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INTRODUCCION

Aunque existen referencias de ensayos con implantes de tejidos huma-
nos para remplazar dreas lesionadas a lo largo de la historia, €l impulso del
moderno trasplante tuvo lugar en la década de los afios 40. En un intento
por mejorar la supervivencia de los pacientes que sufrian extensas que-
maduras en su cuerpo, algunos cirujanos realizaron implantes de piel pro-
cedentes de donantes humanos para cubrir las areas lesionadas. Sin
embargo, los intentos de reemplazar la piel quemada con piel de donantes
no relacionados resultaron siempre un fracaso. En unos cuantos dias, la
piel se necrosaba vy se desprendia. Este problema llevé a muchos investi-
gadores a estudiar el trasplante en modelos animales. Los experimentos
realizados establecieron que el fracaso del injerto se debia a una reaccion
inflamatoria que se denominé rechazo, v lo que es mas importante, varias
caracteristicas indicaban que el rechazo era una forma de inmunidad espe-
cifica. Los diferentes resultados obtenidos de los injertos realizados entre
animales singénicos (genéticamente idénticos), v entre animales alogéni-
cos (genéticamente diferentes) establecieron que existia una base genéti-
ca para el reconocimiento del tfrasplante como extrafio. A los genes res-
ponsables de que se percibiera un trasplante de tejido como similar a los
tejidos propios o como extraifio, se les denominé genes de histocompati-
bilidad, v las diferencias entre lo propio y lo extrafio se atribuveron al
polimorfismo genético entre los distintos alelos de histocompatibilidad.
Estudios posteriores demostraron que aunque varios genes podrian con-
tribuir al rechazo, una sola region genética era la responsable de la mayor
parte del rechazo. Esta region, en la cual se comprobé que comprendia
varios genes pero con una fuerte asociacion de ligamiento, se llamé Com-
plejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, «Major Histocompatibility
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Complex»). Aunque el papel de las moléculas del MHC como origen del
rechazo inmunitario del injerto suscité un considerable interés, el papel
central de los genes del MHC en las respuestas inmunitarias frente anti-
genos proteicos no fue aclarado hasta finales de la década de los 70, con
la demostracion de que los linfocitos T especificos para un antigeno no lo
reconocian en su forma soluble o libre, si no que precisaban que peque-

fios fragmentos de este antigeno se presentasen unidos a los productos de
los genes del MHC.

SISTEMAS ANTIGENICOS EN LA RESPUESTA ALOGENICA

El trasplante presenta un mosaico de antigenos extrafios al huésped.
La respuesta aloinmune viene determinada por las caracteristicas de estos
antigenos v la forma en que son presentados al sistema. Los principales
sistemas antigénicos relacionados con la respuesta al trasplante son:

1) Sistema del MHC. Caracterizado por su elevado polimorfismo, los
principales loci involucrados en la alorrespuesta son: los loci de
clase I HLA-A, B y C, v los loci de clase 11 que codifican las molé-
culas HLA-DR, DQ v DP.

2) Sistema de grupo sanguineo ABQ. La incompatibilidad en este sis-
tema de polisacaridos genera una respuesta rapida de rechazo del
injerto debido a la presencia de anticuerpos naturales (preforma-
dos}. Si bien esta incompatibilidad no es absoluta: los receptores de
grupo O pueden aceptar con menor respuesta los drganos de
donantes de grupo A2 (en contraste con el grupo Al), los recep-
tores AB, por la ausencia de anticuerpos anti-A v anti-B pueden
aceptar organos de grupo O, Ay B.

3) Antigenos menores de Histocompatibilidad. Constituidos por dife-
rentes sistemas de proteinas con variabilidad discreta que requie-
ren de la presentacion indirecta (mediada por moléculas del siste-
ma HLA) para generar la respuesta aloinmune,

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
Introduccion

El conocimiento del Complejo Principat de Histocompatibilidad sigue
ampliandose desde que hace 50 afos se describié por primera vez un gen

responsable del rechazo agudo de trasplantes. Los hitos fundamentales de
este conocimiento han sido:
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1. La asoclacién de los genes de histocompatibilidad con antigenos de
membrana de los leucocitos.

2. La descripcion del polimorfismo y de la complejidad genética del
sistema.

3. La vinculacion de estos genes y sus productos con los fenémenos
de restriccion de la respuesta inmune, y el lugar central que ocupa
en el control de la respuesta inmune.

4. La asociacion de algunos de los alelos con ciertas enfermedades.

El MHC en el hombre se denomina sistema HILA («Human Leukocyte
Antigens») y esta integrado por un conjunto de genes localizados en el brazo
corto del cromosoma 6 (entre los marcadores 6p21.31 y 6p21.32}, en un seg-
mento de 4000 kb que corresponde unicamente al 1/1000 del genoma
humano total'2, Los genes del MHC permiten la clasificacion de tres regio-
nes, caracterizadas por codificar tres tipos de proteinas con diferentes fun-
ciones, denominadas de clase I, Il y III. Las moléculas de clase I y II repre-
sentan entidades estructurales diferentes, aunque todos los productos de
estos genes pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, e inter-
vienen en los procesos de activacion linfocitaria y restricciéon de la respues-
ta T. La regién de clase III esta integrada por los genes que codifican molé-
culas de complemento (C2, C4A, C4B y factor B} y las isoenzimas de la
21-hidroxilasa. Entre la region de clase III vy la de clase 1 existen un grupo
de genes que codifican proteinas relacionadas con situaciones de estrés,
inflamacién o infeccion, que se consideran como una region diferente aten-
diendo a su funcion (regién de clase IV). En esta region se encuentran los
genes para las proteinas del choque térmico de 70 kDa (hsp70, «Heat shock
protein»), algunas citoguinas como la linfotoxina a (LTA) también llamada
TNF-b («Tumor Necrosis Factor»), la linfotoxina b (LTB); y otros.

Region de clase I

La organizacién genémica de la clase | presenta una compleja amalga-
ma entre genes con distinta repercusién funcional. Existen 8 genes gque se
expresan, es decir, sus secuencias codifican proteinas reconocibles en la
célula, (HLA-A, B, C, E, F, G, MICA y MICB), 4 pseudogenes completos
(HLA-H, J, Ky L), 4 pseudogenes truncados (HLA-75, 16, 80 y 90), y 3
fragmentos génicos. Intercalados entre los loci MHC propiamente dichos,
encontramos loci de genes no relacionados v sin funcién inmunologica
reconocida {cadena b de la tubulina, proteina de uniéon a GTF, factor de
transcripcion de union a octameros)?.

Los genes que se expresan codifican la cadena a, pesada, de la molé-
cula de clase I, v se distribuyen en genes de clase la y clase Ib. Las prote-
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inas codificadas por los genes de clase Ia (o antigenos de clase [ clasicos)
se expresan en la mayoria de las células somaticas, v su funcién es pre-
sentar péptidos a los linfocitos T. Son altamente polimérficos, presentin-
dose multiples alelos en la poblacién humana. Las proteinas de los genes
de clase Ib (no clasicos) no presentan variabilidad alélica, o es muy esca-
sa, y tienen una expresion diferencial segin los tejidos. Los antigenos que
son capaces de presentar a los linfocitos T parecen ser mas restringidos y
de naturaleza diferente (péptidos formilados). Los loci de clase Ia son
HILA-A y B, los de clase Ib son HLA-E, F y G. El locus HLA-C guedaria
entre las dos categorias: presenta un polimorfismo apreciable, su expre-
sién celular es baja v su capacidad para presentar péptidos en condiciones
fisiolégicas no esta demostrada. Los loci MICA v MICB («MHC class I
Chain-related» A v B) se excluyen de la categoria Ib por considerarse mas
ancestrales que el resto. La expresion de antigenos de clase la del sistema
HILA es ubicua, sin embargo presenta importantes diferencias en la inten-
sidad de expresion entre los diferentes tejidos. Tomando la expresion
maxima, que ocurre en el bazo, como el 100%, las células de los diferentes
tejidos renales expresan por término medio con una intensidad del 14%
(Tabla 1)2,

Tagra 1. Expresion de Antigenos HLA en el rifiéon humano

VASOS SANGUINEOS | INTERSTICIO CELULAS EPITELIALES
Antigenos del Endotelie | Endotelio Células Capsula
Sistema HLA Arterial Capilar | Dendriticas |Glomerular | de Bowman |Proximales| Distales
Clase 1 ++ =8 ++ + + ! +
(HLA-A, B, C)
Clase I - 4 s - -
(HLATIR, D)
Induccion + - +
de Clase 11

Region de Clase 11

Dentro de la estructura génica de la region de clase II nos encontra-
mos con: Once genes MHC de clase II, 4 genes que codifican proteinas
relacionadas con el procesamiento del antigeno para la presentacién en
moléculas de clase [ (LMP2, LMP7, TAP1 y TAP2); un pseudogén de clase
1 (HLA-Z1); y al menos dos genes no relacionados con funcjiones inmunes,
junto a varios pseudogenes?,
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Los genes de clase II se agrupan en la denominacion HLA-D v se dis-
tinguen 5 familias o isotipos: DM, DO, DF, DQ v DR. Cada una de estas
familias presenta dos tipos de loci, A v B, que codifican las cadenas ay b
de la molécula de clase II, respectivamente. Cada molécula de clase Il se
constituye como un heterodimero a/b, donde las dos cadenas son de la
misma familia. Tres loei (DR, 2Q v DP) codifican las moléculas de clase
II, aunque se han identificado otros genes adicionales que codifican pro-
teinas de clase II no clasicas. La familia DR comprende un simple gen a
(DRA) v mas de 9 genes b (DRB1-9) incluidos pseudogenes (DRB2,
DRB6, DRB7, DRB8, DRB9). En el caso de la familia DF, se expresa un
gen para la cadena a (DPA1) vy otro para la cadena b (DPB1); ademas exis-
ten dos pseudogenes (DPB2 v DPA2). Para la familia D(}, se expresa un
gen para la cadena a (DQA1) v otro para la cadena b (DQB1), existiendo
otros genes que no se expresan (DQB2, DQB3 y DQA2).

La organizacion y longitud de la regién DRB varia en los diferentes
haplotipos, v cada uno de ellos expresa un niimero determinade de genes
b. En estos casos, la cadena a (DRA) sigue formando con la cadena b del
DREB1 algunas de las moléculas HLLA-DR (DR1 a DR18), y forma con las
otras cadenas b una segunda molécula que se denomina DR52 (si se aso-
cia al producto de DRB3}, DR53 (si se asocia al de DRB4) y DR51 (si se
asocia al de DRB5).

Ademas de los genes que codifican las moléculas de clase II clasicas,
existen los llamados genes no clasicos: DOA, DOB, DMA v DMBR que pue-
den ser funcionales, y codifican antigenos de clase II no clasicos HLA-DO
y HLA-DM. Las moléculas de HLLA-DM estan normalmente ausentes de la
superficie celular, acumulandose en el compartimento intracelular. Pre-
sentan un limitado polimorfismo y ultimamente han cobrado gran rele-
vancia, ya que parecen intervenir en la estabilizacion y expresion de las
moléculas HLA de clase Il en el interior celular hasta que éstas se unen al
peptido que van a presentar a los linfocitos T%¢, Los genes DO codifican la
molécula de clase II no clasica HLA-DO que esta intimamente asociada
con DM en las células B, y podria regular su funcion?®.

La region de clase II contiene otros genes que también codifican protei-
nas involucradas en la presentacion de antigeno (LMP2, LMP7, TAP-1, TAT-
2), y que no son expresadas en la superficie celular®. TAP-1y 2 codifican las
subunidades de una proteina heterodimérica que transporta péptidos del
citosol al reticulo endoplasmico, donde puede asociarse con cadenas pesadas
de clase I recién traducidas. Los otros genes de este grupo, LMP2 y LMP7,
codifican subunidades de un complejo de proteasas citoplasmaticas (protea-
somas), que esta implicado en la generacién de péptidos a partir de protei-
nas citosdlicas que se incorporan a las moléculas de clase L.

La expresion de antigenos de clase II del sistema HLA esta restringi-
da en condiciones fisiologicas a células del sistema inmune y del sistema
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reticulo-endotelial. En condiciones basales, son expresados en el rifién
por células endoteliales de capilares, por algunas células mesangiales
derivadas de médula 6sea y, sobre todo, por las células dendriticas. Pero
su expresion es inducible en otros tipos celulares (Tabla 1).

Region de clase IIT

Como ya se ha dicho anteriormente, esta region no contiene genes
que codifiquen moléculas HLA, aunque presenta varios genes relaciona-
dos con la respuesta inmune. Importa destacar: PBX2 («pre-B cell leukae-
mia transcription factor 2»); AGER («Advanced glycosilation end product-
specific receptor»); CYP21 (citocromo P450); los genes del complemento
C4B, C4A, Bf y C2; los genes de proteinas Hsp HSP7011, 1 y 1H; B144
(proteina B144 expresada en células B); v los genes de la superfamilia del
TNF: LTB, TNF v LTA%1°,

Organizacion de los genes individuales de clase y de clase 11

Los patrones generales de organizacion intron-exon de los genes de
clase I v II son similares a los de otros genes. En todos los genes del
MHC, la secuencia del primer exdén codifica el péptido lider o sefial, que
dirige las proteinas recién sintetizadas al reticulo endoplasmico (luego es
escindida ¥ no se expresa en membrana). Cada uno de los segmentos
extracelulares de unos 90 amino-acidos {dominios al, a2 y a3 para clase I;
y al, a2, bl y b2 para clase II) esta codificado por un gran exoén separado.
Debido a que los polimorfismos se situan especialmente en el extremo
amino terminal de las proteinas, las regiones polimdriicas estan conteni-
das en uno o dos exones por cada gen. Las regiones transmembrana y
citoplasmatica son codificadas por varios exones pequenos.

Caracteristicas del sistema HLA
Codominancia y fenotipo

Los alelos del sistema HLA se expresan de forma codominante. Esto
es, en la membrana celular se presentan los productos de ambos alelos
(del alelo materno y del alelo paterno). Por lo tanto, para cada uno de los
loci enconiraremos individuos homozigotos (ambos alelos codifican el
mismo producto) o heterozigotos (alelos diferentes). La relacién de anti-
genos expresados por un individuo se denomina fenotipo HLA.
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Haplotipos, segregacion v genotipo

La estrecha unién de estos genes hacen que estos se trasmitan juntos,
en bloque de padres a hijos. Por cada progenitor existen dos series de
genes (uno por cromosoma) llamados haplotipos. Un individuo hereda
dos haplotipos de los cuatro posibles: 2 del padre (a ¥ b) y 2 de la madre
(b y ¢). De ello resultan 4 posibles combinaciones filiales: a/c, a/d, b/cy
b/d, por lo que la probabilidad que dos hermanos sean HLA idénticos es
del 25%, de que sean HLA diferentes del 25% y de que sean HLA semii-
dénticos o haploidénticos del 50%. En ocasiones ocurre una recombina-
cion entre dos haplotipos originando uno nuevo, pero la tasa de recombi-
naciones es del 1%. Al conjunto de los dos haplotipos, individualizados,
que pose un individuo se le denomina genotipo.

Desequilibrio de ligamiento

Muchas y diferentes especificidades pueden ser detectadas para
cada locus génico en la poblacién humana. Puesto que virtualmente
cualquier antigeno de la regién A puede asociarse con cualquiera de la
regién B, C o D, el numero de haplotipos presentes en la poblacion
humana es muy elevado. Sin embargo, ciertas combinaciones de
especificidades de A v B ocurren con mas frecuencia que la esperada si
su asociacion fuese al azar. Asi, la frecuencia de la combinacién de Aly
B8 es del 8.8% en la poblacion, mayor que la esperada que es del 1.6%
{frecuencias de 16% para Al, ¥ 10 % para B8; 0»16 x 0»10 = 0»016 6 1.6%).
Tales agrupaciones de especificidades se denominan desequilibrio de
unién o ligamiento. Este fenémeno no es infrecuente, se puede produ-
cir entre los loci Ay B, By C, By DR o DRy DQ. Mas infrecuente, pero
también ocurre, es el desequilibrio entre mas de dos especificidades de
foci distintos

Polimorfismo alélico

El polimorfismo se debe a la existencia de un gran nimero de alelos
para cada uno de esos genes. La diversidad genera una gran cantidad de
combinaciones en un cromoesoma, lo que hace extremadamente dificil
hallar dos personas no emparentadas con HLA idéntico. Los genes de his-
tocompatibilidad son los genes mas polimorficos encontrados hasta el
momento del genoma de todas las especies analizadas. El polimorfismo
de los antigenos HLA ocurre, como yva hemos visto a varios niveles: 1)
multiples loci relacionados, y 2) multiples alelos.
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Zonas variables

La mayor parte de la variabilidad se concentra en el exén 2 de los
genes de clase Il vy en los exones 2 v 3 de los genes de clase 1. Dentro de
estos exones, la variabilidad esta a su vez concentrada en determinadas
posiciones, las cuales estan implicadas directa ¢ indirectamente en la
region de unién al péptido antigénico, Por otra parte, las variantes alélicas
se pueden agrupar en familias de alelos. Estas [amilias estdn inmiscuidas
entre especies; esto es, una determinado alelo presenta mayor homologia
con miembros de su familia, atn en especies mas ¢ menos proximas, que
con otros alelos de su especie. Esto ha permitido construir los linajes alé-
licos y seguir el proceso de divergencia filogénica.

ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD
Moléculas de clase I

Las moléculas de clase I estan formadas por una cadena pesada glico-
proteica a, de 44 kDa en el ser humano, codificada por los genes del cro-
mosoma 6, asociada a una cadena ligera, la b2- microglobulina, codificada
por un gen situado en el cromosoma 15.

Cadena pesada a

La cadena pesada de la molécula de clase I consiste en tres dominios
extracelulares, denominados al (N-terminal), a2 v a3, una region trans-
membrana y un tallo citoplasmatico. Los tres dominios eXtracelulares
comprenden alrededor de 90 aminoacidos cada uno y pueden ser separa-
dos de la superficie por enzimas proteoliticas como la papaina. Los domi-
nios a2 y a3 poseen puentes disulfuro intracatenarios que dejan bucles de
63 y 82 aminoacidos respectivamente. El dominio a3 es homdlogo con los
dominios constantes de las inmunoglobulinas, v su secuencia de aminod-
cidos estd muy conservada.

La porcion extracelular de la cadena a esta glicosilada, dependiendo el
grado de glicosilacion de la especie v del haplotipo. La regién transmem-
brana es hidrofobica y atraviesa la bicapa lipidica con una conformacion
en a-hélice. El dominjo citoplasmatico hidrofilico puede ser fosforilado in
vive; la secuencia total de este dominio intracitoplasmatico no es igual
entre las diferentes moléculas de clase I, aunque se conservan determi-
nadas caracteristicas especificas, como son los lugares de fosforilacién. Se
ha visto que delecciones de porciones del extremo carboxiterminal inhi-



Bases moleculaves del reconocimiento alogénico 39

ben la internalizacion de las moléculas de clase I, lo que implica directa-
mente a la regidn carboxiterminal en el trafico intracelular®.

b2-microglobulina

La b2-microglobulina no es polimérfica en humanos, aunque es dimor-
fica en raton. Tiene una estructura similar al dominio constante de las
inmunoglobulinas (tanto el segmento a3 como la b2-microglobulina for-
man parte de la superfamilia de Igs). La b2-microglobulina también se
asocia a otras estructuras relacionadas con los antigenos de clase I, por
ejemplo, con CD1 y con los receptores FcxR. La bZ-microglobulina es
esencial para la expresién de todas las moléculas de clase I en la superfi-
cie celular. Esta estabilizada por un puente disulfuro intracatenario, se aso-
cia intimamente al dominio a3 de la cadena pesada y no tiene fijacion
directa a la célula.

Estructura

La estructura terciaria de la molécula de clase I, estudiada por méto-
dos cristalograficos, ha puesto de manifiesto que entre los dominios al y
a2 se encuentra una hendidura cuyos bordes estan constituidos por dos
cadenas de configuracion en a-hélice (una para al y otra para a2) y cuyo
fondo esta formado por bandas b (ocho en total repartidas entre al vy a2),
formando un plano sostenido por €l tercer dominio, a3, a su vez unido a la
b2-microglobulina, que refuerza v estabiliza la unién con el péptido!12,
Esta hendidura es un lugar de reconocimiento; aqui se sitia el péptido
procesado (de 8 a 10 aminoacidos) que se presenta a los linfocitos T. Las
variaciones de aminecacidos dentro de la cavidad suponen la base estruc-
tural para las diferencias de afinidad de union al péptido y por tanto gobier-
nan la respuesta versus no-respuesta del sistema inmune. Los péptidos
asociados a las moléculas de clase [ son presentados a los linfocitos T
CD&+.

Moléculas de clase IT

Los productos clasicos de los genes de clase 1l son las moléculas HLA-
DR, DQ v DP. Son heterodimeros de una cadena pesada a (de 32-34 kDa
de peso molecular) y otra ligera b (de 2932 kDa). Ambas tienen una
estructura similar; una porciéon extracelular con dos dominios (al y b1, a2
v b2) unida por una corta porcién transmembrana a un dominio citoplds-
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mico (carboxi-terminal). Los dominios a2 y b2 son similares al dominio a3
de las moléculas de clase [ y a la b2microglobulina, poseyendo por tanto
caracteristicas similares al dominio constante de las inmunoglobulinas
{(pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas). En las moléculas
de clase II ambas cadenas polipeptidicas tienen grupos N-oligosacaridos.

Estructura

La estructura tridimensional de la molécula de clase I es similar a la
de los antigenos de clase [, Las cadenas ay b, a través de sus dominios al
y b1, forman una hendidura mas grande que la de los antigenos de clase [
para acomodar a los péptidos que van a ser presentados a los linfocitos T
Para esto, estos dominios se pliegan y forman una lamina de 8 bandas b
plegadas antiparalelas (4 de a y 4 de b), que sirve de apoyo a dos hélices
a {una de al y otra de bl). Esta region de unién al péptido es polimorfica.
Los segmentos a2 y b2 contienen puente disulfuros intracatenarios y estan
plegados en deminios de inmuncglobulinas™!*. No son polimdrficos entre
los distintos alelos de un determinado gen de clase II, pero muestran dife-
rencias entre los distintos loci genéticos. Los péptidos asociados a las
moléculas de clase Il son presentados a los linfocitos T CD4+.

En resumen, en las porciones extracelulares de las moléculas de his-
tocompatibilidad se distinguen dos partes estruclural y funcionalmente
diferentes. Una parte se dedica a la presentacion de péptidos, v es dife-
rente para cada una de las moléculas de histocompatibilidad conocidas o
sea es polimorfica. En las moléculas de clase I, el polimorfismo reside en
los dominios al y a2, mientras que en las de clase II esta en al y bl. El
resto de la molécula constituye la region monomorfica, porque apenas se
distingue entre alelos del mismeo isotipo. La regién monomdérfica no se
ocupa de presentar péptidos, pero es el sitio que sirve de anclaje para el
co-receptor CD4 6 CD8 del linfocito T, mientras que las regiones variables
V-D-J del TCRab reconoce la regién polimorfica de la molécula de histo-
compatibilidad.

ANTIGENOS MENQRES DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Los antigenos de MHC alogénicos son la principal causa de rechazo de
un injerto. Sin embargo, existen otras moléculas con capacidad de inducir
una respuesta alogénica por parte del organismeo ue pueden comprome-
ter la viabilidad de un trasplante. Representan diferencias alotipicas mas
débiles que las moléculas del MHC, y desarrollan funciones aparente-
mente no relacionadas con el sistema inmunitario, salvo por el hecho de
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que pueden ser dianas para el rechazo de los trasplantes', Estos antige-
nos menores de histocompatibilidad presentan caracteristicas que los
diferencian de los antigenos propios de MHC. En primer lugar, mientras
que el MHC es un estimulo potente para el sistema inmunitario durante la
respuesta primaria, las diferencias menores de histocompatibilidad pare-
cen inducir respuestas mas lentas. Las respuestas de anticuerpos a los
antigenos menores de histocompatibilidad son generalmente débiles o
nulas, en tanto que las respuestas de las células T citotéxicas CD8+, res-
tringidas a la presentacion de péptidos derivados de antigenos menores
por las moléculas de péptido propio+MHC, son frecuentes. Por otro lado,
los genes que codifican los antigenos de MHC se localizan de forma agru-
pada en una region concreta del genoma (brazo corto del cromosoma 6),
mientras que los genes de los antigenos menores se hallan mas disemi-
nados por todo el genoma. De todas formas, la separacion entre antigenos
principales y menores de histocompatibilidad no depende tnicamente de
la velocidad con que evoluciona el rechazo frente al injerto. Se ha visto
que la progresion del rechazo a injertos cutaneos entre ratones con dis-
crepancias entre antigenos menores es, en ocasiones, mas importante que
la encontrada en ratones con diferencias entre antigenos MHC de clase 1
o clase II. Ademas, estos antigenos menores de histocompatibilidad son
capaces de inducir un rechazo mediado por células careciendo de las
caracteristicas estructurales de los productos del MHC.

Los antigenos menores de histocompatibilidad se describieron origi-
nalmente en animales por la respuesta de rechazo in vive frente a injertos
cutaneos e intercambio de tumores entre ratones de cepas diferentes'?, de
forma similar a como se realizé el descubrimiento de los antigenos MHC.
Hasta la fecha, se han identificado mas de 50 loci para antigenos menores
en el genoma del ratdn. La existencia de estos antigenos menores se ha
demostrado en el humano a partir de dos hallazgos clinicos: uno relacio-
nado con la respuesta huésped frente a injerto en trasplantes de piel entre
parientes HLA idénticos'®; v por otro lado la enfermedad injerto frente a
huésped presente en pacientes trasplantados de médula ésea a partir de
familiares HLA idénticos!”. Mas recientemente, se ha postulado que los
antigenos menores podrian estar implicados en las complicaciones clini-
cas del rechazo crénico en trasplantes de dérganos sélidos en pacientes
con identidad en el MHC204,

Durante mucho tiempo, los investigadores tendieron a asumir que los
antigenos menores de histocompatibilidad eran proteinas alélicas presen-
tes en la superficie celular, a semejanza de los antigenos del MHC, Sin
embargo, frabajos recientes han demostrado que estos antigenos proteicos
son procesados por las células del sistema inmune de una manera similar
a cualquier péptido/antigeno extrano que se introduce en el organismo.
Esto es, que los antigenos menores, como causantes de una respuesta alo-
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génica mediada por células T, son fragmentos peptidicos!” con caracteris-
ticas alélicas (polimoérficas) del donante que son modificadas y presentadas
a células T citotéxicas en el contexto de moléculas de clase Iy clase 1T del
MHC por las células del receptor?. La experiencia acumulada en las alti-
mas décadas ha permitido el aislamiento de algunos de estos péptidos con
capacidad antigénica, y en ocasiones, se ha podido identificar cuales son las
proteinas de las que derivan. Se han encontrado genes de antigenos meno-
res en autosomas®, en el cromosoma sexual Y, e incluso en el DNA mito-
condrial?*?5, Estos genes codifican proteinas muy diversas, como por ejem-
plo, enzimas metabdlicos (ATPasas mitocondriales)?®, bh2-microglobuli
na®’, o algunos factores de transcripcion nuclear. Otro aspecto derivado del
origen intracelular de estas proteinas es que justificaria, al menos en parte,
la escasa o nula respuesta humoral (mediada por anticuerpos) que se pro-
duce en este tipo de rechazo.

Esta teoria sobre la presentacion de antigenos menores abre la posibi-
lidad de que cualquier proteina con variacion alélica podria funcionar
como antigeno menor de histocompatibilidad si es presentada por antige-
nos del MHC de una forma inmunogénica, lo que supone una enorme can-
tidad de posibles candidatos para actuar como antigenos alogénicos. En la
practica esto no sucede asi; la respuesta celular T estd limitada a un redu-
cido namero de epitopos inmunodominantes™, La explicacién de este
fenomeno de inmunodominancia no esta todavia perfectamente aclarado,
pero se han encontrado una serie de hallazgos que los confirman. Se ha
visto que la frecuencia con que las células T responden a los péptidos
dominantes es mayor que la encontrada para los péptidos no dominantes.
Ademas, los péptidos menores de histocompatibilidad dominantes ocupan
mas moléculas de MHC que los péptidos subdominantes o cripticos, y
confieren una estahilidad mas efectiva a la interaccién entre el complejo
peptide-MHC con el receptor de la célula T.

ANTIGENOS ESPECIFICOS DE TEJIDO

Existen evidencias de que algunos péptidos presentados por las molé-
culas del MHC se derivan de proteinas con una limitada distribucion tisu-
lar. Por ejemplo, clones de células T especificos contra un determinado
tipo de células alogénicas no siempre reconocen células de un tipo dife-
rentes del mismo individuo. Estos antigenos especificos de tejido se dife-
rencian de los antigenos menores en que no precisan necesariamente de
una variedad alélica, debido a que el determinante formado por la molé-
cula de MHC alogénica junto con el antigeno especifico puede ser dife-
rente del formado con un antigeno MHC propio. Asi, las células T pueden
ser tolerantes al antigeno especifico expresado en sus propios tejidos,
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pero ser reactivas ante el mismo antigeno en el tejido alogénico. El tinico
antigeno especifico de tejido bien definido con capacidad de causar en
rechazo de un injerto es el antigeno Sk de la piel.

ANTIGENOS DE GRUPO SANGUINEO

El primer sistema de aloantigenos que se describio fue el de unos anti-
genos de superficie de los hematies llamados ABO. Las diferencias en €] sis-
tema ABO entre donante y receptores limitan las transfusiones sanguineas
por provocar la lisis de los eritrocitos extraiios a través de anticuerpos y de
factores del complemento. Los antigenos de grupo sanguineo no inducen
respuestas mediadas por células, por lo que no se clasifican dentro del
grupo de los antigenos menores de histocompatibilidad. Estos antigenos
son glicoproteinas que se expresan en muchos tipos de células, y forma pre-
dominante, estdn presentes en el endotelio vascular, donde actiian como
dianas frente al ataque de una respuesta inmune mediada por anticuerpos.
Es importante sefialar la presencia de estos antigenos en la region «convo-
luted» de los tibulos distales. Las disparidades en este sistema estan impli-
cadas en formas hiperagudas de rechazo, con excepciones.

Ademas del locus ABQ, existen loci adicionales que determinan otros
antigenos sanguineos en la superficie de los eritrocitos, pero resultan irre-
levantes para el trasplante de 6rganos porque no se expresan en el endo-
telio vascular. Sin embargo, en las células endoteliales se expresan otras
glicoproteinas que podrian servir como dianas ante una respuesta humo-
ral. En algunos casos de trasplante renal entre individuos MHC v ABO
idénticos, se ha detectado la presencia de anticuerpos preformados contra
estos antigenos que podrian dar lugar a un rechazo hiperagudo del injerto.

PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DEL ANTIGENO A LOS
LINFOCITOS T

El procesamiento del antigeno supone una degradacion del mismo en
fragmentos peptidicos. La gran mayoria de epitopos reconocidos por la
célula T son fragmentos lineales de una cadena peptidica y son a menudo
inaccesibles para el reconocimiento en la proteina intacta. Las células que
procesan el antigeno pueden ser células presentadoras de antigeno espe-
cializadas (APCs), que son capaces de estimular la division de la célula T,
o pueden ser células infectadas por virus que van a convertirse en diana
de células T citotoxicas.

Los mecanisimos intracelulares que generan péptidos antigénicos para
su unién a moléculas MHC de clase [ y II son muy diferentes. También el



44 A. France, J. Luis Castafier, A. Bootello

tamarno de los fragmentos que pueden unirse a ambos tipos de las molé-
culas es distinto, debido a las diferencias en la estructura del sitio de union
del péptido. Existe ademas oira diferencia fundamental enire ambos tipos
de péptidos; los que se unen a las moléculas de clase I provienen de pro-
teinas sintetizadas de nove por la propia célula, son proteinas de origen
viral generalmente y son sintetizadas en el citosol celular. Por el contrario,
los péptidos que se unen a las moléculas de clase II suelen tener su origen
en proteinas exogenas, es decir, que no han sido sintetizadas por la propia
célula presentadora. Estos péptidos provienen de proteinas (por ejemplo
bacterianas} que han sido internalizadas por la célula a través de la fago-
citosis, pinocitosis o endocitosis mediada por receptor. Por ultimo, la aso-
ciacion péptido-MHC clase I ¢ clase II ocurre en diferentes sitios dentro
de la celula (Tabla 2).

Tapia 2. Caracteristicas principales de los péptidos presentados en
moléculas de clase [ y clase 11

Caracteristicas Clase 1 Clase I1

Origen del péptido Citoplasmico Vesicular

Via de adquisicién Degradados por autofagia, endocitosis
proteasomas, TAP

Tamafio del péptido 81laa 822 aa

Extremos del péptido atrapados en la libres
hendidura

aa: Aminoacidos |

PRESENTACION A LINFOCITOS T CD8+

Los mecanismos de respuesta inmune humoral son inefectivos frente
a las proteinas virales o parasitarias v frente a las proteinas tumorales
especificas generadas por mutacién y transformacion maligna. Estos anti-
genos son presentados por las moléculas MHC de clase [ en la superficie
de todas las células somaticas, v son reconocidos por linfocitos T citotoxi-
cos CD8+%, La asociacién de los péptidos antigénicos con las moléculas
de clase I tiene lugar en el reticulo endopldsmico (RE). La degradacién de
tales proteinas es mediada por proteasas citosdélicas v los péptidos antige-
nicos resultantes deben atravesar la membrana del reticulo endoplasmico
para unirse entonces a las moléculas de clase 1. Los linfocitos T citotéxi-
cos, que continuamente recirculan a través del cuerpo, destruiran direc-
tamente células que expresan antigenos endégenos no propios.
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Procesamiento de los antigenos citosélicos

Las células degradan las proteinas en los lisosomas y en el citosol. Los
lisosomas contienen una coleccion de enzimas proteoliticas (proteasas),
cada una de las cuales esta constituida por una simple subunidad estruc-
tural con un solo sitio active catalitico. La degradacion de proteinas en el
citosol la realizan los proteasomas, complejos enzimaticos formados por
un gran nimero de subunidades y multiples sitios cataliticos®.

Ubiquitinacion v degradacién proteasomica

Las proteinas alteradas o dafnadas son marcadas para su degradacion
mediante la unién de multiples unidades de ubiquitina, una proteina
ampliamente distribuida. Tras varios ciclos de esta reaccion, la proteina
queda comprometida irreversiblemente para su degradacién. Los protea-
somas son particulas de 265 que estan constituidas por dos subparticulas,
19S y 20S, que pueden existir de forma independiente®. Las proteinas ubi-
quitinadas son captadas por la particula 19S5, que se despliega de forma
similar a una chaperona e introduce al polipéptido en el canal central de la
particula 2083 Esta reaccién requiere energia, proporcionada por el
ATP En la camara central, el polipéptido es escindido en fragmentos de
nueve residuos de longitud que por un proceso desconocido terminan por
salir de la subunidad 20S. El proteasoma también lleva a cabo una funcién
basica en el control de las células degradando muchas proteinas citoplas-
maticas distintas®.

Transportadores asociados al procesamiento de antigeno (TAP)

Los péptidos producidos por los proteasomas son incapaces de atrave-
sar las menibranas biolégicas de una forma pasiva, no podrian atravesar el
reticulo endoplasmico sin la ayuda de las proteinas TAP, codificadas por
dos genes situados dentro de la regiéon MHC de clase II: TAP1 y TAP2%,
Las moléculas de esta familia son capaces de transportar moléculas acti-
vamente. TAP1 y TAP2 se asocian no covalentemente para formar hetero-
dimeros cuya funcién consiste en transportar los péptidos generados en el
citosol hacia el interior del RE; el transporte ocurre de forma mas eficien-
te cuando el péptido tiene de 812 aminodcidos™®.

Los dimeros TAP se localizan fundamentalmente en el RE y en el cis-
Golgi, y aparecen intimamente unidos a las moléculas de clase [ recién sin-
tetizadas. Esto probablemente incrementa la eficacia de la carga del pép-
tido en la célula presentadora.
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Emsablaje v expresion en superficie de los complejos péptido-MHC clase 1

Después del transporte dentro del RE, el péptido se asocia con las
moléculas de clase 1. Cuando la b2-microglobulina se une a la cadena a, el
complejo cadena a-b2-microglobulina se une a la subunidad transportado-
ra TAP-1, en espera del péptido transportado desde el citosol. Este com-
plejo llega a estar fisicamente asociado a las caras luminales de las protei-
nas TAP en el interior del reticulo endoplasmico. Al fin, la unién del
péptido con la molécula MHC de clase 1 parcialmente plegada, libera a
ésta de la TAP, y permite el total plegamiento de dicha molécula y el aban-
dono del reticulo endoplasmico para Hlegar a 1a superficie celular via com-
plejo trans-Golgi. Las moléculas de clase I a las que les falla el péptido son
inestables, de esta forma, se asegura que solo complejos funcionalmente
(tiles interaccionan con TCRs™4¢,

Los procesos de degradacion, transporte y carga de péptidos en las
moléculas de clase I se estan produciendo de forma constante durante la
vida de una célula. Las moléculas de clase I vacias, sin péptido, no salen
del RE. Si pese a todo, alguna de estas moléculas aparece en la superficie
celular es rapidamente internalizada, de tal forma que todas las moléculas
de clase I en la superficie celular tienen un péptido unido. En condiciones
normales, estos péptidos provienen de proteinas codificadas por genes
celulares, en este caso los linfocitos T reconoceran estos péptidos como
propios y no generaran una respuesta citolitica. Sin embargo, en el caso
de que algunas moléculas de clase I contengan péptidos de proteinas
extrafias, por ejemplo de un virus que se esta replicando o de una protei-
na alterada por un proceso tumoral, los linfocitos T citotoxicos destruiran
esta célula con el fin de evitar la propagacién del virus o del tumor®!,

PRESENTACION A LINFOCITOS T CD4+

Las moléculas HLA de clase II presentan péptidos procedentes de anti-
genos degradados por via endosomal/lisosomal a las células T CD4+31. La
mavoria de los péptidos a presentar se unen a moléculas de clase II sinte-
tizadas de novo, mas que a moléculas de clase II recicladas de la superfi-
cie. Por tanto, la biosintesis de las moléculas HLA de clase II se entrecru-
za con la via endocitica donde estan los antigenos procesados!!.

Captacion y procesamiente del antigeno

La endocitosis del antigeno varia para los diferentes tipos de APCs.
Por ejemplo, los macrofagos y 1as células dendriticas inmaduras captan el
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antigeno via fagocitosis, macropinocitosis o endocitosis mediada por
receptor, mientras que las células B internalizan los antigenos especificos
a traves de su inmunoglobulina de superficie.

Los antigenos internalizados acaban por localizarse en vesiculas intra-
celulares unidas por membranas llamadas endosomas. La via de los endo-
somas en el trafico de proteinas se continua y finaliza a nivel del lisosoma,
una organela vesicular mas densa. Tanto los endosomas como los lisoso-
mas pueden proporcionar sitios intracelulares para el procesamiento de
antigenos internalizados*43,

Los endosomas y lisosomas, donde se lleva a cabo el procesamiento
del antigeno, tienen un pH #cido, por tanto las sustancias quimicas que
elevan el pH de las vesiculas acidas intracelulares, como la cloroquina y el
cloruro de amonio, son potentes inhibidores del procesamiento del anti-
geno. También estos compartimentos celulares contienen proteasas
(como la catepsina), cuya funcidn es escindir los antigenos proteicos nati-
vos en péptidos pequefios. Estas enzimas funcionan bien a pH acido™.

El resultado neto del procesamiento de un antigeno proteico es la
generacion de péptidos, muchos de los cuales tienen una longitud de 10 a
30 aminoacidos y son capaces de fijarse a las hendiduras de union al pép-
tido de las molécutas MHC de clase IL

Biosintesis de las moléculas MHC de clase I y asociacion a los péptidos
procesados

Las moléculas de clase II se sintetizan en el reticulo endoplasmico.
Aqui, los homodimeros a y b se asocian con una glicoproteina integral de
la membrana, denominada cadena invariante (Ii), formando complejos
nonaméricos integrados por tres cadenas a, tres cadenas b, v tres cade-
nas [if%,

La cadena invariante unida de esta manera acompanara a las molécu-
las de clase II en su recorrido celular con una doble misién: bloquear el
sitio de union del péptido, impidiendo asi que se pueda unir a algo duran-
te su recorrido a través del RE y del complejo Golgi; y retener el comple-
jo dentro de la célula desviandolo hacia la ruta endocitica®®?’. En el Golgi,
las subunidades a, b, e Ii son glicosiladas y transportadas hacia la red del
trans-Golgi. Del trans-Golgi se desprenden vesiculas que mas tarde se
fusionaran con otras procedentes de la ruta endocitica formando el com-
partimento denominado endosoma.

El sistema endocitico esta formado por vesiculas, grandes vacuolas y
tibulos, extremadamente pleomérficos e interconectados entre si y
comunicados con el aparato de Golgi-trans y con la membrana plasmati-
ca. En el sistema endocitico, los complejos HLA de clase 1I/cadena Ii apa-
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recen en compartimentos especiales denominados en conjunto MIICs
{(compartimentos MCH de clase II) v que tienen caracteristicas bioqui-
micas diferentes de los endosomas convencionales*®*. Estas vesiculas
contienen membranas internas, un pH acido con alta actividad proteoliti-
ca y proteinas e hidrolasas lisosomales*. La cadena invariante comienza
a ser degradada en €l ambiente acido por una actividad proteolitica mode-
rada y continua a medida que los complejos de clase 1l se desvian a los
MIICs. Aqui la mayoria de la cadena invariante esta ya degradada y sola-
mente permanece unido a la molécula de clase II el dominio externo de
1i, denominado dominio CLIP (péptido Ii asociado a clase II), que inte-
racciona con la hendidura de clase II. E]1 CLIP debe de ser extraido de la
hendidura para que esta sea ocupada por los antigenos peptidicos que
van a ser presentados por la molécula de clase 1P, Para facilitar el inter-
cambio del CLIP por los péptidos a presentar, es de gran importancia la
accién de la molécula HLA-DM. HLA-DM es una molécula de clase I,
pero que no se expresa en la membrana plasméatica ni presenta antigenos
a los linfocitos T, Su funcién es facilitar la liberacién de CLIP de las
moléculas de clase Il en el endosoma, actuando como una enzima que
cataliza la reaccion®. Los complejos de clase Il forman entonces agrega-
dos y estan listos para recibir péptidos. Los complejos estables péptido-
MHC de clase IT son transportados a la superficie de la célula mediante
fusidn de la membrana con vesiculas exociticas™. En la superficie celular,
son expuestos a la vigilancia de las celulas T CD4+. Solo una pequeiia
fraccion de los complejos péptido-MHC de la superficie celular van a con-
tener el mismo peptido. Ademas, la mayoria de los péptidos unidos van a
derivar de proteinas propias, que no deben ser reconocidos por los fend-
menos de autotolerancia.

PRESENTACION CRUZADA

Como hemos comentado anteriormente, los péptides que se unen a
las moléculas de clase II, provienen de la degradacion proteolitica de
los antigenos en la ruta endosémica. Sin embargo, se sabe, que algu-
nos péptidos generados en el citoplasma pueden unirse a moléculas de
clase II en los MIICs; el mecanismo por el que estos péptidos llegan a
estos compartimentos es desconocido. A la inversa y de manera excep-
cional (solo en macréfagoes y células dendriticas), los endosomas dejan
escapar péptidos al citoplasma, desde dende pueden llegar a la ruta de
presentacion de la molécula de clase 1. De esta manera, las células pre-
sentadoras de antigeno (APCs) generan el muestrarioc mas completo
de péptidos del patégeno para activar linfocitos Th (clage I} o Tc
(clase I).
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Bases estructurales y bioquimicas de la union del péptido y las moléculas
de MHC

Estabilidad de la union

La asociacién de péptidos antigénicos y moléculas del MHC es una
interaccién saturable y de baja afinidad (Kd=10% M), con una velocidad de
asociacion lenta y una velocidad de disociacion muy lenta®*%, La afinidad
de la interaccién péptido-MHC es mucho menor que la unién antigeno-
anticuerpo. En solucién, la saturacion de la unién del péptido a las molé-
culas de clase IT dura de 15 a 30 minutos. Una vez unidos, los péptidos pue-
den permanecer asociados durante horas o incluso semanas. La
disociacién de péptidos de las moléculas de clase I es todavia mas lenta,
ya que habitualmente, requiere la separacion de la cadena a y la b2micro-
globulina para que tenga lugar. La gran lentitud de la velocidad de diso-
ciacion del péptido de las moléculas MHC, permite que los complejos pép-
tido-MHC persistan lo suficiente para interactuar con las células T a pesar
de la baja afinidad de la unién.

Cada molécula de clase I o de clase II se une solo con un péptido cada
vez. El péptido ocupa la inica hendidura de union de la molécula MCH.
Pero, a la misma molécula MHC pueden unirse multiples péptidos dife-
rentes.

Aunque hay una gran variedad de péptidos con diversas secuencias de
aminodacidos capaces de unirse a cada molécula de MHC, existen ciertas
limitaciones estructurales que impiden que los péptidos se unan a una
molécula individual de MHC de forma indiscriminada.

Caracteristicas del péptido

Existen diferencias singulares en la naturaleza de los péptidos que se
unen a las moltéculas de clase 1 6 de clase II del MHC. Los péptidos pre-
sentados por las moléculas de clase I tienen una longitud de 9 a 11 ami-
noacidos, mientras que los que presentan las moléculas de clase II pueden
oscilar entre 10 v 30 residuos o mas. Esto se debe a que los lados de la
hendidura formados por la hélice a de las moléculas de clase I convergen
al final de la hendidura, limitando de esta manera el tamaifio de los pépti-
dos que se pueden acomodar a la hendidura (no deben sobrepasar los 11
residuos). En contraste, los lados formados por las hélices a de la hendi-
dura de las moléculas de clase Il no convergen, permitiendo asi la unién
de péptidos que se extienden mas alla de los limites de la hendidura. Por
tanto, no hay una longitud maxima para los péptidos que se unen a las
moléculas de clase II.



H0 A. Franco, J. Luis Castasier, A. Bootello

RECONOCIMIENTO POR LAS CELULAS T AB
RESTRICCION MHC

Los linfocitos T ejercen el control administrative de la respuesta inmu-
ne, reconocen la necesidad de actuar, reclamando la ayuda de otros ele-
mentos defensivos y actuando por ellos mismos. Para iniciar la respuesta
inmune el complejo TCRab de la superficie de la célula T debe unirse a
complejos moleculares formados por las moléculas HLA y péptidos extra-
fos o propios. El reconocimiento TCR-HLApéptido es la base del fens-
meno conocido como reconocimiento especifico de antigeno y restringido
a MHC. La consecuencia de esta restriccion MHC es que una célula T
especifica para un péptido X en un particular alelo del MHC (A), no reco-
nocera el complejo del péptido X con un alelo diferente (B), ni el comple-
jo de otro antigeno Y con el alelo A. Esle proceso controla el rechazo de
tejidos genéticamente distintos, la identificacion de tejidos infectados por
virus o parasitos intracelulares, la respuesta inmune frente a tumores, la
discriminacion entre lo propio v lo extraiio, y por tltimo en los procesos
de seleccion negativa y positiva que ocurren a nivel del timo durante el
desarrollo del linfocito T.

INTERACCION TCR-COMPLEJOQ PEPTIDO-MHC

Recientes estudios demuestran que la afinidad de interaccion entre el
complejo TCR ab y el complejo MHC-péptido antigénico es muy baja, con
constantes de disociacion del rango de 101 a 10° M, y tiempos de diso-
clacion muy rapidos®® >’ Sin embargo y paraddjicamente, la célula T es
capaz de detectar con elevada especificidad un ntimero muy bajo de copias
de antigeno en la APC y su activacion requiere tiempos de contacto largos
con la APC. Distintos mecanismos resuelven tales paradojas:

Co-receptores CD4 y CD8

Existen dos tipos de receptores para las moléculas MHC de clase Iy
I1, las moléculas CD8 y CD4. Las regiones variables de TCR contactan
con el antigeno propiamente dicho y con las superficies flanqueantes del
sitio de union al antigeno de la molécula MHC, que contienen residuos
polimorficos. Por otra parte, las moléculas CD4 y CD8 reconocen las
moléculas MHC en un sitio de unién distinto, conservado y alejado del
lugar de union al antigeno®?, CID4 y CD8 actiian como correceptores de
TCR porque:
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— Aumentan la avidez del TCR/CD3 por el ligando y alargan los
tiempos de asociacién.

— Se pueden asociar fisicamente con el complejo TCR/CD3.

— Los dominios intracelulares de CD4 y CD8 se asocian con la pro-
tein-tirosin-kinasa {PTK) pb6/1ck, que potencia la cascada de tra-
duccion de PTK asociadas a los ITAM de las moléculas CD3.

Moléculas de adhesion

La interaccién entre la célula T y la APC se inicia por moléculas de
adhesién intercelular tales como las parejas CD2/CD58, LFA-1/ICAM-1,
que ademas intervienen en la recirculacion linfocitaria. Las moléculas de
adhesion mantienen la estabilidad de la interaccion celular permitiendo
una sefializaciéon prolongada a través del TCR/CD3. En caso de que la
célula T no reconozca los complejos antigeno-MHC de la APC, 1a adhesion
cesa rapidamente y la célula T se despega para poder unirse a otras célu-
las del organismo®+%,

Coestimuladores (CD28, CTLA-4 y CD45)

La relacion entre adhesién y activacion de la célula T es bidireccional.
Moléculas como CD28 y CD45 que estabilizan la interaccion linfocito
T/APC como moléculas de adhesion antigeno inespecificas, se han defi-
nido también como receptores coestimuladores del TCR/CD3. Estos
receptores pueden modular por distintas vias la cascada de transduccién
de sefnales del receptor de la célula T. Otros coestimuladores como CTLA-
4 pueden suprimir la seial de activacién. Los ligandos de CI)28 y CTLA4
son CD&0 y CD&6, v el ligando de CD45 se denomina CD451.. La impor-
tancia de dichos circuitos de regulacion positiva y negativa nos hace
entender como las células T alcanzan una activacion plena, o bien se aner-
gizan o suicidan tras el contacto con diferentes APCH-62,

Fenowmeno de estimulacion en serie

Un simple complejo péptido-MHC puede unirse y estimular a muchos
TCRs durante la interaccién célula T-APC. Lo primero que ocurre es la
union de un TCR con un complejo péptido-MHC durante un tiempo sufi-
ciente para que se activen las kinasas, v demas mecanismos responsables
de las sefiales de transduccion. E1 TCR estimulado se disocia, y el péptido-
MHC queda libre para unirse y estimular a otro TCR, y asi, de forma seria-



52 A. Franco, J. Luis Castafier, A. Bootello

da se estimularian muchas moléculas de TCR de un linfocito T. La diso-
ciaciéon del complejo TCR-péptido-MHC se ve facilitada por las propias
caracteristicas bioquimicas de la interaccion (constante de disociacién), y
posiblemente, por fuerzas fisicas de cizallamiento producidas por la moti-
lidad de la célula T,

La combinacién de estos mecanismos explica la estabilidad de la
interaccién especifica entre la célula T y APC pese a la baja afinidad del
TCR por su ligando v la baja concentraciéon del antigeno. Los distintos
mecanismos de transduccion paralela, junto a la activacion en serie,
aumenta la sensibilidad de las células T para detectar complejos antige-
no-MHC especificos.

RECONOCIMIENTO DE ALOANTIGENOS POR EL RECEPTOR DE
LACELULAT

Reconocimiento directo

El reconocimiento directo es, en sentido estricto, un alorreconoci-
miento: el receptor de la célula T del huésped (singénico) reconoce de
forma no mediada a la molécula completa del HLA del donante (alogéni-
ca). El péptido antigénico cargado en la hendidura de aquella puede ser
extrafio {derivado de antigenos menores o de microorganismos) o no
(derivado de proteinas no polimoérficas),

El aloantigeno no requiere procesamiento previo. La molécula del alo-
antigeno se comporta como una molécula del MHC propio, presentando un
antigeno extrafno. Este tipo de reconocimiento solo se establece sobre anti-
genos del sistema MHC. Supone una reaccion cruzada, en la que para cada
célula T el aloantigeno del sistema MHC reproduce (en el drea de contacto)
el complejo de la molécula singénica de MHC con el péptido especifico.

La particularidad de esta reaccién cruzada es la elevada proporcién de
células T (esto es, de receptores) capaces de reaccionar de forma cruza-
da con una sola molécula HLA alogénica, v se denominan células T alo-
rreactivas. Los factores que contribuyen en este fendmeno son:

1) El polimorfismo del sistema HLA se expresa a través de multiples
variaciones en residuos aminoacidicos. Muchas de las variantes se
concentran en areas expuestas a la interaccion TCR-MHC, de
forma que estos pueden producir por si mismos o en combinacion
diferentes determinantes y estimular diferentes clones. Las varia-
ciones alélicas en el sistema HIL.A se comportan, con respecto al
receptor de la célula T, como moléculas propias cargadas con anti-
genos extranos.
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2) La diversidad de péptidos que puede presentar una determinada
molécula del MHC determina, diferencias que se corresponden
con la variedad de especificidades del TCR que reconoceran dichas
alternativas. En este caso ¢l polimorfismo MHC localizado en la
base de la hendidura (oculto al TCR) permite que incluso péptidos
propios actuen como antigénicos.

Junto a estas caracteristicas hay que anadir que la presencia de molé-
culas del alo-MHC en la superficie de una célula alogénica alcanza densi-
dades mucho mayores que cuando dichas moléculas son procesadas y
presentadas por células APC singénicas, en las que so6lo un bajo porcen-
taje de moléculas presentaran un determinado alopéptido. Esta elevada
densidad de determinantes alogénicos determinara que células cuyos
TCR presenten meneor afinidad por el aloantigeno también se activen.

Reconocimiento indivecto

En contraste con la estimulacion directa de la célula T, el mecanismo
fisioldgico supone el reconocimiento de péptidos extraifios procesados por
las propias células APC v presentados en las moléculas propias de MHC?,
En la inmunologia del trasplante este tipo de respuesta fisiologica se ha
referido como presentacién indirecta. Esta via de estimulacién se ha pro-
puesto para explicar el rechazo por incompatibilidades en antigenos
menores y, de hecho, se ha demostrado que esta en la base del fenomeno
de sensibilizacion cruzada (presentacion de antigenos menores del donan-
te por las moléculas MHC de clase I del receptor). Durante los dltimos
afios, se han ido acumulando evidencias de la importancia, incluso de 1a
dominancia, de la estimulacion indirecta en el rechazo de aloinjertos.

Se trata del reconocimiento convencional que requiere el procesa-
miento de los aloantigenos, habitualmente tras fagocitosis. Los péptidos
derivados son presentados en el contexto de las moléculas de clase II del
MHC propio. Las células T, generalmente CD4+, especificas frente a
dichos péptidos, reconoceran al antigeno y se activaran.

Importancia relativa de los reconocimientos divecto e indirecto

El peso relativo de los reconocimientos directo e indirecto en el recha-
zo del injerto es un tema controvertido. En principio, los estudios sefala-
ron al reconocimiento directo como el factor mas importante en el recha-
zo del injerto. Las primeras evidencias de la importancia de esta respuesta
directa derivan de estudios in vitro: 1a elevada frecuencia de células T que
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responden a los aloantigenos, v la intensidad de la respuesta del cultivo
mixto alogénico primario.

Por otro lado, el tiempo de supervivencia de los injertos de piel en rato-
nes no es muy diferente entre los injertos con incompatibilidades en el sis-
tema MHC, que implica a los dos modos de reconocimiento, y aquellos
con incompatibilidades en antigenos menores solamente, donde el reco-
nocimiento es indirecto. Actualmente, los estudios sobre modelos experi-
mentales estan concediendo una progresivamente mayor importancia a la
respuesta indirecta. El estudio de la implicacién de 1a respuesta indirecta
requiere una manipulacién mas compleja de los modelos experimentales.
En humanos se ha demostrado la relacion entre la estimulacién indirecta
de la respuesta Ty los episodios de rechazo cardiaco®™.

De estos estudios se ha derivado también una conclusién, no por
asumida previamente menos importante. Los aloantigenos del sistema
HLA ejercen el papel de antigenos principales tanto en los modelos
directos como indirectos de reconocimiento. Los estudios de supervi-
vencta del injerto con inmunizacién previa con péptidos alogénicos
indican que los péptidos derivados del MHC alogénico son mejores
estimuladores indirectos que los péptidos derivados de antigenos
menores alogénicos®. Es decir, la importancia de la compatibilidad del
sistema MHC es similar para los dos modelos de estimulacion, directa
e indirecta®’.
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de las moléculas de
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