=Homo sapiens GN=CEP170 
PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: H0Y2V6 

1793 Q6NYC8 3 8 4 2 2 
Phostensin OS=Homo sapiens 
GN=PPP1R18 PE=1 SV=1 

2347 Q13131 3 8 4 2 2 
5'-AMP-activated protein kinase 
catalytic subunit alpha-1 OS=Homo 
sapiens GN=PRKAA1 PE=1 SV=4 

533 P53990 3 7 3 2 2 

IST1 homolog OS=Homo sapiens 
GN=IST1 PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: H3BUI0, H3BMU1, H3BQF7, 
F5GXM3 

548 A6NC98 3 7 3 2 2 
Coiled-coil domain-containing 
protein 88B OS=Homo sapiens 
GN=CCDC88B PE=1 SV=1 

1661 Q9BQ67 3 7 3 2 2 

Glutamate-rich WD repeat-
containing protein 1 OS=Homo 
sapiens GN=GRWD1 PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: M0QX71 

1043 Q9NRF8 3 6 2 2 2 
CTP synthase 2 OS=Homo sapiens 
GN=CTPS2 PE=1 SV=1 

1669 Q9Y3C8 3 6 2 2 2 
Ubiquitin-fold modifier-conjugating 
enzyme 1 OS=Homo sapiens 
GN=UFC1 PE=1 SV=3 

1670 Q13637 3 6 2 2 2 
Ras-related protein Rab-32 
OS=Homo sapiens GN=RAB32 PE=1 
SV=3 

2045 Q9Y5K6 3 6 2 2 2 
CD2-associated protein OS=Homo 
sapiens GN=CD2AP PE=1 SV=1 

57 P35580 2 27 15  12 
Myosin-10 OS=Homo sapiens 
GN=MYH10 PE=1 SV=3 

1253 F8W8D8 2 19  10 9 
Plastin-3 OS=Homo sapiens 
GN=PLS3 PE=1 SV=1 

1343 Q8TE82 2 7  2 5 

SH3 domain and tetratricopeptide 
repeat-containing protein 1 
OS=Homo sapiens GN=SH3TC1 
PE=1 SV=3 

1976 Q9NVZ3 2 7 5  2 
Adaptin ear-binding coat-
associated protein 2 OS=Homo 
sapiens GN=NECAP2 PE=1 SV=1 

1926 Q53EL6 2 7 4 3  
Programmed cell death protein 4 
OS=Homo sapiens GN=PDCD4 PE=1 
SV=2 

532 H0YHG0 2 6 4  2 
Uncharacterized protein 
(Fragment) OS=Homo sapiens PE=4 
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SV=1; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: P82979 

543 Q06187 2 6 3  3 

Tyrosine-protein kinase BTK 
OS=Homo sapiens GN=BTK PE=1 
SV=3; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: 
U3NG26, Q5JY90 

1350 Q00688 2 6 3  3 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
FKBP3 OS=Homo sapiens 
GN=FKBP3 PE=1 SV=1 

1351 P49247 2 6  2 4 
Ribose-5-phosphate isomerase 
OS=Homo sapiens GN=RPIA PE=1 
SV=3 

779 P12236 2 6 2 4  
ADP/ATP translocase 3 OS=Homo 
sapiens GN=SLC25A6 PE=1 SV=4 

1354 Q9BV57 2 6 3 3  

1,2-dihydroxy-3-keto-5-
methylthiopentene dioxygenase 
OS=Homo sapiens GN=ADI1 PE=1 
SV=1 

1360 Q92734 2 6 3 3  
Protein TFG OS=Homo sapiens 
GN=TFG PE=1 SV=2 

1674 Q9Y277 2 6 2 4  
Voltage-dependent anion-selective 
channel protein 3 OS=Homo 
sapiens GN=VDAC3 PE=1 SV=1 

2264 Q9UJ83 2 6 3 3  
2-hydroxyacyl-CoA lyase 1 
OS=Homo sapiens GN=HACL1 PE=1 
SV=2 

539 O95848 2 5 2  3 
Uridine diphosphate glucose 
pyrophosphatase OS=Homo 
sapiens GN=NUDT14 PE=1 SV=2 

569 P22087 2 5 2  3 

rRNA 2'-O-methyltransferase 
fibrillarin OS=Homo sapiens 
GN=FBL PE=1 SV=2; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: M0R2Q4, M0QXL5, 
M0R299, M0R0P1, M0R2B0, 
M0R1H0, M0R2U2 

967 Q12972 2 5  2 3 

Nuclear inhibitor of protein 
phosphatase 1 OS=Homo sapiens 
GN=PPP1R8 PE=1 SV=2; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: 
A0A0A0MT09 

975 O15305 2 5 3  2 

Phosphomannomutase 2 OS=Homo 
sapiens GN=PMM2 PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: H3BV55, 
H3BPH4 

1007 Q9BUL8 2 5  3 2 

Programmed cell death protein 10 
OS=Homo sapiens GN=PDCD10 
PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: C9J363 

1339 Q96EK9 2 5  3 2 
Protein KTI12 homolog OS=Homo 
sapiens GN=KTI12 PE=1 SV=1 

1348 H0YGL6 2 5  3 2 
Ras-related protein Rab-6A 
(Fragment) OS=Homo sapiens 
GN=RAB6A PE=1 SV=1 

1755 P49356 2 5  2 3 

Protein farnesyltransferase subunit 
beta OS=Homo sapiens GN=FNTB 
PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: B4DL54 
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1779 Q96Q15 2 5  2 3 

Serine/threonine-protein kinase 
SMG1 OS=Homo sapiens GN=SMG1 
PE=1 SV=3; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: J3KRA9 

2246 O00273 2 5 2  3 
DNA fragmentation factor subunit 
alpha OS=Homo sapiens GN=DFFA 
PE=1 SV=1 

981 Q96C11 2 5 3 2  

FGGY carbohydrate kinase domain-
containing protein OS=Homo 
sapiens GN=FGGY PE=1 SV=2; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: F2Z2V1 

986 P55039 2 5 3 2  

Developmentally-regulated GTP-
binding protein 2 OS=Homo 
sapiens GN=DRG2 PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: A8MZF9, 
J3QKW7, J3QRI9, J3QR71 

1681 Q9Y520 2 5 3 2  

Protein PRRC2C OS=Homo sapiens 
GN=PRRC2C PE=1 SV=4; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: E7EPN9, 
H7C5N8 

527 Q9Y4A5 2 4  2 2 

Transformation/transcription 
domain-associated protein 
OS=Homo sapiens GN=TRRAP PE=1 
SV=3; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: F2Z2U4 

528 O14745 2 4 2  2 

Na(+)/H(+) exchange regulatory 
cofactor NHE-RF1 OS=Homo 
sapiens GN=SLC9A3R1 PE=1 SV=4; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: J3QRP6 

545 H7BZ14 2 4 2  2 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
(Fragment) OS=Homo sapiens 
GN=PPIL3 PE=1 SV=1; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: Q9H2H8, 
B8ZZ77 

974 Q7L591 2 4 2  2 

Docking protein 3 OS=Homo 
sapiens GN=DOK3 PE=1 SV=2; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: D6RAM3 

977 Q96EP0 2 4 2  2 

E3 ubiquitin-protein ligase RNF31 
OS=Homo sapiens GN=RNF31 PE=1 
SV=1; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: H0YM13 

978 Q9H7E9 2 4 2  2 
UPF0488 protein C8orf33 
OS=Homo sapiens GN=C8orf33 
PE=1 SV=1 

1341 O95671 2 4  2 2 

N-acetylserotonin O-
methyltransferase-like protein 
OS=Homo sapiens GN=ASMTL PE=1 
SV=3 

1349 Q92889 2 4 2  2 
DNA repair endonuclease XPF 
OS=Homo sapiens GN=ERCC4 PE=1 
SV=3 

1664 A0MZ66 2 4  2 2 
Shootin-1 OS=Homo sapiens 
GN=KIAA1598 PE=1 SV=4 

1667 Q96II5 2 4  2 2 

ARAF protein OS=Homo sapiens 
GN=ARAF PE=2 SV=1; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: P10398 
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2046 Q9HAU5 2 4 2  2 
Regulator of nonsense transcripts 2 
OS=Homo sapiens GN=UPF2 PE=1 
SV=1 

2143 P51151 2 4 2  2 
Ras-related protein Rab-9A 
OS=Homo sapiens GN=RAB9A PE=1 
SV=1 

568 P33897 2 4 2 2  

ATP-binding cassette sub-family D 
member 1 OS=Homo sapiens 
GN=ABCD1 PE=1 SV=2; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: H0Y7L9 

990 Q5T6J7 2 4 2 2  
Probable gluconokinase OS=Homo 
sapiens GN=IDNK PE=2 SV=1 

991 Q5JSP0 2 4 2 2  
FYVE, RhoGEF and PH domain-
containing protein 3 OS=Homo 
sapiens GN=FGD3 PE=1 SV=1 

1366 P55735 2 4 2 2  

Protein SEC13 homolog OS=Homo 
sapiens GN=SEC13 PE=1 SV=3; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: A8MXL6 

1684 Q14165 2 4 2 2  

Malectin OS=Homo sapiens 
GN=MLEC PE=1 SV=1; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: F5H1S8 

1930 Q9BZV1 2 4 2 2  

UBX domain-containing protein 6 
OS=Homo sapiens GN=UBXN6 PE=1 
SV=1; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: K7EP32 

2121 Q7Z6I6 2 4 2 2  

Rho GTPase-activating protein 30 
OS=Homo sapiens GN=ARHGAP30 
PE=1 SV=3; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: A0A0A0MRJ8 

2124 Q9H4A3 2 4 2 2  

Serine/threonine-protein kinase 
WNK1 OS=Homo sapiens 
GN=WNK1 PE=1 SV=2; Additional 
IDs concatenated into 
MaxParsimony group: F5GWT4, 
F6UYG0 

2193 Q9NPP4 2 4 2 2  
NLR family CARD domain-
containing protein 4 OS=Homo 
sapiens GN=NLRC4 PE=1 SV=2 

2350 Q96JH7 2 4 2 2  
Deubiquitinating protein VCIP135 
OS=Homo sapiens GN=VCPIP1 PE=1 
SV=2 

2377 Q0VDF9 2 4 2 2  
Heat shock 70 kDa protein 14 
OS=Homo sapiens GN=HSPA14 
PE=1 SV=1 
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Lista de proteínas diferenciales significativas en ambas condiciones 

Locus Fold Change pValue 
Signal 
(Ctrl) 

Signal 
(SANA) 

Description 

P15090 5.3908046 0.00095864 29 156.333333 
Fatty acid-binding protein, adipocyte 
OS=Homo sapiens GN=FABP4 PE=1 SV=3 

P08107 5.01265823 0.00017219 26.3333333 132 

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 
OS=Homo sapiens GN=HSPA1A PE=1 
SV=5; Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: 
contaminant_GR78_HUMAN, 
contaminant_GR78_KLULA 

Q14669 3.73333333 0.04073181 2.5 9.33333333 
E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 
OS=Homo sapiens GN=TRIP12 PE=1 
SV=1 

P13674 2.88888889 0.00289228 3 8.66666667 
Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 
OS=Homo sapiens GN=P4HA1 PE=1 
SV=2 

Q14956 2.83333333 0.03349609 3 8.5 
Transmembrane glycoprotein NMB 
OS=Homo sapiens GN=GPNMB PE=1 
SV=2 

Q8NI27 2.8 0.00622418 2.5 7 
THO complex subunit 2 OS=Homo 
sapiens GN=THOC2 PE=1 SV=2 

Q02880 2.66666667 0.02005603 2.5 6.66666667 

DNA topoisomerase 2-beta OS=Homo 
sapiens GN=TOP2B PE=1 SV=3; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: E9PCY5 

Q9P2E9 2.375 0.00885215 2.66666667 6.33333333 

Ribosome-binding protein 1 OS=Homo 
sapiens GN=RRBP1 PE=1 SV=4; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: A0A0A0MRV0, 
A0A087WVV2, F8W7S5 

Q8N20
1 

2.375 0.0348579 2.66666667 6.33333333 
Integrator complex subunit 1 OS=Homo 
sapiens GN=INTS1 PE=1 SV=2 

Q15459 2.35294118 0.02467719 5.66666667 13.3333333 
Splicing factor 3A subunit 1 OS=Homo 
sapiens GN=SF3A1 PE=1 SV=1 

Q14839 2.35 0.00097784 6.66666667 15.6666667 

Chromodomain-helicase-DNA-binding 
protein 4 OS=Homo sapiens GN=CHD4 
PE=1 SV=2; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: F5GWX5, 
K7EMY3 

O75396 2.33333333 0.00633234 3 7 
Vesicle-trafficking protein SEC22b 
OS=Homo sapiens GN=SEC22B PE=1 
SV=4 

P16278 2.33333333 0.02668136 3 7 
Beta-galactosidase OS=Homo sapiens 
GN=GLB1 PE=1 SV=2 

H3BP20 2.25 0.01534727 4 9 

Beta-hexosaminidase OS=Homo sapiens 
GN=HEXA PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: P06865, H3BS10 

P25685 2.18181818 0.001445 3.66666667 8 
DnaJ homolog subfamily B member 1 
OS=Homo sapiens GN=DNAJB1 PE=1 
SV=4 

Q92598 2.13333333 0.01113494 15 32 
Heat shock protein 105 kDa OS=Homo 
sapiens GN=HSPH1 PE=1 SV=1 

P34931 2.12 0.00692758 16.6666667 35.3333333 
Heat shock 70 kDa protein 1-like 
OS=Homo sapiens GN=HSPA1L PE=1 
SV=2 

P10809 2.10569106 0.01086896 41 86.3333333 
60 kDa heat shock protein, 
mitochondrial OS=Homo sapiens 
GN=HSPD1 PE=1 SV=2 
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Q8IV08 2.05882353 0.00010976 5.66666667 11.6666667 
Phospholipase D3 OS=Homo sapiens 
GN=PLD3 PE=1 SV=1 

P14314 2.05 0.0103062 6.66666667 13.6666667 

Glucosidase 2 subunit beta OS=Homo 
sapiens GN=PRKCSH PE=1 SV=2; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: K7ELL7 

Q9Y266 2 0.00001 2 4 
Nuclear migration protein nudC 
OS=Homo sapiens GN=NUDC PE=1 SV=1 

Q12996 1.93333333 0.00572346 5 9.66666667 
Cleavage stimulation factor subunit 3 
OS=Homo sapiens GN=CSTF3 PE=1 SV=1 

P16435 1.85714286 0.00483948 7 13 
NADPH--cytochrome P450 reductase 
OS=Homo sapiens GN=POR PE=1 SV=2 

Q8TC07 1.83333333 0.00374522 2 3.66666667 
TBC1 domain family member 15 
OS=Homo sapiens GN=TBC1D15 PE=1 
SV=2 

P12109 1.7804878 0.00100936 13.6666667 24.3333333 

Collagen alpha-1(VI) chain OS=Homo 
sapiens GN=COL6A1 PE=1 SV=3; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: A0A087X0S5 

O75369 1.69565217 0.00153047 15.3333333 26 
Filamin-B OS=Homo sapiens GN=FLNB 
PE=1 SV=2 

Q09161 1.65217391 0.00128513 7.66666667 12.6666667 
Nuclear cap-binding protein subunit 1 
OS=Homo sapiens GN=NCBP1 PE=1 
SV=1 

O75534 1.63636364 0.00109606 3.66666667 6 

Cold shock domain-containing protein 
E1 OS=Homo sapiens GN=CSDE1 PE=1 
SV=2; Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: E9PLT0 

Q9H0E
2 

1.5 0.00001 2 3 

Toll-interacting protein OS=Homo 
sapiens GN=TOLLIP PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: F2Z2Y8 

H0YI09 1.5 0.00001 2 3 

Methyltransferase-like protein 7A 
(Fragment) OS=Homo sapiens 
GN=METTL7A PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: Q9H8H3, F8VQX6 

P16298 1.5 0.00001 2 3 

Serine/threonine-protein phosphatase 
2B catalytic subunit beta isoform 
OS=Homo sapiens GN=PPP3CB PE=1 
SV=2 

H0Y8X4 1.14285714 0.00001 7 8 

2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-
hydrolase 1 (Fragment) OS=Homo 
sapiens GN=DNPH1 PE=1 SV=1; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: O43598 

Q8WZA
9 

-1.16666667 0.00001 7 6 
Immunity-related GTPase family Q 
protein OS=Homo sapiens GN=IRGQ 
PE=1 SV=1 

O14920 -1.33333333 0.00001 4 3 
Inhibitor of nuclear factor kappa-B 
kinase subunit beta OS=Homo sapiens 
GN=IKBKB PE=1 SV=1 

O43237 -1.5 0.00001 3 2 

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate 
chain 2 OS=Homo sapiens GN=DYNC1LI2 
PE=1 SV=1; Additional IDs concatenated 
into MaxParsimony group: J3KRI4 

Q9BVK
6 

-1.5 0.00001 3 2 
Transmembrane emp24 domain-
containing protein 9 OS=Homo sapiens 
GN=TMED9 PE=1 SV=2 

Q13867 -1.5 0.00001 3 2 

Bleomycin hydrolase OS=Homo sapiens 
GN=BLMH PE=1 SV=1; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: K7ES02, J3KSD8, K7ESE8 
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Q12797 -1.5 0.00001 3 2 
Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase 
OS=Homo sapiens GN=ASPH PE=1 SV=3 

P22102 -1.90909091 0.00082064 14 7.33333333 
Trifunctional purine biosynthetic protein 
adenosine-3 OS=Homo sapiens 
GN=GART PE=1 SV=1 

P13807 -2.25 0.00338007 4.5 2 
Glycogen [starch] synthase, muscle 
OS=Homo sapiens GN=GYS1 PE=1 SV=2 

P17931 -2.27272727 0.01004605 8.33333333 3.66666667 

Galectin-3 OS=Homo sapiens 
GN=LGALS3 PE=1 SV=5; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: G3V3R6 

Q9NQR
4 

-2.33333333 0.02668136 7 3 
Omega-amidase NIT2 OS=Homo sapiens 
GN=NIT2 PE=1 SV=1 

Q9BXS5 -2.4 0.01313549 8 3.33333333 

AP-1 complex subunit mu-1 OS=Homo 
sapiens GN=AP1M1 PE=1 SV=3; 
Additional IDs concatenated into 
MaxParsimony group: E7ENJ6, K7EJL1 

Q92835 -2.57894737 0.00470558 16.3333333 6.33333333 

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 
5-phosphatase 1 OS=Homo sapiens 
GN=INPP5D PE=1 SV=2; Additional IDs 
concatenated into MaxParsimony 
group: A0A0A0MTP6 

P0CG39 -2.74074074 0.01521282 24.6666667 9 
POTE ankyrin domain family member J 
OS=Homo sapiens GN=POTEJ PE=3 SV=1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


