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INTRODUCCION

El hecho central que distingue a la respuesta inmune alogénica frente
a la mayoria de respuestas a antigenos extranos es el reconocimiento
directo de los aloantigenos del donante por las células T del receptor. Este
tipo de reconocimiento es efectivo y provoca la estimulacién y activacion
de las células T. Junto a esta via de respuesta, se produce una respuesta
fisiologica frente a los aloantigenos del donante a través del reconoci-
miento «indirecto», mediado por la presentacion de los alopéptidos en las
moléculas del MHC del receptor. Cuando hablamos de respuesta alogéni-
ca nos referimos al conjunto de ambas vias, excepto si se hace mencion
concreta a alguna de ellas.

La respuesta aloinmune dirigida frente a las diferencias que el sis-
tema encuentra en el injerto se caracteriza por ser pleiotrépica, e inclu-
ye tanto a la inmunidad especifica (células T y B), como el recluta-
miento de los mediadores celulares y humorales inflamatorios
inespecificos. La intensidad de la misma depende de multiples varia-
bles: 1) respuesta del receptor (factores genéticos v adquiridos que
controlan la respuesta inmune), 2) caracteristicas del donante (tipo de
injerto, presencia y tipos celulares), 3} la compatibilidad donante-recep-
tor, y 4) el régimen de inmunosupresion.

Esta revisidn se va a centrar en los mecanismos celulares que partici-
pan en la regulacion y fase efectora de la respuesta alogénica. Por ultimo,
comentaremos el estado actual del estudio de la tolerancia, con especial
referencia a los mecanismos de induccién de la misma que se estan desa-
rrollando en modelos experimentales y preclinicos. Se sefialan especial-
mente los estudios realizados sobre modelos de injerto renal (o de drga-
no sélido vascularizado) ¥ con primates no humanos.
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BASES CELULARES DE LA RESPUESTA ALOGENICA
SENSIBILIZACION ALOGENICA

La respuesta inmune adaptativa no se produce de forma inmediata; al
contrarto, requiere de una fase previa en la que tras el reconocimiento
antigénico se estimulan y activan las poblaciones celulares Ty B que desa-
rrollaran las funciones reguladoras y efectoras. Este primer contacto con
el/los antigenos extrafios se ha denominado sensibilizacion y las particu-
laridades que la rodean seran determinantes para configurar el perfil de la
respuesta.

Una caracteristica importante para la activacion de las células T es que
requiere la presencia de células presentadoras activadas pertenecientes al
sistema inmune innato. Esta activacion se desarrolla en condiciones fisio-
légicas por los estimulos proinflamatorios. En este sentido, los estimulos
que proveen las citoquinas inflamatorias inducen la activacion de las célu-
las presentadoras, capacitandolas para su funcionalidad!. En el contexto
del injerto alogénico, estas sefiales pueden ser producidas por las células
del donante, expuestas a injurias inmunoldgicas y no inmunolégicas, o por
1as células del huésped.

Aunque la mayor parte de estimulos proinflamatorios en la respuesta
inmune derivan del sistema innato de defensa, en el caso del trasplante de
drganos uno de los elementos centrales es la activacion directa de células
T del huésped. Este fenémeno se debe a las imporiantes disparidades anti-
génicas donante-receptor y, sobre todo, a la relativa independencia que lie-
nen las células T de memoria, sobre todo por reconocimiento directo, res-
pecto a la senales coestimuladoras. La ausencia de las sefiales
coestimuladoras son una de las causas de anergia de las células Ty B vir-
genes. Cuando estas células son estimuladas a través de su receptor espe-
cifico en augencia de coestimulacién entran en un estado anérgico, que
plantea interesantes posibilidades terapéuticas.

* Células preseniadoras de antigeno en la estimulacion alogénica

Las células presentadoras de antigeno (APC, <«Antigen-Presenting
Cells») son un elemento critico en el inicio de la respuesta inmune. Estas
células expresan antigenos MHC de clase II de forma constitutiva, y el
estimulo con interferén-g (IFN-g) o TNF-a ( «Tumor Necrosis Factor»)
incrementa su nivel de expresion, ademas de activar la expresion de otras
moléculas necesarias para la presentaciéon®.

Las células APC profesionales derivan de progenitores hematopoyéti-
cos; las que muestran una mayor eficacia en el procesamiento y presenta-
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cién antigénica son el heterogéneo grupo de células dendriticas®; y en un
segundo plano, pero con importantes funciones especificas, se encuentran
los macrofagos vy las células B activadas®.

Una caracteristica importante en la inmunologia del trasplante es que
la activacion de las células T del receptor se puede originar, potencial-
mente, tanto en las células APC del donante como en las APC del recep-
tor. Dependiendo del origen de la célula APC, la estimulacion de la célula
T se realizara de forma directa (APC del donante o alogénica) o indirecta
(APC del receptor o singénica) (Figura 1).
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Mecanismos del reconocimiento alogénico: A) Reconocimiento Directo, las células T del receptor reconecen los complejos
de las moléculas del ala-MHC cargadas con péptidos procesados en la APC del donante, scbre la superficie de las APC del
donante; B) Reconacimiento [ndirecto, las células T del receptor reconocen a los aloantigenos, procesados por las APC del
receptor, ¥ presentados en el contexto de las moléculas propias de MHC. {Las figuras sombreadas indican componentes
del donante. Este sombreado, asi como las moléculas, se mantienzn para el resto de las figuras).

Figura 1. Reconocimicato alogénico.

* Trafico de las células APC y sitios de sensibilizacién

Los estudios en ratén demuestran que se producen cambios en la loca-
lizacion de ambos tipos de células, APC del donante y del receptor, practi-
camente de forma inmediata tras el trasplante: las APC del donante
migran a los ganglios linfaticos y al bazo del receptor, mientras las APC
del receptor migran al injerto y gradualmente reemplazan a las APC alo-
génicas. El tiempo invertido en el reemplazo completo de las APC del
injerto es variable; desde varias semanas para el injerto renal en cerdos,
hasta varios meses para el injerto de piel en ratones”*,
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Los ganglios linfaticos que drenan la region del injerto son el sitio pri-
mario de sensibilizacion. Las células T virgenes, que circulan por el cir-
cuito linfoide, son retenidas en los ganglios cuando encuentran el antige-
no especifico que promueve su activacion’. S6lo las células T activadas y
las células de memoria son capaces de migrar a los tejidos extralinfoides,
donde buscan el antigeno que provocé el estimuio.

Hay evidencias de que las células T de memoria con reactividad cru-
zada con los aloantigenos podrian activarse, o reactivarse, en el espacio
anatomico del injerto, especialmente cuando se trata de érganos vascula-
rizados portadores de células endoteliales del donante!>®,

* Estimulacion directa versus indirecta

Una diferencia significativa entre las vias directa e indirecta de sensi-
bilizacion es que los tipos de APC implicados en cada una de ellas son pro-
bablemente diferentes,

La activacion directa de las células T implica a dos tipos de APC, segtin
el tipo de injerto: 1) muchos tejidos poseen sus APC especializadas (célu-
las de Langerhans en la piel o células de Kupffer en el higado), v 2) las
células endoteliales de los injertos vascularizados, que pueden presentar
actividad APC, especialmente tras su activacion™''. La densidad de la
poblacién de APC también es variable segun el tipo de injerto!?, y sufre
variaciones con el tiempo. Las células APC del donante son progresiva-
mente reemplazadas por células APC originadas en la médula 6sea del
receptor®,

La activacion indirecta depende las APC de los ganglios linfaticos y
bazo del receptor, incluyendo monocitos, células dendriticas y células lin-
foides. La disponibilidad de estas APC esta, probablemente, menos sujeta
a variabilidad que las dependientes del injerto. Estudios recientes indican
que, como ocurre con las respuestas antigénicas, las células dendriticas y
los monocitos son los tipos celulares principalmente implicados en la esti-
mulacién indirecta, mientras que las células B se sitiian en un segundo
plano, especialmente cuando la sensibilizacién va dirigida frente a antige-
nos menores!?,

* Fenomeno de la sensibilizacion cruzada

Los antigenos exogenos son, en condiciones fisioldgicas, presentados
en el contexto de las moléculas de MHC de clase 11, y son reconocidos por
células T CD4+. Las respuestas indirectas frente a los aloantigenos debe-
rian, segun este principio, estar limitadas a las células T CD4+. Sin embar-
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g0, los estudios sobre transplantados indican que las células T CD8+ pue-
den sensibilizarse frente a antigenos menores presentados en el contexto
de las moléculas singénicas de HLA de clase ['*!5, Este fendmeno sugiere
que los antigenos exoégenos pueden ser presentados por moléculas de
clase I, y se denomina de sensibilizacién cruzada ( «cross-priming»)>.

Diferentes mecanismos parecen estar implicados en este tipo de sen-
sibilizacién’®: 1) el contenido de los fagosomas de las APC puede trasva-
sarse al citosol para seguir la ruta de los antigenos enddgenos!'’; 2) los
fagocitos pueden digerir el contenido lisosomal, de forma que los péptidos
producidos pueden ocupar las moléculas de clase I; y 3) las células del
donante que mueren liberan péptidos alogénicos que pueden ir asociados
a proteinas de estrés (Hsp «Heat shock proteins») y que son internalizadas
por receptores especificos de las células APC profesionales, pasan al cito-
sol v se incluyen en la ruta de los endégenos!®.

* Respuesta indirecta e induccién de tolerancia

La prolongacién de la supervivencia del injerto a través de la elimina-
cion de las células APC del mismo (el componente mas inmunogénico de
los llamados leucocitos transetntes), asi como la demostracién de que las
células estimuladas con células no presentadoras son anergizadas, sugie-
ren que la manipulacién de las células presentadoras puede ser importan-
te para inducir la tolerancia. Pero este fendémeno es paraddjico con la rele-
vancia que ha adquirido en los dltimos afios el reconocimiento indirecto
en la respuesta alogénica.

La importancia del reconocimijento indirecto ya ha sido apuntada
anteriormente. Al menos tres posibilidades podrian explicar estas dis-
crepancias: 1) las células APC del donante, ademads de estimular res-
puestas directas, podrian facilitar la respuesta indirecta mediante el
transporte de los antigenos del donante a los ganglios linfaticos del
receptor, 2) las células APC del donante pueden representar una de las
dianas criticas de los mecanismos efectores del rechazo del injerto, y 3)
aunque la estimulacion indirecta parece una via importante para la res-
puesta de células T cooperadoras, la estimulacion directa de células efec-
toras podria ser en gran parte dependiente de la presencia de las células
APC del donante!®19,

* Células T cooperadoras

La mayoria de tipos de rechazo de injerto, y especialmente el rechazo
agudo, implican respuesta celular T. En humanos, el uso de agentes que
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bloquean especificamente las respuestas T v la correlacion de su uso con
1a supervivencia del injerto, confirman este papel central de las células T.
Pero a pesar del uso de tratamiento inmunosupresor, no son infrecuentes
los episodios de rechazo que aparecen a partir de los 3-4 dias post-tras-
plante, que se pueden repetir sobre todo durante los tres primeros meses,
o incluso mucho mas tarde, como por ejemplo con la retirada de la inmu-
nosupresion. En estos episodios, la respuesta es predominantemente celu-
lar, mediada por células T, y pueden aparecer en ausencia de anticuerpos
anti-injerto.

La respuesta inmune presenta variadas facetas respecto a sus meca-
nismos efectores, de los que se tratara mas adelante. Las lineas directrices
sobre la mayor o menor implicacidn de cada uno de estos mecanismos en
la respuesta, vienen determinada por los diferentes lipos de seftales deri-
vadas de las células T cooperadoras.

Las células T cooperadoras (conocidas como células Th «T helper»)
presentan mayoritariamente un {enotipo CD4+ TCRa/b+ v son las res-
ponsables de la induccién de la respuesta efectora y del perfil de esla
respuesta, Esto es, dependiendo de las citoquinas que secreten, pro-
mueven diferentes tipos de respuesta efectora: desde la respuesta de
hipersensibilidad retardada (DTH, «Delayed Type Hipersensitivity») v de
citotoxicidad celular, hasta la respuesta humoral dependiente de la sin-
tesis de anticuerpos'®.

* Reconocimiento y activacion de las células T cooperadoras

La activacion de las células Th requiere, junto a la sefal especifica (el
reconocimiento del antigeno a traveés de su receptor especifico 0o TCR, «T
Cell Receptor»), de una segunda sefal, denominada sefial de coestimula-
cion. La principal sefial coestimuladora se produce por la interaccion de la
molécula CD28, sobre la superficie de 1a célula T, con las moléculas de la
familia B7, B7-1 (CD8%) y B7-2 (CD&6), expresadas por las células APC
profesionales??!, En algunos sistemas las citoquinas 11-1 y/o IL-6 pueden
suplir la segunda sefial, aungue parece que su accién esta mediada por la
induccion de la expresién de las moléculas B7.

Una interaccion particularmente interesante es la proporcionada por
las moléculas CID40, expresada por las APC, y CI)40L, expresado por las
células T activadas, La cooperacion entre APC y célula T activada indu-
ce una doble senal (Figura 2): 1) acliva o potencia las funciones presen-
tadoras de antigeno en las APC, y 2) prolonga el proceso de expansion
clonal de la célula T. Este mecanismo de activacion de células APC es
importante en la respuesta alogénica por ser independiente de estimulo
inflamatorio?2,
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Las interacciones CD40/CD40L juegan un papel central en el desarrollo de respuestas T dependientes. CDA0L es expresado
por 1as células T inmeditamente tras su activacion. La interaccidn con CD40 estimula potencia la sensibilizacion de 1a respu-
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Figura 2. Interaciones CD40/CD40L en la respuesta T dependiente,

Otras interacciones enfre Ia célula Th y la APC son también relevan-
tes. Son las derivadas de los correceptores (CD4 y CD8, que interaccionan
con regiones conservadas de las moléculas de clase Il y I, respectivamen-
te) v las moléculas de adhesion (LFA-1, CD2).

Las células Th alorreactivas pueden reconocer a los aloantigenos de
las dos formas sentaladas mas arriba: directa e indirecta. Al nivel de la
poblacién, el reconocimiento indirecto (para aloantigenos HLA y para alo-
antigenos de sistemas menores) se caracteriza por una menor frecuencia
relativa de precursores Th preparados para la respuesta, y por la impor-
tante dependencia de sefiales coestimuladoras, tanto celulares (uniones
CD4/HLA clase I[, ICAM-1/LFA-1, LFA-3/CD2, B7/CD28) como solubles
(IL-1 v 11L-6)2022,

En el reconocimiento directo (sélo para aloantigenos del sistema
MHC) la frecuencia de precursores es mucho mayor, y dependen también
de senales coestimuladoras, aunque en menor grado debido a la mayor
densidad de los aloantigenos en las células del injerto. La dependencia de
coestimulacion, sobre todo para células T virgenes, podria ser uno de los
motivos por los que los organos deficientes en células APC profesionales
tienen mayor dificultad para el desarrollo de la respuesta inmune. Las
células del parénquima del injerto presentan, en condiciones fisiologicas,
carencia en la presentacion de las sefales secundarias (ausencia de pro-
duccién de citoquinas coestimuladoras o del ligando B7} para la activacion
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de las células Th. La dependencia de la coestimulacion también depende
la avidez del receptor espectfico por el antigeno.

* Suhpoblaciones de células T cooperadoras y funcionalidad

Tras la activacion de sus precursores, las células Th se expanden y
generan células cooperadoras maduras, secretoras de citoquinas®-, El
perfil de citoquinas secretado dependera de la proporcion relativa de las

dos poblaciones maduras de Th (Figura 3):
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Los precursores de células Th generan distintas subpoeblaciones de células cooperaderas segin el microarnbiente en gue
tiene lugar |2 sensibilizacién: A} las estimulaciones recortadas en el tiempo parecen generar células ThO no polarizadas con
un perfil de secrecion de citoguinas mixto {IL-2 y IL-4}; mientras gue las estimulaciones prolongadas promueven la polari-
zacion de la respuesta, dependiendo del microambiente de citoquinas: B) 1as citogquinas TGF, IL-12 y IFN-y inducen la
diferenciacion a Thi, y C) {a IL-4 induce la diferenciacion a Th2. Ambas poblaciones secretan citoquinas que retroalimentan
positivamente la generacian del mismo lipo celular e inhiben la poblacion contraria (IL-4 para Thl e IL-10 para Th2).

Figura 3. Generacion de células TH1 y THZ y citoquinas reguladoras.

1) Subpoblacion de células Thil secretoras de IL-2 y IFN-g, que dirigi-
ran la respuesta de células T citotoxicas y la activaciéon de macrofa-
gos. Constituye la respuesta predominante frente al aloinjerto.

2) Subpoblacién de células Th2 secretoras de 114, 15, I1-7, e [1-10 que
dirigen predominantemente la respuesta de células B hacia su madu-
racion a células plasmaticas, y la sintesis y secrecién anticuerpos.

3} Células Th3 (ver Células reguladoras),

La polarizacion de la respuesta depende de varios factores, no clara-
mente definidos. Parece que esta favorecida por la estimulacion crénica
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en el contexto de un microambiente adecuado: la IL-4 promueve la forma-
cion de células Th2, mientras que la 1L-12 favorece la generacion de Th1%,

Las moléculas de coestimulacién que expresan las células APC también
pueden influir selectivamente sobre la diferenciacion de los precursores de
células Th. De esta forma, en algunos modelos experimentales se ha consta-
tado la inhibicién de respuestas Thl por anticuerpos bloqueantes dirigidos
contra B7-1, mientras que los dirigidos contra B7-2 inhibian las respuestas
Th2. Sin embarga, otras observaciones demuestran que el papel de dichas
moléculas no tiene la simplicidad descrita: 1) Ambos miembros de la familia
B7 pueden inducir los dos tipos de respuesta; 2) La intensidad relativa de su
expresion puede ser modificada por la dosis de antigeno; y 3) Algunos ejem-
plos sugieren que B7-2 interviene mds en la respuesta primaria, mientras
que B7-1 parece aumentar posteriormente, interviniendo en el manteni-
miento de la respuesta primaria v en la respuesta secundaria. En general,
estos resultados se desprenden de modelos de respuesta bloqueados con
anticuerpos monoclonales, y deben ser interpretados con cautela®24,

Funcionalmente, como se comentaba mas arriba, las respuestas Thl
inducen respuestas mediadas por células del tipo hipersensibilidad retarda-
da (T},,,,), mientras que las Th2, mas complejas, estan caracterizadas por alta
produccion de anticuerpos y, consecuentemente, respuestas humorales, Las
reacciones alérgicas se encuadran dentro de las respuestas Th2 y se carac-
terizan por alta produccion de IgE especifica contra el antigeno en cuestion,
asi como con proliferaciéon y activacion de eosinéfiles y mastocitos. Sin
embargo, tan solo algunas respuestas Th2 se caracterizan por la produccion
de IgE y el establecimiento de una reaccién alérgica, ya que la mayoria pro-
ducen otros isotipos de inmunoglobulinas. En general, 1a respuesta Th2 se
asocia a inmunidad protectora contra microorganismos extracelulares,

La proporcién entre las distintas citoquinas de tipo Th2 que son produ-
cidas durante una respuesta media la formacion predominante de un iso-
tipo u otro de inmunoglobulina duranie la respuesta y consecuentemente
el tipo de ésta. De esta forma, la formacién de IgG4 suele correlacionarse
negativamente con la de IgE, al igual que la de IgG2 con la de IgA'®,

Las citoquinas producidas por cada subtipo son mutuamente inhibito-
rias para la diferenciacion y funcién de las células del otro fenatipo. Mien-
tras que el INF-g inhibe la proliferaciéon de las células Th2, las citoquinas
de Th2, IL-10 o IL-4, inhiben la de las células Th1'®.

* Cooperacion cruzada entre células cooperadoras indirectas y efectoras
directas

Las células T CD8+ citotéxicas que median el rechazo del injerto
deben reconocer de forma directa los aloantigenos sobre las células del
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donante. Si las células T cooperadoras se han sensibilizado de forma indi-
recta por las células APC singénicas, en los ganglios linfaticos que drenan
el injerto, y las células T citotdxicas se sensibilizan de forma directa por
las células del donante, debe producirse una asociacion fisica entre ambas
poblaciones para que se desarrolle la cooperacion.

Esta relacion no estd bien definida, aunque algunos modelos muri-
nos de trasplante de piel con injertos deficientes en moléculas de clase
I1, indican que esta cooperacion se puede producir®®. Estos resultados
sugieren que el modelo fisiolégico de cooperacion Th-CTIL (APC, T
CD4+ y T CD8&+, Figura 4A) no es necesario, o bien que un cierto grado
de asociacion fisica se puede producir, probablemente en el ganglio lin-
fatico de drenaje: APC alogénica~T CD8+ - TCD4+ - APC singenica
(Figura 4B). Hay evidencias de la formaciéon de agrupamientos que
incluyen a estos cuatro tipos celulares en relacién con el rechazo de
injertos?®4.
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Figura 4. Modelos de cooperacién entre células TH y PRE-CTL.

* Células cooperadoras CD8+

La activacion de células T CD8+ cooperadoras ha sido demostrada en
experimentos in vitro, sobre todo con modelos de estimulacion alogéni-
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ca. Estas células presentan una muy elevada afinidad por los aloantige-
nos de clase I, y se activan a través del reconocimiento directo de los
mismos. Esta activacion directa parece ser menos eficaz que para las
células T CD4+. Por un lado, los injertos que solo presentan disparidad
en antigenos de clase I son rechazados mas lentamente, v ademas, la
respuesta de células T CD8&+ cooperadoras es mas facilmente inhibida
por ciclosporina.

Aparentemente, la [L-2 producida por estas células sirve antes, de
forma autocrina, a su propia maduracién como células efectoras, que a
proveer la cooperacion con otras poblaciones (Figura 4C). Pueden com-
portarse como células Th, pero en general no liberan suficiente IL-2 para
facilitar la segunda sefial a células T CD8+ con diferente especificidad, y
no proveen la cooperacion necesaria para el desarrollo de la respuesta de
anticuerpos por las células B.

La activacién v maduracion de estas células es mas dependiente de
las células APC del donante, Esto explicaria que los injertos vasculariza-
dos, aunque sélo expresen incompatibilidades en antigenos de clase I,
requieren células T CD4+ para iniciar el rechazo!®. En estos casos, €l
fenomeno de la sensibilizacion cruzada determina la destruccion de las
células del donante por citotoxicidad directa de las células T CD8+ del
receptor.

CELULAS EFECTORAS DEL SISTEMA INMUNE
* Células T Citotéxicas

Los linfocitos T citotoxicos (CTL, «Cytotoxic T Lymphocytes») se acti-
van tras el reconocimiento directo o indirecto (siempre en el contexto de
moléculas HLA de clase I}. La maduracion de las CTL requiere una segun-
da senal que puede ser proporcionada o bien por factores coestimulado-
res presentes en células APC profesionales o por citoquinas secretadas
por los linfocitos T cooperadores (I1-2}. Las células T citotdxicas son pre-
dominantemente TCRab CD38+.

La actividad citotéxica se puede desarrollar sobre moléculas de clase
I (citotoxicidad directa) o determinantes presentados por moléculas de
clase I {citotoxicidad indirecta).

* Citotoxicidad indirecta

Los datos experimentales evidencian que el reconocimiento directo es
el principal mecanismo por el que los CTL reaccionan frente al injerto. Sin
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embargo, los mecanismos efectores indirectos parecen ser activos en
algunos modelos, aunque resultan ineficaces en muchas circunstancias'®.
Estos mecanismos son probablemente mas efectivos cuando las células
APC alogénicas son reemplazadas por las singénicas, cuando las incom-
patibilidades en antigenos de clase [ son multiples, y para ciertos tipos de
injerto (como los islotes pancreaticos)®>%,

* Activacién y maduraciéon de células T citotoxicas

El mecanismo por el que las CTL interaccionan con las APC no esta
hien caracterizado, tampoco se conoce con precision las citoquinas nece-
sarias para la diferenciacion de las CTL: 1a I1-2 juega un papel importante,
y parece que tanto el IFN-g como la IL-12 (producida por las APC) pueden
contribuir a la diferenciacion de las CTL.

En cuanto a la identidad de las células T que secretan estas citoquinas,
se plantean dos situaciones diferentes®’#*:

1) Cuando las CTL reconocen el antigeno en la superficie de células
dendriticas, que tienen una elevada actividad coestimuladora, dehi-
do a la expresion de niveles altos de moléculas como B7-1 o B7-2.
Los CTL, estimulados por la doble sefial que reciben de la APC,
secretan IL-2. La IL-2 secretada de forma autocrina les conduce a
proliferar y diferenciarse. Las CTL CD8&+ que se desarrellan sin la
intervencion de células CD4, se denominan CTL independientes de
células cooperadoras,

2) Cuando la APC presenta una actividad coestimuladora baja. En
este caso, la activacion de las CTL requiere la colaboracién de los
linfocitos T CD4+ del subtipo Thl. Se postula que en una prime-
ra etapa las células Thl y CTL reconocen al mismo antigeno pre-
sentado en la superficie de la misma célula APC. En una segun-
da etapa pueden producirse dos situaciones diferentes, no
excluyentes. La célula Thl estimula a la APC para que incre-
mente su expresion de moléculas coestimuladeras, como B7, v
se facilita el crecimiento autocrino de las CTL. Por otra parte, y
de forma no excluyente, la célula Thi activada puede proporcio-
nar la IL-2 necesaria para la proliferacion y diferenciacién para-
crina de las CTL.

Aunque las citoquinas secretadas por los linfocitos Th1 promueven la
diferenciacion de CTL, esto no significa que las citoquinas Th2 jueguen un
papel inhibitorio. Al contrario, éstas parecen contribuir a la diferenciacién
de las CTL®.
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* Actividad citotéxica

La diferenciacion de las CTL implica la adquisicion de la maquinaria
necesaria para llevar a cabo la lisis celular.

Los requisitos principales que necesitan los CTL para adquirir la capa-
cidad de lisis de las células diana son la produccion de granulos citoliticos.
Su contenido molecular ha sido parcialmente definido y se ha demostrado
que incluye: 1) Varias serin-esterasas denominadas granzimas; 2) Perfori-
na; y 3) Otras enzimas (carboxipeplidasas, catepsina D, arilsulfatasa vy b-
glucuronidasa).

Varios cambios se dan durante este proceso. En breve, las CTL desa-
rrollan granulos citoplasmaticos especificos que se unen a la membra-
na. Como consecuencia de la exocitosis del contenido de los granulos,
la perforina, que en el granulo estd en forma de monodmero, polimeriza.
La polimerizacion de la perforina, que conduce a la formacién de un
gran canal hidrofilico, se da preferentemente en una bicapa lipidica, tal
como la membrana plasmatica de la célula diana. Si se ensambla un
numero suficiente de canales de perforina, la célula diana se ve incapaz
de evitar la entrada de iones v agua. Esto conduce al henchimiento y la
lisis osmotica de la célula diana. Este método de muerte celular es simi-
lar al que se produce por la accidon del complejo de ataque a la mem-
brana del complemento y la perforina es homéloga estructuralmente al
factor C9 del complemento, el principal constituyente del complejo de
ataque a la membrana®*®,

Aunque la perforina purificada es capaz por si misma de causar la lisis
osmotica de la célula diana, se ha demostrado que una funcion igualmen-
te importante de la perforina es hacer posible la introduccion de granzi-
mas en la célula diana. La granzima B es una serin-proteasa que rompe
preferentemente a las proteinas en un residuo de acido aspartico. Esta
actividad permite que la granzima B inicie la cascada de activacién de cas-
pasas. Recientemente se ha demostrado que uno de los sustratos de la
granzima B in vive podria ser la caspasa 3 que juega un papel central en
el control de una serie de estimulos apoptéticos. El resultado es que al
infroducirse 1a granzima B en el citoplasma de 1a célula diana se inicia la
muerte por apoptosis. Uno de los ultimos pasos en la apoptosis es la actua-
cién de enzimas que degradan el ADNZ%25,

La muerte se produce por una combinacion de apoptosis y lisis osmo-
tica. I'n la lisis celular mediada por CTL permanecen importantes incég-
nitas por resolver, como el mecanismo por el cual las células efectoras se
protegen de la accion de sus propios mediadores, una vez liberados al
espacio intercelular®,

Otro mecanismo por el que los CTL pueden inducir la muerte de
las células diana estd mediado por la interaccién del ligando de Fas
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(Fasl) que expresan los CTL activados con las moléculas de Fas
(CD95) en aquellas células diana que expresen dichas moléculas.
Cuando Fas interacciona con su ligando se produce el reclutamiento
de la caspasa 8 por el complejo del Fas activado y la activacién proteo-
litica de dicho enzima. Asi, la activacion de Fas activa la via de las cas-
pasas y la apoptosis. Fas pertenece a una familia de receptores que
incluye el del factor de necrosis tumoral y comparte con éste elemen-
tos estructurales localizados en el dominio citoplasmatico que son
esenciales para la induccién de la apoptosis. Los CTL comparten con
otros linfocitos T activados la expresion de Fasl, que pueden transmi-
tir sefiales de induccion a la apoptosis en células diana que expresen
Fas funcional en su membrana®2’,

Estudios recientes sugieren que la actividad citotéxica mediada por
granzima y perforina es la forma predominante en células T citotoxicas
CD8+, mientras que la induccion de apoptosis por interaccion Fas/FasL es
mas representativa de células T CD4+ citotéxicas.

Por 1ltimo, los CTL tras su activacion secretan citoquinas y otras pro-
teinas, principalmente IFN-g (activacion de macrofagos), INF-a, linfotoxi-
na y en menor grado IL-2, que potencian la respuesta alogénica.

* Células citotoxicas naturales

Las células citotdxicas naturales (NK o «Natural Killer») son linfoci-
tos grandes granulares, que presentan la capacidad de lisar algunas célu-
las tumorales y de linaje hematopoyético (actividad NK). Poseen recep-
tores, diferentes al TCR, de activacion v de inhibicion™:

1) Receptores inhibidores de las células o KIR ( «Killer cell Inhibitory
Receptors») que reconocen especificamente alelos HLA de clase Iy
confieren resistencia frente a la lisis en células diana que expresan
dichos alelos. Cada clon puede coexpresar varios receptores KIR
que reconocen distintos alelos HLA-A, B y C, y cada interaccion
especifica aparentemente funciona de forma independiente bloque-
ando la funcién litica de la célula NK*.

2) Receptores de activacion o KAR ( «Killer cell Activatory Recep-
tors»). El NKRP1, por ejemplo, reconoce aziicares gue son cons-
titutivos de la matriz extracelular de la mayoria de las células. Su
union a dichos azucares activa a la capacidad citolitica de las
células NK.

Aungque las células NK infiltran los aloinjertos rechazados, no hay evi-
dencias de su implicacién en el rechazo de organos sélidos y su deplecion



Respuesta inmune al tmsplahte 75

no ha demostrado un impacto significativo en el rechazo de érgano solido.
Sélo se han implicado en el rechazo de aloinjertos de médula 6sea y en el
rechazo de xenoinjertos®!.

Ademas de la citotoxicidad, las células NK pueden liberar citoguinas
proinflamatorias, como IFN-g v TNF-a, que activan a los macrofagos v a
las células endoteliales. En este sentido, las células NK suponen una pri-
mera linea de defensa en muchas infecciones y la secrecién de IFN-g
podria en los estadios iniciales puede derivar la respuesta de las células T
al tipo Thl.

* Actividad citotoxica estimulada por citogquinas

Las células NK muestran un aumento de su capacidad citolitica tras
la exposicidn a citoquinas. En concreto, cuando son expuestas in vitro a
altas concentraciones de IL-2, proliferan y aumenta su capacidad citoté-
xica, con capacidad de lisar células diana que normalmente son resis-
tentes a la actividad de las células NK. Este efecto se denomina actividad
LAK ( «Lymphogquine-Activated Killing») vy pueden desarrollarla las célu-
las NK y los CTL.

No se conocen los mecanismos moleculares responsables de este
cambio de comportamiento, que podria deberse a las sefiales transmiti-
das por algunos de los marcadores de activacion expresados por las
células NK activadas. Tampoco se ha demostrado que este fendmeno in
vitro tenga correlacion fisioldgica.

Las concentraciones necesarias de IL-2 pueden no ser alcanzadas ni
siquiera en el microambiente proximo a las células que la secreten. Y
por otra, las células NK parecen desempenar su papel mas importante
en la inmunidad temprana, mientras que la principal produccion de IL-
2 se daria mas tardiamente por los linfocitos T®1,

* (Células NK y xenotrasplante

En el modelo de xenotrasplante se ha caracterizado un nuevo tipo de
reaccion de rechazo, mediado por infiltrado de células NK y macréfagos.
Este tipo de reaccién se ha denominado Rechazo retardado del xenoinjer-
to. La activacion de las células NK probablemente se origina en la ausen-
cia de moléculas de HLA en el cerdo, lo que conlleva un déficit en la inhi-
bicién que aquellas ejercen sobre la poblacién NK. Las células NK asi
activadas liberan INF-g y TNF-a que reclutan v activan a los macrofagos,
desencadenando una severa reaccién inflamatoria 3132,
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* Células B

La respuesta T sirve las sefiales secundarias para la maduracion de
células B a plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas. Es importante
sefialar que en los modelos animales (ratén, conejo) de aloinjerto hay
poca participacién de la inmunidad humoral en el rechazo agudo, asi
como gue los inmunosupresores utilizados en clinica son mas efectivos en
la depresién de la respuesta T que en la B.

Sin embargo, la respuesta de anticuerpos frente a las células del donante
puede ser relevante en el contexto del rechazo crénico. Y la presencia de anti-
cuerpos citotoxicos frente a los antigenos del donante es un factor de riesgo
para la pérdida a largo plazo del trasplante renal. Por ello, en clinica, la res-
puesta humoral surge como un importante factor de pérdida del injerto.

* Cooperacion célula T—célula B

Diversos experimentos in vitre demuestran la importancia en la gene-
racién de las respuestas humorales de la interaccion fisica entre las célu-
las B presentadoras del antigeno y las células Th. El contacto fisico entre
las células B y las células Th esta mediado por muiltiples parejas receptor-
ligando. Las dos parejas receptor-ligando criticas, ademas del antigeno y
el receptor antigénico, son las parejas B7/CD28 y CD40/CD40L 20,33).

Las células B reconocen al antigeno a través de su receptor especifico
(inmunolgobulina de membrana o BCR, «8 Cell Receptor»). El entrecru-
zamiento del BCR por la unién al antigeno induce la activacion de la célu-
la B, que internaliza y procesa el antigeno, presentando los péptidos deri-
vados del mismo en el contexto de las moléculas de clase II. Ademas, la
activacion induce la expresion de moléculas de la familia B7, que median
la sefial coestimuladora a través de la interaccidn con la molécula CD28
expresada por la célula T (Figura 5).

* Interaccion CD40/CD40L

Algunos estudios sugieren que esta secuencia de sucesos se produce
de forma invertida. Las células Th se activan inicialmente, respondiendo a
una presentacion por macrofagos o células dendriticas. Tras la activacion
se induce la expresién de CD40L. Cuando las células Th CD40L+ recono-
cen el antigeno presentado por las células B especificas, se produce la
interaccién enire CD40L y CD40. Esta interaccién promueve la prolifera-
cion y diferenciacién de las células B, y aumenta la expresion de B7,
potenciando la activacién de la célula Th. En cualquier caso la interaccion
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Figura 5. Cooperacion T-B,

entre las células B v las células Th es bidireccional, generando senales en
las dos células implicadas (Figura 2C)?%334,

Diversos experimentos han puesto de manifiesto que el papel cen-
tral de C1}40 en la estimulacion de la célula B mediante el contacto con
la célula Th. CD40 se expresa en la mayor parte de los linfocitos B
maduros y se pierde después de que las células B se diferencian a célu-
las secretoras de anticuerpos. CD40 es un miembro de la familia de
proteinas de superficie celular que comprende los receptores para el
TNF y la proteina Fas (CD95). Esta familia esta involucrada en la regu-
lacion de la muerte celular programada y de la proliferacidon celular. El
ligando de CD40, CD40L (CD154) es una glicoproteina de membrana
que muestra una gran homologia con TNF y el ligando de Fas, y se
expresa transitoriamente en la superficie de las células T CD4+ tras su
activacion 3322,

La interaccion de CD40L. también es esencial para que se produzca el
cambio de isotipo, como pone de manifiesto el hecho de que los individuos
deficientes en CD40L presentan una inmunodeficiencia ligada al cromo-
soma X conocida como Sindrome de hiper-IgM. Algunos grupos, median-
te ensayos iz vitre, han sugerido que otras moléculas de la superficie celu-
lar podrian ser capaces de proporcionar seflales alternativas que indujeran
la activacion de las células B, el cambio de isotipo v la secrecion de inmu-
noglobulinas, pero esto no ha podido ser demostrado in vive 7.
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Esta via de respuestas celulares mediada por contacto es un mecanis-
mo general para la activacion de células efectoras por las células Th, y no
es exclusiva de la colaboracion con las células B. La activacion del macré-
fago mediada por las células Th también puede implicar la interaccion del
ligando de CD40 con el CD40 de los macrdéfagos 3.

* Cooperacion indirecta y sintesis de anticuerpos

La cooperacion T-B en la sintesis de anticuerpos frente a aloantigenos
se produce a través del reconocimiento indirecto o fisioldgico. El BCR
reconoce epitopos conformacionales del antigeno, por lo que su reconoc-
miento es siempre directo. Las células B del receptor procesan los aloan-
tigenos capturados a través de su receptor especifico (inmunoglobulina de
membrana) v los procesan para presentan los péptidos antigénicos en el
contexto de las moléculas de clase II del MHC.

La generacién de respuestas de anticuerpos T dependientes, implica la
colaboracion T-B. Esta cooperacion es indirecta, segun el modelo de ires
células: células B-APC - célula T.

Los estudios de produccion de aloanticuerpos tras el rechazo del injer-
to de piel han mostrado que tanto la produccion inicial de aloanticuerpos
de tipo IgM, como el cambio de isotipo posterior, se producen de forma T
CD4+ dependiente. La cooperaciéon T-B productiva para esta respuesta es
la relacion indirecta, mientras que la cooperacion directa parece que solo
contribuye en la generacion de anticuerpos de tipo IgM, Eslos resultados
sugieren que la produccién aloanticuerpos de tipe IgG suponen un mar-
cador que demuestra la sensibilizacién indirecta de células T CD4+,

CITOQUINAS
* Citoquinas implicadas en el rechazo del injerto

La relacién de diferentes citoquinas con el rechazo del injerto se ha
estudiado en modelos experimentales con ratones deficientes en estos fac-
tores (ratones «knockout» o KQ), en modelos con tratamientos con anti-
cuerpos monoclonales anti-citoquinas, y tratamiento con citoquinas de
fusion (citoquina/lg).

A pesar de la asociacion entre la respuesta Thl y el rechazo, la pre-
sencia de IL-2 o de IFN-g, no es por si sola necesaria para el proceso. La
redundancia en los diferentes factores de crecimiento de las células T (IL-
2, 114, IL-7, IL-9 0 IL-15) y la promiscuidad en el uso de la cadena g comiin
(g. o I[-2Rg) en sus receptores explica el modesto impacto que cada una
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de las deficiencias estudiadas tiene sobre la evolucién del injerto®*. Sin
embargo, la importancia relativa de cada una de ellas parece ser diferen-
te, y se ha postulado una jerarquia de citoquinas respecto a la capacidad
para estimular el rechazo o bloquear la induccion de tolerancia 3738;

iy

2)

3)
4)

La IL-2 supone un potente promotor del rechazo, y su deteccion en
el contexto de induccién de tolerancia es extremadamente infre-
cuente. Estimula la proliferacion de células T activadas por el anti-
geno v la proliferacién de células NK, la activacion de actividad cito-
toxica y NK, asi como la produccion de IFN-g y TNF-a242634,

La IL-15 se comporta de forma similar. Esta citoquina es producida
por los monocitos y por diversos tejidos, como rifién, pulmén, cora-
zon, musculo estriado y placenta. El receptor de 11-15 comparte
con el receptor de IL-2 dos cadenas (by g)™..

Las citoquinas IL-7 e IL-9 inhiben también la induccion de toleran-
cia, pero su implicacion en el rechazo esta peor definida®.

La IT-4 muestra un comportamiento mas complejo. Puede preve-
nir los efectos adversos de la IL-2, aunque esta accién parece que
se origina en la desviacién del tipo de respuesta, de Thl a Th2.
Tanto la IL-4 como la IL-10 estabilizan la polarizacién de la res-
puesta Th2, y previenen la activacion Thl. El tipo de respuesta
Th2 antes que prevenir el rechazo, parece estar asociada a recha-
zo demorado?* .

* Citoquinas implicadas en las colaboracion T-B

Las citoquinas desempeian dos funciones principales en las respues-
tas de anticuerpos: determinan los tipos de anticuerpos producidos
mediante la promocion selectiva del cambio hacia distintos isotipos de
cadena pesada, v proporciona mecanismos de amplificacién para estimu-
1ar la proliferacion y diferenciacion de las células B4

1y

2)

3)

Las I1-2, [1-4 y IL-5, todas ellas producidas por las células Th, con-
tribuyen a la proliferacion de la célula B y pueden actuar sinérgica-
mente.

La IL-6, producida por los macrofagos, las células Th2 y otras
muchas células, es un factor de crecimiento para las células B
secretoras de anticuerpos yva diferenciadas.

La IL-1, IL-10 y TNEF, producidas por macroéfagos, también estimu-
lan la proliferacion de las células B in vitro. Las células B humanas

cultivadas secretan cantidades elevadas de anticuerpos si se ana-
den 11-2, I1-6 o 11-10.
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Pero la funcion mas selectiva de las citoquinas en la secrecion de
anticuerpos es el control del cambio de isotipo ( «swifching») de la cade-
na pesada que determina los tipos de anticuerpos producides. En un
principio los linfocitos B producen cadenas m y por tanto anticuerpos de
tipo [gM. Sin embargo, tras la estimulacién con el antigeno los linfocitos
B proliferan y se diferencian, pudiendo producir anticuerpos de otros
isotipos pero con la misma especificidad, El cambio de isotipo solo tiene
lugar en células B activadas por el antigeno y esta regulado por células
T cooperadoras.

Ademas de las citoquinas, para que se produzca el cambio de isotipo
es necesario el contacto directo via interaccion CD40/CD40L. Esta inte-
raccion parece necesaria para el cambio a cualquiera de los isotipos, mien-
tras que las citoquinas inducen cambios de isotipo selectivos. Las citoqui-
nas de las respuestas Thl y ThZ2 inducen cambios de isotipo especificos de
ambos tipos de respuestalss35;

1) El INF-g secretado principalmente por las células Thl induce el
cambio de isotipo a IgG1 e [gG3,

2) Las citoquinas de la respuesta Th2 inducen el cambio de isotipo a
IgE (I1-4) e IgA (IL-5 y TGF-b o «Trausforming Growth Factorb»),.
El requerimiento absoluto de IL-4 para generar respuestas Igli se
ha demostrado in vitre e in vive. En cultivos de células B maduras
estimuladas con antigenos o activadores policlonales, la adiccion
de INF-g inhibe el cambio a la IgE inducido por la IL-4, y a la inver-
sa, la IL-4 reduce la produccion de IgG1 e [gG3 (efectos antagoni-
cos de las citoquinas).

3} El factor TGF-b producido por muchos tipos celulares, actia junto
con la IL-5 producida por las células Th2, estimulando la produc-
cion de [gA en los tejidos linfoides de las mucosas.

Por lo tanto, las células Th regulan tanto la produccion de anticuer-
pos por las células B (Th2), como su isotipo (Thl, Th2). EI punto rele-
vante respecto a las citoquinas de los tipos Thl y Th2 es que, ademas
de tener efectos diferentes sobre las células B, la activacién preferente
de uno u otro subgrupo origina respuestas humorales con mecanismos
efectores diferenciados. Las respuestas de anticuerpos estimuladas por
las células Thl estan dominadas por la [gG1 e IgG3 que opsonizan los
antigenos para su fagocitosis por los macréfagos. Los isotipos de anth
cuerpos estimulados por las células Th2, como la IgE o la IgG4, ni acti-
van el complemento ni se unen a los receptores de Fc de los macrdéfa-
gos. Estos anticuerpos estdn implicados en la defensa del huésped
mediada por células efectoras no fagociticas como los mastocitos y los
eosinofilos.
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MECANISMOS EFECTORES DEL RECHAZO ALOGENICO
RECHAZO AGUDO

El rechazo agudo de causa inmune es la forma mas comun entre las
disfunciones tempranas del injerto. Ocurre en el 50-60% de receptores
renales y se pueden producir varios episodios durante el mantenimiento
del injerto. La incidencia de estos episodios y el tiempo en que aparecen
disminuyen la tasa de supervivencia del injerto, tanto en el primer afio,
como a largo plazo, y constituyen un indicador de rechazo croénico.

Se produce por una respuesta primaria de células T y por lo tanto
puede aparecer a partir del sexto dia (en condiciones experimentales, y
hasta los tres meses post-trasplante). Con los regimenes de inmunosu-
presion, su aparicién puede ser mucho mas tardia. De hecho, no es infre-
cuente que se presenten episodios leves o moderados de rechazo, que
revierten con el tratamiento aunque pueden acarrear una progresiva dis-
funcion del injerto. La biopsia muestra dos tipos de componente en este
tipo de rechazo®3739

1} Rechazo vascular. Se observa vasculitis, y en los casos graves
hemorragias y necrosis vascular. Estdn implicados anticuerpos
dirigidos frente a los aloantigenos presentes en las células endote-
liales, asi como citotoxicidad indirecta mediada por anticuerpos y
células T alorreactivas.

2) Rechazo celular. Se observa infiltrade de linfocitos T CD8+ v célu-
las inflamatorias, con edema intersticial e infiltrados linfocitarios
perivenosos (caracteristicos de la respuesta DTH). Estan implica-
das las células T alorreactivas y la citotoxicidad de tipo DTH
mediada por macréfagos activados y reclutados al seno del injer-
to. La representatividad de los linfocitos T CD8+ en este tipo de
rechazo viene deparada por la presencia ubicua de moléculas de
HIA clase I.

En la fase inicial aparecen infiltrados de linfocitos activados en los capi-
lares peritubulares. Estas células se adhieren a las células endoteliales y
atraviesan las paredes capilares, desarrollando los infiltrados intersticia-
les, mas caracteristicos alrededor de los tubulos y glomérulos del cértex.
La antomia-patolégica muestra infiltracidn instersticial por células mono-
nucleares y ocasionalmente eosinofilos. Estos infiltrados se pueden acom-
paiiar de tubulitis (disrupcion de la membrana basal de los tibulos), y/o
vasculitis, con edematizacién de los endotelios capilares, necrosis fibri-
noide arteriolar y trombos en los capilares glomerulares, hasta llegar a
necrosis cortical en los casos severos.
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71 estudio fenotipico de los infiltrados muestra que son muiltiples los tipos
celulares presentes durante el rechazo del injerto, incluye células T CD4+ y
T CD8+, células NK y macrdfagos, Estas poblaciones presentan marcadores
de activacion (CD69, IL-2R, y HLA clase I en humanos), e incluyen, en el
caso de las células T, tanto a células cooperadoras comio citotoxicas. Las célu-
las B pueden estar representadas, aunque en muy baja proporcién®,

El nimero de células infiltrantes no esta relacionado con la intensidad del
rechazo. En general, estd mas directamente relacionado con incompatibili-
dades de clase II que con las de clase 1. Incluse las disparidades en antige-
nos menores, con tiempos de rechazo demorados, presentan un mayor infil-
trado que los injertos con incompatibilidades sélo en antigenos de clase L.

Los estudios con ratones KO para diferentes genes implicados en la
respuesta y/o la reconstitucion con subpoblaciones de células T demues-
tran que tanto los diferentes grupos celulares estudiados, asi como los
diferentes mecanismos efectores, estan implicados en el rechazo del injer-
to. Siendo compensados los defectos en cualquier via efectora por el resto
de mecanismos,

* Interacion entre células T y céculas endoteliales

En las formas de rechazo agudo o croénico, tanto en lesiones por
isquemia/reperfusion como por respuesta aloinmune, se produce una
activacion de células endoteliales y la infiltracion leucocitaria del injer-
to. La relacidn entre las células T y las células endoteliales es espe-
cialmente interesante por constituir uno de los primeros contactos
entre el sistema inmune del receptor y el injerto {(ademas de las APC
del donante) y por las caracteristicas especiales que presentan las célu-
las del endotelio en 1o que respecta a la respuesta inmune. No hay que
olvidar que los endotelios forman parte del sistema reticulo-endotelial
de defensa.

Los estudios experimentales en este campo se basan sobre todo en
modelos in vitro, v excepcionalmente en algun modelo in vivo.

* Reclutamiento selectivo de células T por las células endoteliales

El reclutamiento de células T periféricas esta mediado por motéculas
de adhesion que se expresan en los endotelios microvasculares activados,
que interaccionan con los ligandos selectivamente expresados por células
T activadas o de memoria, pero no por células T virgenesi,

La expresion por el endotelio de selectina-E aparece de forma tempra-
na tras el trasplante v precede a los episodios de rechazo'™6 y también
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selectina-P. La interaccion preferente entre células T activadas y las célu-
las endoteliales del foco inflamatorio se explican, parcialmente, por la inte-
raccion de la selectina-E y—P que interaccionaran con sus ligandos especi-
ficos constituidos por oligosacaridos de células T CD4+ de memoria’l,
monocitos, neutréfilos v plaquetas.

Estudios in vive realizados en ratén indican que las células Thl son
reclutadas de forma especifica y mediada por selectinas en los focos peri-
féricos de reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH), mientras que
esto no ocurre con las Th2. Esto sugiere que los dos tipos de células Th
podrian presentar diferencias en la expresion de las glicosil-transferasas
requeridas para la sintesis de carbohidratos reconocidos por las selecti-
nas. No esta demostrado un patrén de reclutamiento especifico para celu-
las Th24, El reclutamiento de células Thl podria provocar una predo-
minancia de este tipo de respuesta, asociada al rechazo, dentro del injerto.
Esto estaria en concordancia con la correlacion entre bloqueo de res
puestas Thl y aceptacion del injerto.

La fase de migracion transendotelial de linfocitos y células mononuclea-
res esta regulada por interacciones especificas, entre las que destaca la
expresion de VCAM-1 (CD1086) por el endotelio. El ligando de VCAM1 es la
integrina VLA-4 (a4:b1 o CD49d:CD29) expresada por todos los leucocitos.
La interaccién permite una adhesion mas firme v el rodamiento de estos
ultimos sobre la capa endotelial. La expresion de VCAM-1 se correlaciona
con los episodios francos de rechazo y con la infiltracién celulart?44,

Otro factor importante que influye en la selectividad del reclutamien-
to lo constituye el conjunto de factores solubles conocidos comoe qui-
mioquinas, ¥ su interaccion con los receptores especificos. Los injertos
expresan miultiples quimioquinas tras las injurias; por isquemia/reperfu-
sién, respuesta alogénica o infeccienes virales. Los estudios sobre endo-
telios humanos demuestran que diferentes citoquinas proinflamatorias
(principalmente IL-1, TNF-a e IFN-g) estimulan la liberacién por las célu-
las endoteliales de varias quimioquinas: 1) Quimioquinas de la familia C-
X-C: 1L-8, GRO e (P-10; v 2) Quimioquinas de la familia C-C: MCP-1, MCP-
3 y RANTES®*4, Otras células de los parénquimas del injerto también
pueden secretar quimioquinas frente a estimulos inflamatorios, pero estan
peor definidas.

También respecto a los receptores de quimioquinas existe una expre-
sion diferencial entre las subpoblaciones Thl y Th2. Las células Thil
expresan especificamente los receptores CXCR3 (receptor de IP-10) v
CCR5 (receptor de RANTES). Las células Th2 expresan los receptores
CCR3 (receptor de RANTES y MCP-3), CCR4 (receptor de TARC) y CCR7
(receptor de MIP-3b y SLC)*849,

Ademas de la interaccién con sus receptores, las quimioquinas potencian
el reclutamiento estimulando la expresion de integrinas en las células T.



84 L. Castasier Alabau, A. Franco Maside, A. Bootello Gil

* FFuncion accesoria de las células endoteliales

Ademas de las células APC profesionales, otros tipos celulares pueden
ser estimulados para adquirir la capacidad de proveer la segunda sefial
requerida para la activacion de las células T, Esta funcién se denomina
accesoria.

Numerosos estudios iz vitro evidencian que las células endoteliales
pueden capacitarse para actuar como células APC, capaces de estimular
directamente a los linfocitos alorreactivos. El reconocimiento directo de
las moléculas de clase I del alo-MHC permite la activacién de células T
CTL, y el reconocimiento directo o indirecto de antigenos de clase Il acti-
va a las células Th. Pueden ser coestimuladoras tanto para la secrecion de
I1-4 como de IFN-g53,

La capacidad del endotelio para promover la secrecion de 11-2 y la res-
puesta proliferativa de las células T CD4+ parece estar relacionada direc-
tamente con la expresion de CD58 por la célula endotelial, que interaccio-
na con el ligando CD2 de 1a célula T (molécula con funcidn accesoria que
potencia la senal de activacion transmitida por el receptor especifico de
antigeno)™.

Mas importante, las células endoteliales pueden expresar ia molécula
CD40 que interacciona con CD40L (CD154), molécula cuya expresion
esta restringida a las células T recientemente activadas. Las interacciones
entre CD40 v CD40L se comentaron en el contexto de la cooperacion T-B.
La unién CD40/CD40L induce la expresion de CD54 (ICAM-1), selectina-
E y VCAM-1, vy la expresion de citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-8, GM-
CSF). Por tanto, CD40/CD40L podrian facilitar la concentracion de linfo-
citos T en focos inflamatorios.

CD40L también parece desarrollar sefiales estimuladoras en la célula T,
pero no estan claramente definidas. Se ha demostrado la expresion, con baja
intensidad, de CD40L en las células endoteliales de los injertos, tanto i vive
como i# vitro. Su estimulacion induce la expresion de B7 en los leucocitos,
por lo que puede constituir un potente estimulo proinflamatorio®®>354,

Hay evidencias de que en el desarrollo de placas ateroesclerdticas
puede subyacer un proceso autoinmune; la interaccion CD40/CD40L
entre €l endotelio y diferentes células del sistema inmune podria interve-
nir en dicho proceso.

Los injertos rechazados expresan CD40 y CD40L, siendo la expresion
de CDA40 predominantemente a expensas de las células endoteliales del
injerto*®*. La implicacién de la interaccion CD40/CD40L en el rechazo
agudo o crénico del injerto no esta bien definida.

Solo unos pocos estudios han demostrado la capacidad presentadora
de antigeno de las células endoteliales®!. Esta funcién podria resultar cri-
tica para activar la respuesta de rechazo del injerio.



Respuesta immune al trasplante 85

* Hipersensibilidad retardada

La hipersensibilidad retardada (DTH) es una respuesta que ocurre iz
vive, pero que no puede ser reproducida in witro, La reaccién DTH en los
tejidos comienza por una acumulacion perivascular de linfocitos y monoci-
tos en el foco antigénico. S6lo una pequena poblacidn del infiltrado corres-
ponde a células especificas: de su activacidn y respuesta se deriva la con-
centracion de poblaciones inflamatorias inespecificas. Los macréfagos
constituyen en esta respuesta el tltimo eslabon efector. La destruccion del
foco antigénico y la lesién de los tejidos adyacentes la originan los macroéfa-
gos activados por las citoquinas liberadas por las células Ty, 1952375444,

* Activacion de la respuesta

Tras el reconocimiento vy activacion, las células T especificas entran en
ciclo y proliferan generando células T efectoras y de memoria. Ambas
poblaciones abandonan el érgano linfatico secundario y entran en la cir-
culacién. Si en el individuo no sensibilizado se calcula que puede haber no
mas de una célula virgen T antigeno-especifica {para antigenos sencillos)
por cada millon de células T virgenes, tras el contacto y la fase de sensi-
bilizacién esta frecuencia se incrementa, ¥ hasta 1 de cada 10.000 células
de memoria circulantes seran especificas frente al antigeno. El injerto alo-
génico, sobre todo en el caso de érganos vascularizados, supone un sitio
de sensibilizacién afiadido, que potencia esta respuesta.

Ante la persistencia del estimulo antigénico, las células Th1 CD4+ de
memoria v activadas circulantes (en algunos casos pueden ser CD8+)
reconocen los aloantigenos presentados por células con funcion accesoria
en los tejidos (macrofagos residentes o células del endotelio capilar y post-
capilar). Su activacion dara lugar a la respuesta inflamatoria.

* Estimulo de los endotelios

Por la secrecién de TNF-a y por la relacién directa célula T / célula
endotelial (CD40-CD40L) se producen los siguientes efectos®5:

1) Vasodilatacidn: ¢l TNF-a incrementa la actividad enzimatica endo-
telial para la secrecién de prostaciclina (PGL,) y, en combinacion
con el IFN-g, la sintesis de oxido nitrico (NO). Estos mediadores
producen vasodilatacién y mayor sensibilidad de las células endo-
teliales a sustancias vasoactivas como la histamina (liberada por los
mastocitos perivasculares).
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2) Adhesion de leucocitos: se produce la activacion secuencial de molé-

3)

4)

culas de adhesién para neutrdfilos y posteriormente linfocitos y mono-
citos (selectinaE y-F, y CD54). Las células endoteliales expresan
constitutivamente ICAM-2 que sélo permite la adhesion de LFA-1.
Activacion de leucocitos: las células endoteliales secretan [L-8 v
MCP-1 (Proteina quimiotactica de monocitos-1) que interacciona-
ran con los linfocitos y monocitos adheridos a los endotelios y esti-
mularan su extravasacion.

Extravasacion: en las células endoteliales se producen cambios
conformacionales, con pérdida de uniones intercelulares y altera-
ciones de la membrana basal, que permitiran la fuga de células y de
macromoléculas (fibrinogeno, fibronectina). El deposito de fibring-
geno y su producto insoluble (fibrina) originara la induracién de la
lesion ademas de facilitar Ia migracion v retencion de los leucoci-
tos. Una molécula de adhesion adicional facilitara la migracion de
leucocitos (CD31 ¢ PECAM-1).

* Amplificaciéon de la respuesta T

Se produce por estos fenémenos descritos una segunda onda de reclu-
tamiento de células T que infiltraran el tejido y secretaran citoquinas
importantes en la respuesta DTH->;

iy

2)

3)

IL-2 que estimula la proliferacion de las células T activadas y
aumenta la produccion de citoquinas

TNF-a y Linfotoxina que estimulan a las células endoteliales acon-
dicionando el microambiente para el reclutamiento de nuevas célu-
las efectoras.

IFN-g que estimula la capacidad presentadora tanto de macréfagos
como de células endoteliales incrementando la expresion de molé-
culas de clase II de HLA y moléculas coestimuladoras (B7); esti-
mula ademas la secrecion de IL-12 y activa las funciones efectoras
de los macrofagos.

Las células T activadas especificamente (antigeno) o no (quimioqui-
nas) permaneceran en el lugar de la inflamacion e incrementaran la expre-
sién de receptores de matriz extracelular (VLA-4 y VLA-5 permiten la
union a fibronectina, VLA-6 permite la unién a laminina). En células T
crénicamente activadas se expresan VLA-1 vy VLA-2, integrinas que
median la union con colageno. Tras esta etapa de activacion y expansion
in situ las células T especificas del antigeno llegan a una frecuencia de 1
por cada 100 células T en el tejido.
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* Activacion de Macrofagos

Los monocitos que han sido reclutados en el foco de inflammacion por
los procesos anteriores se diferencian en macréfagos efectores, proceso
denominado de activacion de macréfagos. El factor mas potente para esta
activacion es el IFN-g, aunque otros factores intervienen también en la
transcripcion de genes que cualifican al macréfago activado: citoquinas o
la interaccion con la célula T a través de CD40. Entre las funciones del
macrofago activado se encuentran:

1) El IFN-g estimula la fagocitosis v la endocitosis, y aumenta la
expresion de receptores de alta afinidad para el fragmento Fe de la
IgG (FcgRD).

2} Liberacion de mediadores de inflamacién aguda como PAF, prota-
glandinas, leucotrienos, trombina o factor tisular (activa la via alter-
nativa del complemento). La actividad de todos estos factores
aumenta la respuesta inflamatoria local, que serd rica en neutréfilos.

3) Aumenta la eficiencia del macrofago como APC a través principal-
mente del incremento en la expresion de moléculas HLA de clase
II. Otras funciones coestimuladores también resultan aumentadas:
moléculas de la familia B7, ICAM-1 y LFA-3. A su vez los macrofa-
gos activados secretaran I1-12 o IFN-a, factores estimuladores de la
diferenciacion de los linfocitos.

4) Destruccién tisular v fibrosis. Cuando los macrofagos no pueden
erradicar a la noxa, la secrecién mantenida de citoquinas y factores
de crecimiento producen importantes lesiones del tejido local v
activan la proliferacion de fibroblastos (PDGF, «Platelet-Derived
Growth Factor», también producido por macréfagos), y la sintesis y
deposicion de coldgeno (TGF-b}. También se estimula la migracion
y proliferacion de células endoteliales, que permiten la formacion
de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis).

* Citotoxicidad por células T

Las células CTL son inducidas i# vive durante el rechazo del injerto.
Es mas, de los tejidos rechazados se pueden obtener CTL con actividad
citotoxica especifica frente a las células del donante®™. Se han obtenido
evidencias adicionales en injertos renales con incompatibilidad sélo en
clase I, de los que se han clonado CTL CD8+ implicados en el rechazo. La
actividad CTL se demuestra en linfocitos obtenidos por biopsia del injerto
y utilizan igualmente el TCRa/b. La estimacion previa de precursores CTL
no es predictiva de los episodios de rechazo o su intensidad: tampoco el



88 L. Castasier Alabau, A. Franco Maside, A. Bootello Gil

estudio de los las células T CD8+ circulantes o infiltrantes del injerto es
pronéstico respecto a la recuperacion del rechazoe®.

Durante los primeros dias en el rechazo del injerto renal los infiltrados
perivasculares v periglomerulares estian compuestos por un 50% de célu-
las T, de las cuales hasta el 80% son células T CD8+, en principio con
ausencia de marcadores de activacion, que aparecen posteriormente (I1-
2R, CD69). Como se comentd anteriormente, la actividad citotéxica se
desarrolla por reconocimiento directo de los aloantigenos y las caracte-
risticas especiales del mismo facilitan la activacion in sitz de las células T.

Sin embargo, parece que la implicaciéon de las células CTL en el
rechazo explica solo parcialmente los resultados, parece que predomina
en las etapas iniciales y es progresivamente desplazada por la respuesta
DTH (el infiltrado se enriquece en macrofagos y polimorfonucleares) y
por la actividad citotéxica dependiente de la funcion cooperadora de las
células Th758,

* Estudio in vitro de la citotoxicidad especifica por células T

Los ensayo de citotoxicidad celular (CML, «Cell-Mediated lympholy-
sis») y analisis de precursores de CTL (cultives de dilucién limite) permi-
ten una aproximacién in vitro semicuantitativa. Las células CTL alorreac-
tivas se generan en el ensayo de CML tras 5-7 dias de estimulacion con
células alogénicas con diferente MHC. La citotoxicidad esti en relaciéon
directa al niimero de precursores v a la funcién cooperadora de las célu-
las Th. La adicion de IL-2 ex6gena en exceso permtite realizar el ensayo de
citotoxicidad obviando la funcion Th.

La generacidn de CTL frente a péptidos, derivados de antigenos meno-
res, presentados en el contexto de las moléculas de MHC propio requiere
una sensibilizacion previa iz vive frente a dichos antigenos.

La principal célula efectora en estos ensayos es la célula T CD8+ que
reconocen de forma directa a los aloantigenos, aunque también se pueden
detectar células T CID8+ que reconocen de forma indirecta, e incluso célu-
las T CD4+ citotdxicas especificas frenie a los antigenos de clase II por
reconocimiento directo.

* Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos

La actividad ADCC ( «Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity») se
puede detectar en receptores humanos durante el rechazo agudo o croni-
co, aungque también se ha detectado en receptores renales estables. No
esta clara la participacién de este mecanismo in vivo. Parece que supone
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un mecanismo secundario en el rechazo del injerto, aunque podria ser
relevante en el desarrollo de arteritis y rechazo crénico del injerto.

Las alteraciones de las células endoteliales provocadas por los anti-
cuerpos implicados en los rechazos hiperagudo y acelerado no se produ-
cen en el rechazo agudo. La cinética de la respuesta humoral inducida por
los antigenos del injerto permite la acomodacién del endotelio. Este pro-
ceso implica la expresién de genes antiapoptéticos (belx,, bel-2 y A20)™,
Ademas, se producen cambios del isotipo de inmunoglobulina que favore-
cen esta acomodacion.

RECHAZO CRONICO

Las formas lentas, progresivas vy crémicas de disfuncion del injerto
renal, se agrupan en el llamado Rechazo Cronico. Aparece a partir de los
60 clias post-trasplante y se caracteriza por una reconstruccion patologica
del érgano con fibrosis v pérdida de la funcion®, Puede ocurrir tras epi-
sodios de rechazo agudo previos o no. No presenta buena respuesta al tra-
tamiento excepto en aquellos casos en los que la lesién se ha producido
por el mantenimiento de niveles inadecuados de inmunosupresidén. En
sentido estricto, el rechazo cronico supone una pérdida irreversible de la
funcion renal que ocurre de forma tardia en el periodo post-trasplante,
generalmente tras varios anos.

* Esclerosis vascular del trasplante

El principal marcador, patognomonico, de esta patologia es la esclero-
sis vascular del trasplante. Los cambios antomo-patologicos afectan a
todas las estructuras renales. Aparece un progresivo crecimiento de la
neointima, centripeto y oclusivo, que afecta a las estructuras arteriales del
injerto. Durante este proceso, el tejido subendotelial prolifera forzando a
la capa endotelial v reduciendo Ia luz de los vasos, con engrosamientos, al
principio localizados, v duplicaciones de la lamina elastica interna. Hay
engrosamientos de las membranas de los capilares glomerulares, con
esclerosis e infiltrados de linfocitos y células plasmaticas en el mesangio,
glomeérulos ensanchados y atrofia de los tibulos.

Puede presentarse deposito de inmunoglobulinas con vasculitis seve-
ra y en los casos severos existe necrosis endotelial e hiperplasia de los
miocitos intimales (arteriosclerosis del injerto) que progresa hasta la obli-
teracion de los vasos del injerto. Este proceso es progresivo y resistente
al tratamiento. De forma terminal aparece una desestructuracién general
del mesénquima v fibrosis.
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Se ha aceptado que la esclerosis vascular es la causa del rechazo créni-
Co, y otras alternativas han sido menos estudiadas. Aunque todos los injer-
tos rechazados muestran esclerosis severa, 1a lesion en formas leves no esta
ausente de todos los injertos renales con buen funcionamiento. Qtros facto-
res que podrian estar implicados en el desarrollo del rechazo crénico inclu-
ven: 1} la isquemia inicial, 2} el injerto que conlleva reduccion de masa
(lesiones por hiperfiltracion), 3) la denervacion del injerto, 4) la hiperten-
sion v la hiperlipidemia asociadas con los inmunosupresores, 4) la nefroto-
xicidad de los mismos, ¢ 5) las infecciones virales cronicas™ ¢,

Actualmente, los datos acummulados sugieren que aun siendo la esclerosis
vascular el principal factor patogénico, otros factores mecanismos podrian ser
determinantes en el rechazo crénico. Podria estar implicada la respuesta cro-
nica DTH por linfocitos T y macréfagos™ !, Estos ultimos podrian secretar
citoquinas que pueden actuar como factores de crecimiento del mesénquimma
{fibrosis) y de los miccitos de la subintima (hiperplasia muscular).

El proceso de esclerosis parece comenzar en el periodo post-trasplan-
te temprano, incluso se ha sugerido que el compromiso para el desarrollo
de la esclerosis puede estar ya determinado a los pocos dias y ser resisten-
te a los niveles de inmunosupresion que habitualmente se emplean®5,

* Patogenia de la esclerosis vascular del trasplante

Las hipétesis con las que se ha trabajado para explicar la esclerosis vas-
cular del injerto derivan principalmente de los estudios sobre la aterosclero-
sis%. Asi, se ha postulado que las injurias vasculares del injerto relacionadas
con el trasplante (fisicas o inmunoldgicas) inducen la activacion de los endo-
telios. Los mecanismos reparadores implican a mediadores y células proin-
flarnatorias. Entre ellos, cabe destacar al PDGF que induce la proliferacion de
los miocitos de la capa intermedia arterial. Estos miocitos pueden migrar a
través de los endotelios activados y secretar proteinas de matriz extracelular.

Fl estrés vascular prolongado supone una persistencia de este proce-
80y, en teoria, activaria la formacion de una nueva intima. La extension de
las lesiones por isquemia/reperfusidn, y la persistencia o repeticion de
agresiones inmunes frente a los aloantigenos vasculares, implicarian un
importante factor de mantenimiento del estrés vascular. A diferencia del
producido en la aterosclerosis, el proceso de esclerosis vascular del injer-
to es concéntrico y continuado a lo largo del arbol vascular,

* Progenitores de la neointima

Los estudios con citometria de flujo indican ¢ue las células musculares
de la neointima proceden del recepior del injerto, v no del donante®6,
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Este dato cuestiona la hipétesis sobre la patogenia de la esclerosis vascu-
lar. Implica que, a través de estimulos desconocidos, los miocitos del
receptor se acumulan en la neointima del injerto. Recientemente se ha
descrito la presencia en sangre periférica de progenitores de fibroblastos
y de células endoteliales, los cuales penetran en los sitios de las areas
lesionadas™ 1, Esto indica que los progenitores del receptor participan en
la reparacion vascular del injerto y, por causas desconocidas, sufren una
disregulaciéon que promueve la fibrosis vy la proliferacion neointima.

* Mecanismos inmunolégicos del rechazo crénico

La implicacion del sistema inmune en el rechazo crénico presenta
importantes problemas a nivel experimental. Ello se debe a la dificultad
para desarrollar en el laboratorio modelos similares al desarrollo de
rechazo en pacientes, tratados con drogas inmunosupresoras y que con-
lleva hasta 5-10 afios para su desarrollo.

Puesto que las células APC del donante son reemplazadas progresiva-
mente por las APC del receptor, se ha postulado que el principal tipo de
reconocimiento en el rechazo croénico seria el indirecto.

* Células T y Esclerosis vascular del trasplante.

La implicacién de las células T en la patogenia de la esclerosis vascu-
lar se ha sugerido a partir de los estudios clinicos retrospectivos que
demuestran la relacién entre los episodios de rechazo agudo y el desa-
rrollo del rechazo cronico. Esta intervencion se puede explicar, en teoria,
por varios mecanisinos®?6264-65;

1) Secrecion de citoquinas proinflamatorias por las células T activa-
das. Entre ellas cabe destacar a los factores FGF ayv b { «acidic and
basic Fibroblast growth factor»), el factor de crecimiento de unién a
heparina v TGFE.

2) Las células T activadas pueden inducir en las células endoteliales la
secrecion de factores de crecimiento (FGE, TGF, PDGFE).

3) Secrecidn por las células T activadas de metaloproteasas que digie-
ren la matriz extracelular con liberaciéon factores histogénicos.

Los modelos de rechazo crénico en cerdos sugieren que las incompa-
tibilidades en antigenos de clase I estin mas relacionadas con las lesiones
vasculares que las de clase II. En este modelo las lesiones son predomi-
nantemente provocadas por células T CD8+. Pero el endotelio del cerdo
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no presenta antigenos de clase I1. En los modelos murinos ambos tipos de
antigenos, asi como ambas poblaciones T CD4+ y CD8+, parecen estar
implicadas en el desarrollo de la vasculitis®-5%,

* Aloanticuerpos v rechazo cronico

También se han implicado a los aloanticuerpos en el desarrollo de la
esclerosis vascular. Algunos estudios clinicos han demostrado la relaciéon
entre los aloanticuerpos, el desarrollo de esclerosis vascular y el rechazo
cronico™, pero el mecanismo es desconocido.

Esta correlacion junto a la asociacién del rechazo crénico con los epi-
sodios de rechazo agudo y la refractariedad del mismo a la inmunosupre-
sion, han sugerido que una produccién cronica de aloanticuerpos podria
estar implicada en esta forma de rechazo. En ratones inmunodeficientes
(SCID), la transferencia de aloanticuerpos en ausencia de células T indu-
ce las lesiones vasculares tipicas del rechazo crénico. Aunque la transfe-
rencia de células T en ausencia de células B, también causa las lesiones,
parece gue en este caso hay una menor tendencia al progreso hasta los
estadios terminales con fibrosis™%,

RECHAZO HIPERAGUDO

El rechazo hiperagudo es infrecuente, se debe a la presencia de anticuer-
pos preformados frente a antigenos del injerto. Habitualmente por sensibili-
Zacion previa a aloantigenos del sisterna HLA o por incompatibilidad de grupo
sanguineo ABO. En la practica clinica se evitan las disparidades de grupo san-
guineo entre donante v receptor, y se estudia la presencia en el suero del
receptor de anticuerpos frente a antigenos del donante (prueba cruzada). La
prueba cruzada positiva es una contraindicacion para el trasplante.

Se inicia a las pocas horas del implante y se desarrolla en menos de 24
horas. La anatomia patoldgica revela coagulopatia intrarrenal con trombo-
sis extensa que ocluye las arteriolas y los glomérulos, hemorragias, y un
infiltrado neutrofilo menos inlenso que en otras formas de rechazo.

Este tipo de rechazo afecta principalmenie a los organos vascularizados
como el rifion y el corazdn, siendo mas resistentes al mismo el higado y la piel.

* Mecanismo del rechazo hiperagudo

Los antigenos diana de este tipo de rechazo son expresados por las
células endoteliales del injerto: 1) por determinantes constituidos por
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moléculas de carbohidratos, o, mas frecuente, 2) por determinantes de las
proteinas de los aloantigenos del sistema HLA. L.a union antigeno-anti-
cuerpo se produce sobre la membrana de la célula endotelial, promovien-
do la fijacion del complemento a través de la via clasica de activacién. La
cascada del complemento conduce a la formacién del complejo de ataque
a la membrana (MAC, «Membrane Attack Complex») formado por la aso-
ciacién de los componentes C5 a C9 del complemento.

Las células endoteliales producen diferentes factores que actiian como
reguladores en varios niveles de la cascada del complemento. Entre ellos
destacan: el receptor de C1 (CR1), el factor desacelerador (DAF o CD35),
CD46 y CD59. También producen anticoagulantes que modifican la cas-
cada de la coagulacion.

El estimulo inicial para la activacion debe desbordar estos mecanis-
mos para el desarrollo del rechazo hiperagudo. El titulo de anticuerpos
v/o la afinidad de los mismos deben ser lo suficientemente elevados para
que prosiga la reaccion.

* Activacion de tipo I del endotelio

El complejo MAC, ademads de abrir poros en la membrana celular, causa
activacion de las células endoteliales. Este tipo de activacién presenta carac-
teristicas propias, ocurre en ausencia de sintesis proteica o de nueva trans-
cripcion de genes, y se ha denominado de tipo I. En él se producen cambios
como la retraccién celular con apertura de las uniones célulo-celulares, y la
pérdida de factores antitrombéticos. Estos cambios estan directamente rela-
cionados con los principales hallazgos anatomo-patolégicos del rechazo hipe-
ragudo: hemorragia extravascular y edema, y trombosis intravascular®.

* Anticuerpos preformados

El rechazo hiperagudo se debe a una respuesta de tipo humoral. La
inmediatez en la aparicién de las lesiones se debe a que la lesion esta pro-
ducida por anticuerpos preformados: anticuerpos naturales o inducidos
por sensibilizaciones previas.

Los anticuerpos naturales no requieren exposicién previa a los teji-
dos alogénicos. Parece que este tipo de anticuerpos, dirigidos frente
grupos sanguineos principalmente, se generan en respuesta a determi-
nantes de tipo carbohidrato presentes en los microorganismos. La res-
puesta «natural» es T independiente y los anticuerpos naturales son
mayoritariamente de tipo IgM, aunque en algunos casos se puede pro-
ducir el cambio de clase,
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Los anticuerpos inducidos que causan rechazo hiperagudo son predo-
minantemente anticuerpos dirigidos frente a aloantigenos del sistema
HIA. Las principales causas de sensibilizacion a aloantigenos son: las
transfusiones de sangre, las gestaciones, v los trasplantes previos; en algu-
nos casos se han descrito sensibilizaciones cruzadas originadas por agen-
tes infecciosos. Esta respuesta es T dependiente y los anticuerpos son de
mas elevada afinidad que los anticuerpos naturales.

* Rechazo acelerado

Este tipo de reaccion se inicia en las primeras 24 horas tras el trasplante
y se desarrolla en 3 a b dias. Esta causado por anticuerpos inducidos rapida-
mente tras el trasplante. No hay consenso sobre su denominaciéon y se ha
denominado rechazo temprano, acelerado o subagudo. Incluso se ha duda-
do de su existencia. En la practica clinica es muy infrecuente, y ha sido mejor
caracterizado en modelos de trasplante xenogénico de organos vasculariza-
dos. Los pacientes retrasplantados son el principal grupoe de riesgo.

Las lesiones tipicas se caracterizan por la trombosis intravascular v la
necrosis fibrinoide de las arteriolas del injerto. En ocasiones se observan
signos antomo-patologicos correspondientes a rechazo agudo™.

* Anticuerpos de respuesta secundaria

De forma similar al rechazo hiperagudo, en el rechazo acelerado los
antigenos diana son expresados por las células endoteliales. Los anticuer-
pos frente a estos antigenos se producen de forma «acelerada»; esto es,
de forma anticipada a la cinética de la respuesia primaria T dependiente.
Incluso pueden aparecer en preserncia de tratamienio inmunosupresor.

Todos estas caracteristicas implican una respuesta secundaria en la
mayoria de casos. Generalmente se trata de anticuerpos preformados a
titulos bajos, que por si mismos son incapaces de desencadenar una res-
puesta hiperaguda. En estos casos, la prueba cruzada puede ser negativa
incluso con las mas sofisticadas técnicas.

La respuesta secundaria originada por el estimulo alogénico induce una
rapida produccion de anticuerpos, de forma que se alcanzan en un corto
periodo de tiempo niveles criticos para promover el rechazo acelerado.

* Mecanismo del rechazo acelerado

En los modelos experimentales utilizados, la unién antigeno-anticuer-
po puede promover el rechazo acelerado por varias vias: 1) fijacién de
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complemento, 2) citotoxicidad mediada por células de tipo ADCC, y 3)
actividad NK. Los modelos xenogénicos son los que, particularmente, han
implicado a la actividad NK vy a otros componentes del sistema inmune
innato en este tipo de rechazo®.

* Activacion de tipo II del endotelio

Los cambios endoteliales ocurren, por la cinética de esta respuesta, de
forma mas lenta que en el rechazo hiperagudo. El tiempo en que desarro-
llan los mismos permite la sintesis de proteinas y la activacién de la trans-
cripcion de genes, por lo que se ha denominado activacion de tipo I1. Inclu-
ye la liberacion de citoquinas proinflamatorias (IL-1 e IL-8), la expresion
de moléculas de adhesion (selectina-E, ICAM-1) v la pérdida de factores
antitromboticos (trombomodulina). Estos cambios inducen la destruccion
inflamatoria de los vasos en ausencia de linfocitos infiltrantes, y la trom-
bosis intravascular™,

* Prueba cruzada pretrasplante

La prueba cruzada es un ensayo donde se estudia la presencia de
anticuerpos preformados en el receptor frente a las células del donan-
te. Esta reactividad se puede evaluar por varias técnicas (microlinfoci-
totoxicidad directa o potenciada con anticuerpos anti-IgG fijadores de
complemento, citofluorometria}. Las células del donante que se utili-
zan en la prueba son mononucleares derivadas de bazo y/o ganglio lin-
fatico.

La prueba cruzada positiva significa que el suero del receptor pre-
senta anticuerpos que reconocen antigenos del donante expresados por
las células mononucleares. El ensayo de citotoxicidad determina anti-
cuerpos fijadores de complemento, mientras que la citofluorometria
puede detectar cualquier isotipo de inmunoglobulina. El o los antigenos
diana pueden ser de varios tipos: tanto antigenos HLA como otros anti-
genos, y también puede tratarse de autoanticuerpos (frente a estructu-
ras monomorficas).

En algunos casos, la diseccion de la prueba cruzada evaluando el
antigeno diana y el isotipo de inmunoglobulina implicado son importan-
tes para valorar la prueba cruzada y en relacion con la supervivencia del
injerto:

1) Anticuerpos de tipo IgG o [gM dirigidos frente a aloantigenos de
clase I contraindican el trasplante.



96 L. Castadier Alaban, A. Franco Maside, A. Bootello Gil

2) Anticuerpos de tipo IgG o IgM dirigidos frente a antigenos de clase
II no contraindican el trasplante, aunque diversos estudios los aso-
cian con un mayor riesgo de rechazo a largo plazo.

3) Generalmente no se detectan los anticuerpos frente a antigenos
menores, tanto por su intensidad de expresion como por su locali-
zacion (muchos de ellos son especificos de tejido v pueden no ser
expresados por células mononucleares de sangre periférica).

4) Los autoanticuerpos, mayoritariamente de tipo IgM, no contraindi-
can el trasplante.

TOLERANCIA CENTRAL Y PERIFERICA

La tolerancia al trasplante supone la aceptacion del injerto a largo
plazo en ausencia de inmunosupresion mantenida. Varios modelos expe-
rimentales han logrado este objetivo; pero en clinica humana, los proto-
colos que facilitan una aceptacién prolongada del injerto presentan impor-
tantes inconvenientes: 1} el aumento de los riesgos de infeccion y
neoplasias, v 2) la falta de efectividad sobre el rechazo cronico.

La adquisicién de tolerancia al trasplante implica, en sentido estricto,
la falta de respuesta frente al tejido alogénico con respuesta inmune man-
tenida al resto de antigenos, en ausencia de tratamiento inmunosupresor.

Puesto que las respuestas implicadas en el rechazo giran todas ellas
sobre la activacion de la célula 7T, esta revision se centrara sobre los meca-
nismos de tolerancia T,

La falta de respuesta del sistema inmune a la estimulacion antigénica
se denomina tolerancia inmunoldgica. La tolerancia frente a los antigenos
propios, conocida como autotolerancia, es mantenida a través de meca-
nismos que evitan de forma activa la maduracién o estimulacion de los lin-
focitos potencialmente reactivos: 1) tolerancia central, activa sobre células
T inmaduras, que tiene lugar en el timo; v 2) tolerancia periférica, que
tiene lugar en células T maduras.

Los principales mecanismos de tolerancia son la eliminacion (o deleccion
clonal) mediante un proceso de muerte celular (inducida por activacion gene-
ralmente), v la anergia clonal, o inactivacion funcional. [a tolerancia central se
debe principalmente a la eliminacion, mientras en la periférica parece que tie-
ne mayor peso relativo la anergia clonal. La falta de respuesta funcional tam-
bién se puede deber a la induccién de células T reguladoras que suprimen las
funciones efectoras y de activacion de los linfocitos maduros autorreactivos.

El desarrollo de tolerancia es un proceso activo durante toda la vida
del individuo y es posible inducir tolerancia en individuos adultos a deter-
minados antigenos utilizando determinadas vias, dosis y pautas de admi-
nistracion de éstos.
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* Tolerancia central

La tolerancia central tiene lugar en el timo, durante el desarroilo de los
timocitos. Implica dos procesos de seleccién, negativa y positiva, relacio-
nados con la maduracién del TCR7172,

La seleccidn positiva es el proceso que hace posible la supervivencia
de los timocitos, cuyos TCR se unen con baja afinidad a los complejos for-
mados por moléculas propias del MHC v péptidos propios o extraiios,
mientras que mueren todos aquellos que no son capaces de interaccionar
con las moléculas del MHC propio. Se seleccionan asi células T restringi-
das por el MHC propio, tanto para antigenos propios como extranos.
Durante la seleccion negativa, los clones de linfocitos cuyos TCR se unen
con alta afinidad a antigenos propios asociados a moléculas del MHC pro-
pio son eliminados (deleccién clonal} o inactivados (anergia clonal).

Se constituye asi el repertorio T, que incluira células T cuyos TCR pre-
senten también alta afinidad por péptidos extrafios asociados a moléculas
propias de MHC. El proceso no es absoluto, de forma que también madu-
ran clones de células T con capacidad autorreactiva, que seran regulado-
ras en la periferia, ¥y en determinadas condiciones provocan patologia
autoinmune.

* Tolerancia perifévica

La tolerancia periférica ha sido inducida con éxito solo en modelos con
incompatibilidad menor, disparidad en antigenos menores o modelos en
de incompatibilidad en el MHC en roedores. En modelos animales de
superior tamaifio ha sido generalmente mas dificil de conseguir.

Los mecanismos de tolerancia periférica incluyen: 1) Anergia clonal,
debida al reconocimiento de antigenos propios sin coestimulacion; 2) La
muerte celular inducida por activacién debida a la estimulacién por anti-
genos propios; 3) Supresion de los linfocitos T autorreactivos mediante
células T reguladoras o supresoras, generalmente mediante citoquinas
inmunosupresoras como 1L-10 o TGEF-H717,

* Ignorancia inmunoligica

La mayoria de los autoantigenos no son expresados en el timo y en
sangre periférica aparecen clones T capaces de reconocerlos.

En algunos casos, las proteinas propias son expresadas en los tejidos
periféricos a niveles demasiado bajos como para servir de diana del reco-
nocimiente T. Algunos péptidos presentados por moléculas MHC tienen
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un nivel suficiente para inducir reconocimiento T, pero demasiado bajo
para inducir tolerancia. lLa naturaleza de esos péptidos varia segiin el
genotipo MHC, que afecta profundamente a la union del péptido. En todos
los casos donde aparecen células T maduras autorreactivas, sin fendme-
nos de autoagresién y en ausencia de mecanismos reguladores se habla
de ignorancia inmunolégica’,

Este fendémeno se ha descrito también en un modelo de trasplante car-
diaco alogénico en rata con tratamiento tolerizador (anticuerpos anti-
CD40L y CTLA-4/1g). El huésped presenta células T reactivas frente al
injerto aunque no se produce rechazo. Sin embargo, estas células reac-
cioanan ix vifro frente a células del donante, y son capaces de rechazar
otros injertos del mismo donante?”. Esto implica que la ignorancia no
supone estrictamente una forma de tolerancia.

MECANISMOS DE LA TOLERANCIA
DELECCION CLONAL

La deleccion clonal se produce por apoptosis o muerte celular progra-
mada. Este mecanismo tiene una importancia destacada en el proceso de
maduracion timica y en el control de la respuesta inmune periférica.

* Deleccion clonal en el timo

Respecto a la tolerancia central, los procesos de seleccidén promue-
ven la muerte por apoptosis en situaciones contrapuestas dependiendo
del estado madurativo de los timocitos. En el cortex, los timocitos que
no seleccionados positivamente por su interaccion con las células epi-
teliales, sufren apoptosis v son eliminados por los macrofagos cortica-
les. En la médula, los timocitos positivamente seleccionados, que pose-
en un TCR restringido por MHC de clase I o Il y que reconocen con alta
afinidad péptidos especificos presentados por las células dendriticas,
son seleccionados negativamente, eliminandose por apoptosis, los cuer-
pos apoptéticos seran posteriormente fagocitados por los macrofagos
medulares’ 72,

Diversos estudios in vivo e in vitro demuestran la capacidad de las
células dendriticas para inducir la seleccidn negativa de células T especi-
ficas para moléculas singénicas y alogénicas de MHC, antigenos menores
de histocompatibilidad, y otros antigenos (proteinas circulantes, antige-
nos virales, superantigenos). El potencial que tienen las células dendriti-
cas de internalizar y procesar el antigeno, asf como su capacidad coesti-
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muladora, las posibilita para la seleccién negativa de clones de células T
especificos para antigenos, frente a los cuales, la tolerancia no puede ser
inducida por las células epiteliales corticales®™,

Se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares que contro-
lan el proceso de seleccion negativa. Al igual que en la seleccién positi-
va, las moléculas CD4 y CD8 probablemente desempefien un papel
importante en la seleccién negativa debido a que favorecen interaccio-
nes eficaces entre los timocitos en desarrollo y las células dendriticas
timicas tolerizantes, que pertenecen al mismo linaje que los timocitos.
Las moléculas expresadas por las células dendriticas timicas, que juegan
un papel esencial en la activacion periférica de la célula T, en la coesti-
mulacién y en la apoptosis, no estan bien definidas en el contexto de la
induccion de tolerancia. Las interacciones que podrian estar involucra-
das en la seleccidn negativa son las siguientes™: 1) LFA-1/1CAM-1; 2)
B7/CD28, interaccion que parece ser necesaria solo cuando el antigeno
estd presente en pequenas cantidades; 3) CD40/CD40L, esta interaccidon
participa en la deleccién clonal T regulando positivamente a las molécu-
las coestimuladoras de las APC, que son necesarias para contactar con
los timocitos durante la seleccién negativa y cuando el antigeno es pro-
ducido en condiciones fisioldgicas; 4) CD30L/CD30; y probablemente,
5) la interaccion Fas/FasL, los resultados obtenidos han sido contradic-
torios, mientras que el bloqueo de FasL no altera in vitro la deleccién de
timocitos, los anticuerpos anti-Fas inducen apoptosis de timocitos in
vitro o in vivo.

* Deleccion clonal perifévica

La apoptosis es un mecanismio importante tanto para evitar respuestas
autoinmunes eliminando linfocitos maduros autorreactivos como para la
regulacion negativa y la finalizacion de las respuestas inmunes frente a
antigenos extrafos. Por apoptosis también se eliminan los linfocitos acti-
vades cuandoe termina la respuesta inmune (escapan de ella los clones que
se diferencian a células de memoria). La apoptosis puede inducirse tanto
por vias dependientes del TCR y de sus moléculas coestimuladoras, como
a través de la via dependiente del CD95 (Fas o APO1)%.

Las células T virgenes no expresan Fas y resisten la apoptosis. Su esti-
mulacion induce la expresion de Fas en membrana a las 24 horas y para-
lelamente el aumento de los niveles de Bel-2 (inhibidor de la apoptosis por
bloqueo de la endonucleasa). Si no existe reestimulacién antigénica, los
linfocitos activados mantienen la expresion de Fas, pero una semana des-
pués de la estimulacion antigénica sus niveles de Bel-2 disminuyen, por lo
que estos linfocitos activados son susceptibles de entrar en apoptosis
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inducida por células que, como las células NK y los CTL, expresan el
ligando de Fas (FasL). La reestimulacién antigénica de estos linfocitos
produce en aproximadamente la mitad de ellos un aumento de los niveles
de Bcel-2 y una nueva fase de expansion clonal, mientras que en la mitad
restante induce apoptosis®,

Existe, al menos para células T citotdxicas autorreactivas, un meca-
nismo de deleccion clonal periférica en tejidos inmunoprivilegiados, como
el globo ocular u otros, cuyos antigenos son de aparicion tardia en el desa-
rrollo (ovarios y testiculos). Las células de estos tejidos expresan FasL,
que induce la apoptosis de los clones autorreactivos que expresan Fas al
activarse,

Las células T activadas también pueden expresar el receptor de TNFy
ser, por tanto, sensibles a la apoptosis inducida por TNE La reestimula-
cién antigénica es necesaria para la diferenciacion de linfocitos memoria,
capaces de sobrevivir en ausencia de reestimulacién antigénica y que pue-
den dar lugar a una progenie de linfocitos efectores o contribuir a la edu-
cacion de linfocitos virgenes i el antigeno reaparece.

ANERGIA CLONAL

Como se ha comentado anteriormente, en ausencia de coestimulacion,
se induce tolerancia por anergia ¢ deleccion de células T maduras. Como
las células de los tejidos propios no se expresan B7 u otras moléculas de
coestimulacion, la tolerancia a los tejidos propios es la norma. Un linfoci-
to se considera anérgico si no puede responder al estimulo antigénico
especifico proporcionado por una célula APC, y este estado es reversible
tanto in vitre como i vive. En las células T, el estado anérgico se carac-
teriza por un déficit en la produccion de I1-2, v la anergia se puede evitar
con el suplemento exégeno de esta citoquina.

Otra causa de anergia en células T es la estimulacidn con péptidos anti-
génicos para los que presentan muy baja afinidad?02233.7,

* CD28 y CTLA-4 en la regulacion de la repuesta tnmune

El reconocimiento antigénico en ausencia de coestimulacion induce
anergia o apoptosis. La coestimulacién por B7-1 ¢ B7-2 del correceptor
CD28 de las células T es un factor critico en la decisidn que conduce a la
activacion del célula T (en presencia de B7) o a la anergia o apoptosis (en
su ausencia).

Evidencias recientes sugieren que los procesos de coestimulacidn son
atn mas complejos. Incluyen la competicion de sefiales coestimuladoras
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positivas y negativas, cuyo balance determina el tipo de respuesta de la
célula T que reconoce el antigeno.

La molécula CTLA4 se une a B7-1 y B7-2 con afinidad mucho mayor
que la correspondiente a la unién con CD28; por tanto, CTLA4 compite
con CD28 por unirse a sus ligandos comunes, antagonizando las sefiales
de coestimulacién transducidas por CD28, actia asi como un contrarre-
ceptor de éste. La competencia entre CD28 y CTLA4 es fundamental en la
decision del tipo de respuesta del célula T, El balance entre CTLA4 y CD28
unidos a B7 determina si el célula respondera (cuando predomina la uniéon
de CD28) o se anergizard (cuando predomina la unién de CTLA4). Se ha
sugerido que la unién de CTLA4 a CD80 no so6lo puede inducir anergia en
linfocitos virgenes, sino que también puede inducir apoptosis en linfocitos
activados™.

MODULACION POR CELULAS REGULADORAS

Las células T supresoras se definieron como una poblaciéon indepen-
diente de los cooperadores Th y de los citotéxicos CTL. El concepto de
supresion por células T ha sido tabu durante al menos la decada de los 80.
Aunque se han obtenido clones de células supresoras, estos no han pre-
sentado marcadores fenotipicos especificos y su mecanismo de accion no
ha quedado bien determinado. Actualmente, un gran numero de ohserva-
ciones experimentales parecen indicar gue la actividad supresora es ejer-
cida por diferentes poblaciones celulares y entran en juego diferentes
mecanismos de inhibicién. Estas poblaciones se agrupan a nivel concep-
tual como células reguladoras. De hecho, en muchos casos la inhibicién
de determinadas respuestas se produce a través de citoquinas y se acom-
pafia de la potenciacién de otras, estableciéndose un halance entre los
diferentes tipos de respuesta.

* Células reguladoras

Se postula que las células reguladoras, en condiciones fisiologicas,
estarian implicadas en el mantenimiento de la tolerancia a las sucesivas
cohortes de células T virgenes procedentes del timo. Hay evidencias de
que las primeras oleadas de células T del timo, en periodos tempranos del
desarrollo, son seleccionadas por el epitelio timico para el reconocimien-
to de lo propio sin sufrir deleccién. Se ha sugerido que estas células trans-
miten el estado tolerante en la periferia a las nuevas oleadas de células T
procedentes del timo: al principio frente a los mismos antigenos a los que
sengibilizaron en el epitelio timico, y posteriormente podrian tolerizar la
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respuesta a otros antigenos. Un dato que apoyaria esta hipétesis es la baja
expresion en timo de antigenos frente a los que se desarrollan respuestas
autoinmunes. En algunos modelos de diabetes se ha descrito la ausencia
de determinadas poblaciones timicas que podrian estar implicadas en el
mantenimiento de la tolerancia.

* Células T NK1+ y Células T doble-negativas

La actividad tolerizante descrito anteriormente se ha imputado a pobla-
ciones que basicamente se caracterizan por la presencia de marcadores de
célula NK vy la produccién de grandes cantidades de IL-4. Las células NKT
( «Natural Killer T cells») y las células T DN (doble-negativas CID4- CDé&-
)} expresan marcadores de NKy de células de memoria, tienen un uso res-
tringido de regiones Vay Vh, y su reconocimiento esta restricto por molé-
culas no clasicas (clase Ib) del MHC, como CD 171808

La células T capaces de prevenir diabetes isulin-dependiente en ratas
adultas tras timectomia e irradiacion-g presentan el fenotipo TCRab+ CD4+
CDA45RCY* RT6+%., Ademas de éstas, los timocitos TCRab+ CD4-/+ CD&
NK1+ CD62L- también protegen a los ratones NOD de desarrollar IDDM?®,

Su distribucién muestra preferencias por determinados tejidos: cons-
tituven el 20-30% de células T del higado v de la médula dsea, 10-20% de los
timocitos maduros, y 0,5-1% de esplenocitos; estan practicamente ausente
de sangre periférica (<0,5%).

Las células T NK1 pueden secretar grandes cantidades de 114, [L-10 e
I1-5; pero también secretan IFNg y TNF-b¥%, No estda demostrado si este
perfil de citoquinas Th1+Th2 es producto de una o de dos subpoblaciones.

* Regulacion cruzada entre células Thl y Th2

Las células Th2, a través de la secrecion de IL-10, reducen ia expresion
de B7 e IL-12 por parte de las APC, dos estimulos importantes para el
desarrollo de células Thl.

Esta contrarregulacion se desarrolla entre respuestas va activadas.
Un problema clave esta el desarrollo inicial de las mismas. La respuesta
Thl como se menciond anteriormente refieja un estado proinflamatorio.
Por otra parte, el desarrollo de la respuesta Th2 requiere el estimulo de
1L-4. Esta citoquina juega asi un papel central: 1) estimula el desarrollo
de la respuesta Th2, 2) inhibe el desarrollo y la respuesta Thl, v 3) con-
situye parte de la funcién efectora Th2. En ausencia de un microam-
biente de tipo Th2, se ha buscado candidatos para la produccion inicial
de IL-4 en una respuesta inmune?+8086; 1) Células T CD4+ de memoria (v
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posiblemente virgenes); 2) Células T CD4+ NK1.1+; y 3) Células T doble
negativas.

El microambiente rico en 114 o tal vez un ambiente de respuesta Th2
generalizado, pueden promover el cambio de la respuesta Thl a Th2 por
reversion del perfil de citoquinas, esto conlleva un reclutamiento de pre-
cursores no comprometidos presentes en la poblacién Thl temprana.

* Tipo de respuesta T cooperadora y evolucién del trasplante

Hay muiltiples evidencias experimentales de que la respuesta de tipo
Th1 se manifiesta generalmente durante el rechazo del injerto. Tanto las
citequinas Thl (IL-2 e IFN-g), como los marcadores de células citotéxi-
cas (granzima B), son claramente detectables durante el episodio de
rechazo™

Por el contrario, en los pacientes que reciben terapias tolerantes se
detecta la ausencia de las citoquinas de la respuesta Thi junto a la pre-
sencia de las de] tipo Th2 (IL4 e IL-10). Esto ha sugerido que la desvia-
cion desde el tipo de respuesta Thl a Th2 podria ser critica para el desa-
rrollo de tolerancia al injerto (Figura 6)*

Sin embargo, en varios modelos preclinicos, 1a respuesta de tipo Th2
se ha detectado acompanando al rechazo demorado del injerto, y también
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Las células reguladoras parecen desarrollar su accion a través de citoquinas mediadoras. A) La secrecién inicial de IL-4 que
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Figura 6. Citoquinas y células reguladoras en el control de la respuesta TH.
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ha sido implicada en el rechazo de tipo cronico. A este respecto, resulta
interesante considerar que los tratamientos de tolerizacion con potentes
supresores de la respuesta (como la combinacion de anticuerpos mono-
clonales anti-CD40L v proteina de fusién CTLA-4/Ig) utilizados con éxito
en el trasplante cardiaco alogénico, se acomparian de la ausencia en el
periodo post-trasplante temprano tanto de respuesta Th1 como Th2%,

Ei proceso de tolerancia probablemente incluya a ambos tipos de res-
puesta. siendo la respuesta Th1l mas implicada en la actividad T efectora,
es mas susceptible de determinarse su nivel de tolerizacion. Pero también
se han ensayvado protocoles de tolerizacion de respuestas Th2 con éxito.
Algunos trabajos demuestran que otro tipo de célula podria estar regulan-
do negativamente las dos respuestas Thl y Th2.

* Células T reguladoras: Células Th3 y Trl

La inhibicion de las dos respuestas se ha obtenido con TGEF-h. Se ha
descrito una subpoblacién Th3 que se caracteriza principalmente por pro-
ducir TGF-b en respuesta a su antigeno especifico. El TGF-b es una cito-
quina que tiene una importante funcion fisiolégica dentro del sistema
inmune intestinal al mediar el cambio de clase a IgA de las células plas-
madticas de la mucosa, pero ademas de ello estd demostrado su capacidad
inmunoreguladora inhibiendo tanto las respuestas Th1l como las Th28:8%,
Estos resultados son contradictorios con la implicacién de TGF-b en el
rechazo cronico, reportada por algunos grupos.

Aungue no son conocidos los mecanismos exactos de su accidon inmu-
nomoduladora se ha documentado que por una parte interfiere con los
fenémenos de presentacion antigénica actuando sobre las celulas APC.
Por otra parte, también parece modificar el patron de receplores de qui-
mioquinas de las células efectoras, bloqueando la expresién de los recep-
fores de quimioquinas inflamatorias (CCR2, CCR3 y CCR5) y promovien-
do la expresion de otros (CCR4 y el CCR7). Con ello previene el
desplazamiento hacia las zonas efectoras, a la vez que aumenta el actimu-
lo de las células de respuesta en los érganos linfoides®.

Recientemente se ha descrito en un modelo murine un tipo celular CD4+
que produce IL-10 ademas de TGF-b, pero no 114 (y sélo muy bajas cantida-
des de IFN-g), con capacidad para impedir la instauracion de un modelo expe-
rimental de colitis autoinmune. Dichas células han sido denominadas Trl («T
regulatory 1»). En el momento actual se duda si estas células suponen una
variedad de las Th3 o un subtipo aparte, con lo que el universo de los distin-
tos suhtipos de células cooperadoras continuaria en expansion®&*, Son tam-
bién células T CD4+, practicamente indistinguibles de las Th3 que regulan el
cambio de isotipo a IgA en la mucosa intestinal (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de supresién por células reguladoras.

Presentan muy poca capacidad proliferativa, probablemente a causa de
su propia secrecion de IL-10. Esta proliferaciéon se restaura con anticuer-
pos anti-IL-10 o suplementando con I1-2 exégena®. La accion sobre las
células APC podria ser determinante en la accion tolerizante, como se des-
prende de algunos estudios sobre la llamada <activacion alternativa de
células APC», sobre todo estudiada en macrofagos.

* Activacion alternativa de células APC

La activacion alternativa de macréfagos puede ser inducida por I1-4 y
por glucocorticoides, asi como por otras citoquinas como 1L-10, I1-13 ¥
TGE-b con efectos similares. Los macrofagos asi activados expresan
caracteristicas moleculares y fenotipicas alternativas®,

Presentan una capacidad aumentada la fagocitosis, pero los macréfa-
gos activados alternativamente no presentan un aumento de su funcion
microbicida. Tienen una expresion aumentada de moléculas de HLA de
clase 11, indicando su capacidad para la presentacion efectiva de antigeno.
Expresan CD23 (FceRII) pero no expresan otras especies de receptores
de Fcg. Esto sugiere que los macrofagos activados alternativamente podri-
an inducir la diferenciacion de células Th2.



106 L. Castajier Alabau, A. Franco Maside, A. Bootello Gil

La regulacién negativa de la inflamacién podria estar mediada por la
expresion y sintesis de citoquinas anti-inflamatorias, como IL-10 y el anta-
gonista de [L-1R. No expresan [L-1, TNF-a, 116, 1L-12 6 MIP-1a. Por otro
lado, los macréfagos activados alternativamente estan asociados con altos
niveles de vascularizaciéon in vive, y parecen ser angiogénicos in vitro.
Mas ann, la fagocitosis de células apoptoticas promueve la activacion alter-
nativa de los macrofagos v la secrecién de citoquinas anti-inflamatorias de
forma autocrina/paracrina.

Ademas de los mediadores de supresién, como PGE, y lipocortina I,
los macrofagos activados alternativamente secretan [L-10 y TGF-b.

Las células dendriticas también se pueden activar de forma alternativa
y desarrollar actividades supresoras®™, La activacién por I1-10¢ inhibe la
presentacion de antigenos tumorales por células de Langerhans, las cua-
les anergizan células Thl de forma especifica de antigeno. Las funciones
accesorias respecto a las células Th2 parecen estar preservadas. Las célu-
las dendriticas inmaduras tratadas con IL-10 inducen tolerancia sobre
células T virgenes. Un modelo clasico de activacion alternativa es el trata-
miento con irradiacion UVB de las células de Langerhans de la piel.

Un nuevo miembro de la familia de TNF se ha descrito en las células
Trl, TRANCE ( «TNF-Related Activation-induce cytokine»), cuyo ligando
es expresado por las células dendriticas y podria intervenir en la modula-
cion de su funcidén™,

* Relacién entre anergia v regulacion

La presentacion antigénica en presencia de IL-10 genera anergia. Y
parece que las células T CD4+ anergizadas retienen cierta capacidad de
produccién de IL-10. Todo esto ha llevado a sugerir que la induccién de
tolerancia por células Th3 o Trl podria deberse a la induccién de estados
anérgicos sobre poblaciones Thl y/o Th2?1%2

Algunos ensayos muestran que las células anérgicas pueden inhibir
respuestas de células virgenes por ocupacidn de los sitios de presentacién
antigénica, fenémeno descrito como «servicio civil»™.

* Células supresoras naturales

Se han descrito células supresoras inespecificas en diversos modelos.
En relacién con el trasplante alogénico cabe destacar a las células supre-
soras naturales (NS, «Natural Suppressors») obtenidas en ratones. Se
generan iz vitro tras cultivo mixto primario e in vivo tras irradiacién lin-
foide. Su actividad supresora se ejerce sobre células virgenes antes de su
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activacion. Ademads, en en el ensayo in vifro parecen promover el desa-
rrollo de células supresoras especificas”#%,

* Actividad veto

La actividad veto viene definida por la capacidad para inactivar a los
precursores de CTL con receptores especificos frente a los aloantigenos
que presentan las células veto. Induce la supresion de la actividad citoto-
xica dirigida frente a los antigenos de la célula veto™ %39,

La interaccién gue parece estimular la actividad veto implica a las
moléculas de clase I del MHC de la célula inhibida. La molécula CD8
expresada por una gran parte de células con actividad veto podria explicar
la relaciéon con las moléculas de clase I; sin embargo, otras moléculas
podrian estar implicadas en el fenomeno y se ha sugerido que €l TGF-b
también estaria implicado™.73,

Se han definido varios tipos celulares con actividad veto: células CTL, cé&
lulas NK activadas y otras células de origen hematopoyéticos mal definidas™.

INDUCCION DE TOLERANCIA
QUIMERISMO Y TOLERANCIA

La induccion de tolerancia central ha sufrido importantes avances en la
ultima década. La tolerancia central puede ser manipulada para generar tole-
rancia al injerto alogénico mediante la creacion de gquimeras de médula osea
(del donante) o por inyeccién intratimica de células alogénicas o péptidos.

El quimerismo hematopoyético fue reconocido como inductor de tole-
rancia desde hace mas de 50 afios por Owen, Medawar y otros. La capaci-
dad de las células hematopoyéticas para inducir tolerancia se produce
principalmente por promover la deleccion clonal de los timocitos cuyos
receplores reconocen los antigenos expresados por el indculo alogéni-
co”"_ Entre los tipos celulares capaces de inducir tolerancia intratimica
se encuentran las células dendriticas, las células B y los timocitos (y tam-
bién células del estroma timico de origen no hematopoyético).

Pero olros mecanismos estan también implicados en esta induccién de
tolerancia. La induccién de quimerismo hematopoyético puede inducir la
tolerancia de células T maduras preexistentes (que maduraron en el timo
de forma previa a la induccion)}. Mientras que los timocitos inmaduros con
receptores de alta afinidad son muy susceptibles a sufrir deleccion clonal,
también las células T maduras son susceptibles de deleccidn periférica,
generalmente tras activacion, por exposicion al antigeno especifico in
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vivo™ ", Mecanismos no deleccionales también han sido constatados en la
induccion de tolerancia por quimerismo: anergia clonal inducida por célu-
las B alogénicas o eliminacidn de células pre-CTL por actividad veto.

Esta induccién de tolerancia esta favorecida por la ausencia, congéni-
ta {inmunodeficiencias) o inducida, de células T maduras del huésped.
Por ello, la aproximacion mas simple v generalizada en modelos animales
para enfrentar el problema de la reactividad huésped contra injerto ha
sido el pretratamiento de los receptores con irradiacion corporal total pre-
via al trasplante de médula dsea. Esto supone una reconstitucién comple-
ta que genera importantes problemas de enfermedad injerto contra hués-
ped, sobre todo en el caso de incompatibilidades mayores.

La severidad de estos protocolos v la asuncion de que un quimerismo
linfohematopoyético mixto seria deseable para una reconstitucién mas
fisiologica de la respuesia inmune, han llevado al estudio de modelos de
quimerismo sin régimen mieloablativo previo. Las quimeras mixtas han
mostrado niveles normales de inmunocompetencia, probablemente por la
presencia de células APC del huésped que permiten una presentacion
antigénica optima a las células T que han madurado en el timo del hués-
ped. El uso de anticuerpos monoclonales para eliminar poblaciones defi-
nidas del huésped (CD4 o CD&) seguido de irradiacion total a baja dosis
o de irradiacion focal en timo, han permitido definir las barreras inmuno-
logicas y fisicas al injerto hematopoyético®5%7,

* Barreras inmunologicas al injerto hematopoyético

En el modelo referido, se ha comprobado que las células TCD4+y T
CD8&+ son capaces de rechazar la médula ésea incompatible en clase I y
clase II, respectivamente. Ademas, las células T CD8+ también presentan
una importante actividad en el rechazo de injertos incompatibles en clase
I1, mientras que las células T CD4+ reaccionan frente a las incompatibili-
dades en clase I de forma menos severa, aunque detectable. Esta reactivi-
dad cruzada podria reflejar el reconocimientos de péptidos del MHC en el
contexto de moléculas del MHC compartidas por donante y huésped.

La aplicacién de este modelo en primates (con el uso de anticuerpos, irra-
ciacion corporal subtotal mas timica y trasplante de médula 6sea alogénica)
ha sido efectiva para la induccién de tolerancia en modelo de injerto renal'™,

* Barreras fisioldgicas al inferto hematopoyético

Los mecanismos que facilitan el prendimiento del injerto hematopo-
yético tras los regimenes mieloablativos no estan aclarados. Se postula
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que este acondicionamiento permite la creacién de nichos fisicos por des-
truccion de las células del huésped, tanto en médula ésea como en el timo,
y el estimulo para la liberacién de citoquinas que promueven la hemato-
poyesis y la linfopoyesis.

Por otra parte, el aumento en el ndmero de células del injerto permite
reducir la dosis de irradiacién para conseguir el prendimiento del injerto.
Puesto que los timocitos v las células dendriticas linfoides tienen un pre-
cursor comun, se ha sugerido que altos niveles de repoblacién con timo-
citos del donante reflejaria altos niveles de quimerismo respecto a las célu-
las dendriticas linfoides.

MICROQUIMERISMO Y TOLERANCIA

El microquimerismo se define como el quimerismo que se encuentra
por debajo del nivel de deteccién de la citometria. En los receptores huma-
nos de aloinjertos se ha comprobado la presencia de microquimerismo
durante muchos afios tras el trasplante®’. Por ello, se ha hipotetizado que
el microquimerismo facilitaria un estado de tolerancia especifica frente al
donante. Diferentes mecanismos podrian, teéricamente, estar implicados
en la induccidén de tolerancia por microguimerismo:

1} Anergia de células T inducida por las APC no profesionales del
donante {(células B y T)1%,

2) Actividad veto de células T, NK y otros tipos. Esta actividad se ha
detectado en receptores renales de larga supervivencia™.

3) Induccidon de tolerancia central por migracién de los leucocitos del
donante al timo del receptor. En el caso del trasplante hepatico se
ha demostrado la presencia de células progenitoras hematopoyéti-
cas autonomas en su regeneracion, que podrian garantizar una pre-
seificia continuada de células inductoras de tolerancia en el timo del
receptor!®l,

Sin embargo, los intentos para correlacionar la respuesta especifica
frente al donante iz vitro (MLR «Mixed Lymphocyte Reaction» y CML)
con el quimerismo y la tolerancia én vivo no han sido efectivos. Los ensa-
yos in vifre tampoco han permitido elaborar pronésticos sobre la evolu-
cion del injerto hacia el rechazo o hacia su aceptacion. Es posible que en
algunos pacientes se alcance una tolerancia parcial o completa, especifi-
ca frente al donante. Especialmente si se consideran aquellos receptores
que se mantienen con muy bajos niveles de inmunosupresion, asi como
los que presentan dificultades en seguir la pauta de tratamiento y lo dis-
continaan.
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Se ha intentado aumentar €l nivel de quimerismo, tanto en primates
como en receptores humanos de drgano sélido, mediante la administra-
cion en el momento del trasplante de médula 6sea del donante, sin terapia
mielosupresora. Los estudios clinicos no han mostrado una reduccion sig-
nificativa en el nimero de episodios de rechazo, incluso con deteccion de
niveles de quimerismo aumentados!®!2 $S6lo una fraccion de receptores
han mostrado una larga aceptacion del injerto, y 1os mejores resuliados se
han obtenido cuando el donante y el receptor compartian algiin alelo del
loeus HLA-DR!™®,

Actualmente, los datos recogidos apuntan a que el microquimerismo
en humanos no es por si mismo un marcador del estado tolerante, ni es
requerido para el mantenimiento del injerto bajo cualquier circunstancia.

RELACION ENTRE TOLERANCIA CENTRAL Y PERIFERICA

La delimijtacién entre tolerancia central v periférica no es siempre
clara. En un modelo en cerdo de trasplante de rifién con terapia inmuno-
supresora de corta duracion se ha podido demostrar que el timo era un
elemento central en la induccién de tolerancia.

Aunque los leucocitos del injerto pueden llegar al timo y promover la
tolerizacién de los timocitos en desarrollo, no queda claro como se consi-
gue tolerizar a las células T maduras periféricas. Se han postulado varias
hipdtesis!®™:

1) Las células T del huésped que reaccionan frente al injerto pueden
recircular y migrar al timo. La interaccién en el timo entre ambas
poblaciones, leucocitos del donante y células T alorreactivas del
huésped, puede provocar la inactivacién de estas ultimas. Esto
supondria un mecanismo de seguridad por el que las células T se
inactivan al encontrar en el timo el mismo antigeno que indujo su
activacion en periferia.

2) Los timocitos que se desarrollan en el ambiente timico, que inclu-
ye leucocitos del donante, pueden generar células especificas fren-
te a los antigenos del donante que regulen negativamente a las
células T alorreactivas periféricas, bien inhibiéndolas bien indu-
ciendo su apoptosis.

Por otro lado, los resultados que se han obtenide con la inyecciéon
intratimica de los antigenos del donante también han aportado datos
sobre la relacién entre la tolerancia central y periférica. La tolerancia fren-
te a aloantigenos solubles puede ser inducida por 1a inyeccién intra-rimica
de éstos, sin depleccion de células T periféricas. De esta forma se aceptlan
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los injertos del mismo donante que los aloantigenos solubles. Sin embatr-
go, la timectomia tras la aceptacion del injerto provoca el rechazo de éste.
Esto implica un control de la respuesta inmune periférica por parte del
timo, bien por generacién de células T reguladoras, bien por inactivacion
de células T activadas periféricamentel®,

El papel del injerto en la induccion de tolerancia en animales que reci-
ben inyecciones intratimicas no debe ser menospreciado. Para conseguir
transferir el estado tolerante se requiere la administracién intratimica
junto al injerto en el huésped inicial. Se desconoce el mecanismo por el
que el injerto facilita esta toleracién de un repertorio preexistente.

BLOQUEO DE MOLECULAS IMPLICADAS EN LA RESPUESTA
INMUNE

Aprovechando los conocimientos sobre la activacion celular Ty la induc-
cion de anergia, se han intentado aproximaciones terapéuticas en modelos
alogénicos mediante el bloqueo de las sefiales coestimuladoras!“s,

Se han administrado células del donante sin capacidad APC: células
APC con actividad coestimuladora inhibida por irradiacion ultravioleta o
bien células no profesionales. Este es uno de los mecanismos por los que
se supone gue actuarian los regimenes de trasfusiones especificas del
donante.

* Blogqueo de CD3

Las terapias inmunosupresoras que se dirigen frente al complejo TCR-
CD3 son utiles en el mantenimiento del injerto. Los anticuerpos monoclo-
nales frente a CD3 previenen el rechazo del injerto cuando se han utiliza-
do como terapia de induccion, aunque su vida media es corta.

Se ha desarrollado una nueva inmunotoxina, holo-FN18&CRM9%inmu-
notoxina (IT), combinando anficuerpos monoclonales anti-CD3 (raton
anti-Rhesus) con toxina diftérica mutada en su sitio de union a la célula.
IT induce la aceptacion de aloinjertos renales en Rhesus, tanto frente a
disparidades en clase I como en clase II. Disminuye el nimero de célu-
las CIJ3 tanto en sangre periférica como en nédulos linfaticos y esta dis-
minucion se mantiene hasta los 3-6 meses; sin embargo, los animales tra-
tados pueden desarrollar respuestas T dependientes, y desarrollan
anticuerpos frente a la toxina en el plazo de 1-3 meses. Con el trata-
miento también disiminuye la frecuencia de precursores de CTL y el cul-
tivo mixto se mantiene. Cuando se administra a partir del dia 7 post-
trasplante los animales desarrollan rechazo agudo, pero con la
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administracion a dia 0 solo se han documentado rechazos crénicos o
nefritis intersticiall®’.

La combinacién de IT y trasfusion de médula dsea del donante, en dia
0, permite supervivencias del injerto de 120 dias. Ni los ensayos de pre-
cursecres CTL o MLR, ni el quimerismo observado, se correlacionan con
la supervivencia del injerto!%,

IT activa in vitro alas células T, por lo que se postula que su accion in
vivo puede deberse a la induccidon de anergia en células T por afectacion
del patron de sobrecruzamiento del TCR para su activacion.

* Blogueo de moléculas de coestimulacion

También se han estudiado las terapias con anticuerpos bloqueantes de la
coestimulacion. Se ha conseguido la induccion de anergia en trasplantes
cardiacos en ratén con la administracion de anticuerpos bloqueantes dirigi-
dos frente a diferentes moléculas de adhesion, como LFA-1 e ICAM-1. Se han
obtenido animales tolerantes, sobre todo al combinar ambos anticuerpos™.

* Bloqueo de los correceptores CD4 y CD8

El uso reciente de terapias (no exhaustivas) con anticuerpos monoclo-
nales anti-CD4 en la induccidn de tolerancia al injerto, han permitido defi-
nir importante fendémenos de regulacién que suprimen a las células T
CD4+ o CD8+. No se requiere la depleccion de la subpoblacién diana para
la induccion de tolerancia. En un modelo en primate no humano los anti-
cuerpos anti-CD4 de tipo [gG1, que provocan una marcada depleccion de
células T CD4+, no mostraba diferencias respecte a la supervivencia del
injerto que cuando el monocional era del tipo IgG4, no depleccionante®,
La tolerancia obtenida presenta importantes particularidades:

1) No es activa sobre células T activadas de forma previa al desarro-
llo de 1a tolerancia, por lo que requiere un bloqueo previo de la esti-
mulacion alogénica. Una vez inducida, la tolerancia es activa sobre
células T virgenes o activadas.

2) Es especifica pero también se desarrolla sobre antigenos no rela-
cionados que sean expresados por la misma célula APC que pre-
senta el antigeno especifico (fenémeno de supresion ligada).

3) Depende de células T CD4+ que transfieren el estado tolerante a
células T virgenes, asi como a huéspedes singénicas que nunca han
sido tratados con anticuerpos anti-CD4 (fendmeno de tolerancia
infecciosa).
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* Bloqueo de moléculas de coestimulacion

La induccion de tolerancia bloqueando la principal via de coestimula-
cion, CD28/B7, ha sido ensayada en injertos renales con la administracion
de una proteina de fusion (CTLA4/Ig). CTLA-4 presenta mucha mayor
afinidad que CD28 por B7, de forma que inhibe las sefales derivadas de
CD2820.11()_

El bloqueo de la interaccién CD40/CD40L también produce una acep-
tacion prolongada del injerto, asociada a una respuesta inmune predomi-
nantemente de tipo Th2. Esta accion se debe probablemente a las dife-
rentes interacciones en que interviene CD40 (Figura 2). El tratamiento
con anti- CD40L se ha mostrado ttil en modelo de aloinjerto renal en pri-
mates para la prevencion de Jos episodios de rechazo, pero no para su res-
cate. Esta accién parece que estd mediada por el bloqueo de las interac-
ciones entre la célula Th y las células efectoras: tanto la cooperacion T-B,
con inhibicién de Ia respuesta de aloanticuerpos, como ia activacion de
macrdéfagos (bloqueo de la transcripcion de la sintetasa inducible de 6xido
nitrico, INOS).

La combinacién de CTLA-4/Ig y anticuerpe monoclonal anti-CD40L
supone un potente régimen inmunosupresor ¥ han permitido una super-
vivencia significativamente prolongada de los injertos de piel en mode-
los murinos. El bloqueo de ambas vias de activacion aborta la expansion
clonal T in vitro e in vive. Se ha reportado el mantenimiento a largo
plazo de injertos de piel y la inhibicién del rechazo vascular crénico en
injertos cardiacos’.

En primates, la administracion durante una semana del tratamiento
combinado ha conseguido supervivencias del injerto renal de 180 dias.
Este protocolo también induce ios fendmenos de supresion ligada y tole-
rancia infecciosa descritos anteriormente!*,

* Bloqueo de receptor de 1L-2

El uso de anticuerpos monoclonales anti-IL-2R (receptor de 11-2) se
fundamenta en que la diana del tratamiento solo serdn las céiulas T acti-
vadas por el estimulo antigénico. Su uso clinico ha sido aprobado por la
FD.A. basado en la evidencia de la reduccion en un 20% de los episodios
de rechazo. Los datos de los ensayos clinicos no muestran un incremento
en las complicaciones del tratamiento. No aumenta la tasa de infecciones
por CMV u otros virus. Se desconocen los efectos del tratamiento sobre
otras respuestas inmunes v, en principio, el tratamiento no es inductor de
tolerancia a los antigenos del donante!!!.
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* Inmunosupresion mediada por péptidos

En modelos experimentales se estan ensayando estrategias de modifica-
cion de la respuesta inmune mediante administracion de péptidos sintéticos
derivados las cadenas a y b de las moléculas de clase 1y clase IT del MHC, v
también de otras moléculas implicadas en la presentacién antigénica.

En general, las funciones inmunomoduladoras descritas varian segian
la procedencia del péptido!?:

1) Los péptidos derivados de regicnes monomorficas (correspon-
dientes a la region de unién de CD8 a las moléculas de clase I, 0 a
la region de union de CD4 a las moléculas de clase II) provocan una
supresion no alelo especifica. Los péptidos derivados de moléculas
de clase I inhiben sobre todo la diferenciacion de precursores de
CTL y, en algunos casos, la actividad citototica. Los péptidos deri-
vados de moléculas de clase II son inhibidores del cultivo mixto, de
la secrecion de citoquinas y de la generacion de CTL.

2) Los péptidos derivados de regiones polimorficas suelen provocar
supresion especifica de alelo.

Se han estudiado distintas rutas de administracién, pero la mas utih-
zada ha sido la inyeccion intratimica, y excepto en el caso de disparidades
menores los tratamientos se han complementado con bajas dosis de
ciclosporina. Existe mucha controversia sobre el mecanismo de accidn de
estos peéptidos; se han implicado acciones centrales asi como alteracion
del reconocimiento por el TCR de las células T periféricas, e incluso a la
asociacion de estos péptidos con proteinas de la familia Hsp (se postulan
actividades de tipo inmunofilina para estas proteinas).
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