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Resum

En el trasplantament d’organs el rebuig immunitari segueix sent el prin-
cipal obstacle a superar. Lal-loreconeixement que inicia aquesta respos-
ta immunitaria esta determinat majoritariament pel reconeixement com
a estranyes de les molécules HLA o MHC (complex d’histocompatibilitat
principal), en ser aquestes extremadament polimorfiques. L'al-loresposta
immunitaria comporta l'activacié inicial dels limfocits Ti la induccié poste-
rior d'un ventall de mecanismes efectors. Aquests mecanismes que porten
al rebuig poden tenir tant una base cel-lular com humoral, i el tractament
amb immunosupressors és més efectiu en el cas del rebuig cel-lular. Tan-
mateix, el tractament cronic amb farmacs immunosupressors comporta
uns efectes adversos importants i, per aixo, s'esta estudiant la possibilitat
d’induir tolerancia especifica d'antigen, que sembla un objectiu factible
en un futur. Actualment, els estudis immunitaris que es fan al laboratori
avaluen el grau de compatibilitat entre donant i receptor, mitjangant la ti-
pificacio HLA de tots dos, i analitzen l'al-loresposta especifica, basicament
mitjancant la deteccié d'anticossos anti-HLA especifics del donant.

Paraules clau: trasplantament, HLA, al-loreconeixement, rebuig.

Immunobiologia del trasplantament

Origen de l'alloresposta: polimorfismes HLA i no-HLA
El sistema immunitari té la funcié de defensar l'organisme enfront de
lagressio de virus, bacteris i parasits. Per fer aquesta funcio els limfocits
T necessiten reconéixer com a estranys els peéptids antigénics derivats
dels microorganismes i desenvolupar una resposta especifica. Aquesta
identificaci6 requereix que les cellules expressin algun péptid microbia a
la membrana cellular. Les proteines que transporten aquests peptids i els
presenten ala membrana cel-lular son denominades molecules MHC (major
histocompatibility complex, complex d’histocompatibilitat principal), pel
seu paper crucial en el desenvolupament del rebuig de I'al loempelt. En l'es-
pécie humana les molécules MHC s6n anomenades molécules HLA (human
leukocyte antigen, antigen leucocitari huma d’histocompatibilitat).
Aquestes molecules son altament polimorfiques, és a dir, hi ha moltes
variants diferents presents en els individus d’una espécie. Aquest polimor-
fisme confereix a 'espécie, molt possiblement, avantatges defensius enfront
de les infeccions, en poder presentar de manera eficient més diversitat de
peptids antigenics. Ara bé, quan es planteja un trasplantament d’organs
entre individus d'una mateixa espécie (allotrasplantament) aquest polimor-
fisme constitueix un problema, ja que les molecules HLA al-logéniques son
reconegudes com a estranyes i les cél-lules que les posseeixen son atacades de
manera similar a com ho serien unes cellules infectades. Lantigenicitat del

DOI: 10.2436/20.1501.02.149
ISSN (ed. impresa): 0212-3037

ISSN (electronic): 2013-9802
http://revistes.iec.cat/index.php/TSCB
Rebut: 02/02/2014  Acceptat: 15/03/2014

New concepts in HLA and organ transplantation

Summary

In organ transplantation, immune rejection is still the biggest obstacle to
overcome. The allorecognition that initiates the immune response is de-
termined to a high degree by the recognition as foreign of HLA or MHC
(major histocompatibility complex) molecules, the latter being highly
polymorphic. The immune alloresponse entails initial T-cell activation and
subsequent induction of a variety of effector mechanisms. These mech-
anisms, which lead to rejection, may have either a cellular or a humoral
basis, where immunosuppressive treatment is more effective in the case
of cellular rejection. However, chronic treatment with immunosuppressive
drugs entails major adverse effects and, therefore, the possibility of induc-
ing antigen-specific tolerance is under study and appears to be a feasible
goal in the future. Currently, the immunological studies which are being
carried outin the laboratory evaluate the degree of compatibility between
donor and recipient through HLA typing of both, and analyse the specific
alloresponse, in essence by detecting the presence of donor-specific anti-
HLA antibodies.

Key words: transplantation, HLA, allorecognition, rejection.

sistema principal d’histocompatibilitat (MHC) o, en humans, sistema HLA,
esta condicionada per diverses raons: 1) son molécules altament polimorfi-
ques; 2) sexpressen en membrana i, per tant, son accessibles als anticossos
ials receptors limfocitaris en les cél-lules vives, i 3) la seva funcio fisiologica
d’encaixar amb els receptors de limfocits T (TCR) comporta que les diferen-
cies en les molécules HLA siguin facilment identificables pels TCR.

Els gens i antigens HLA estan classificats en dos grups principals, se-
gons la seva homologia estructural en el DNA ila proteina. Les molécules de
HLA de classe I es caracteritzen fonamentalment per tenir una sola cadena
polipeptidica i estar codificades per tres locus (A, B, C). Aquestes s’expres-
sen en la membrana de totes les cel-lules i la seva funcio fisiologica és pre-
sentar antigens (o péptids) intracel-lulars (per exemple, virus) als limfocits
T CD8+ citotoxics. Les molécules de HLA de classe IT codifiquen proteines
heterodimeres i, a diferéncia de les molécules de HLA-I, estan ancorades a
la superficie cel-lular per dues cadenes (a i B). Els gens que codifiquen les
molécules HLA-II es troben en tres locus fonamentalment (locus DR, DP,
DQ) i s’expressen en monocits, endoteli, céllules B i cellules dendritiques.
La seva funcio fisiologica és presentar antigens extracel-lulars (per exemple,
bacteris) en els limfocits T CD4+ col-laboradors. Els limfocits T també po-
den expressar ala seva membrana molecules HLA-II després de ser activats.

D’altra banda, en el DNA huma hi ha nombrosos polimorfismes d’un
sol nucleotid (SNP). La majoria es troben en zones que no codifiquen pro-

39

Treballs de la Societat Catalana de Biologia, 65: 39-45



teines, pero els pocs que si que ho fan presenten en general el canvi d’un sol
aminoacid, que dona lloc habitualment a dues formes d’una proteina dins de
Pespecie. Aquestes proteines polimorfiques, que poden tenir o no capacitat
alloimmunogenica (HA-1, CD31, CD49b, entre d’altres), sén els anomenats
antigens d’histocompatibilitat menor. Alguns, com la GSTT1, son diana de la
resposta allogenica en el trasplantament d’organs.

Alloreconeixement antigénic

Els limfocits T son les cel-lules que iniciaran i portaran a terme 'alloresposta
immunitaria. L'alloreconeixement antigenic de molecules HLA sera fet pel
limfocit T principalment mitjangant dues vies diferents de presentacio (Ali et
al., 2013): per via directa, els limfocits T reconeixeran el complex HLA-pép-
tid exogen intacte directament en la superficie de les cellules presentadores
d’antigen (APC) del donant (vegeu la figura 1a). En canvi, per via indirecta,
els limfocits T reconeixeran al-lopéptids del donant mitjangant molécules
propies HLA (fonamentalment HLA-II) una vegada processats i presentats
per les APC del receptor (vegeu la figura 10). En el cas dels antigens menors
d’histocompatibilitat, els al-lopeptids derivats d’aquestes molécules només
podran ser reconeguts per la via indirecta, en ser presentats per les APC del
receptor mitjangant molecules HLA propies (Auchincloss i Sultan, 1996).

El tipus d’alloreconeixement antigénic tindra una implicacié impor-
tant en el tipus d’al-loresposta immunitaria que es produira seguidament.
Caracteristicament, I’'al-loreconeixement antigénic per via directa és el res-
ponsable de desencadenar una al-loresposta (tant proliferativa com secretora
de citocines efectores) de més vigor que la produida per 'al-loreconeixement
per via indirecta. Com que el reconeixement per via directa requereix la pre-
sencia d’APC del donant, classicament s’ha postulat que aquesta via és la que
predominaria durant el periode inicial del trasplantament i seria també la
responsable principal durant els episodis de rebuig agut de I'empelt. D’altra
banda, com que la via indirecta depéen de les APC del receptor, aquesta estaria
present durant tot el periode posttrasplantament, i tindria especial rellevan-
cia allarg termini, i és la responsable del rebuig cronic de 'empelt (Gokmen).
No obstant aixo, treballs recents apunten que I'alloreconeixement antigénic
directe podria estar present també a llarg termini, i les cél-lules endotelials de
l'empelt, i fins i tot les APC propies del receptor, serien les que tindrien capa-
citat de presentar 'al-loantigen cronicament per via directa. Aquesta tercera
via s"ha denominat via semidirecta dal-loreconeixement antigénic (vegeu la
figura lLc).

Activacio limfocitaria i mecanismes efectors

Per tal que es produeixi activacié completa del limfocit T i aquest inicii I'al-
loresposta immunitaria efectora, el limfocit T ha de rebre una cascada de se-
nyals i interaccions especifiques amb les APC (Wood i Goto, 2012). EI primer
senyal és el produit mitjangant la interacci6 entre les molecules de HLA de
les APC i el receptor de la cellula T (TCR-CD3). Aquesta interacci¢ induira
la diferenciaci6 funcional de dos tipus de subpoblacions limfocitaries CD4+,
segons el predomini de secrecié de determinades interleucines: el subtipus
Thl, que caracteristicament secretaran IL-2 i IFN-y, sota la influéncia directa
d’IL-12 i, en menys mesura, el subtipus Th2, que secretaran IL-4 i IL10. El
predomini d’una resposta Th1 portara envers un mecanisme efector cel-lular
i, en canvi, un predomini d’al-loresposta Th2 activaria un mecanisme efector
humoral, encara que inicialment semblava que aquest tipus de resposta podia
derivar potencialment en un estat d hiporesposta cel-lular. Aixi, els limfocits
B activats per I'antigen i ajudats per la col-laboracié dels T CD4+ activats,
especialment per les interleucines que secreten els Th2 (IL-4), donen lloc a la
produccié d’anticossos a través de céllules plasmatiques productores d’im-
munoglobulines i produides principalment al moll d’os i arees especifiques en
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4 Figura 1. Alloreconeixement antigénic. a) Presentacid directa. b) Presentacié
indirecta. c) Presentaci6 semidirecta. En negre es representen els elements
provinents del donant, mentre que en gris son els propis del receptor del
trasplantament.
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organs limfoides secundaris. Recentment, ha estat descrita una altra subpo-
blacié limfocitaria T CD4+ (Th17), que apareixeria en el context d’un ambient
ric en IL-23, TGF-p i IL-6. Aquesta subpoblacié limfocitaria, productora de
citocines proinflamatories (IL-17, IL-22 i TNF-a) és responsable de produir
diversos trastorns autoimmunitaris i podria tenir un paper important en el
desenvolupament d’alguns episodis de rebuig agut en induir la granulopoesi
ila seva migracio cap a teixits inflamats especialment en situacions en qué la
resposta Th1-IFN-y es trobaria inhibida. A més, aquesta via tindria un efecte
contrari a la generaci6 de cél-lules T reguladores (Tregs) a causa de la presén-
cia d’IL-6.

En contraposicio a aquestes al-lorespostes efectores, hi ha altres respos-
tes immunitaries portades a terme per altres subtipus limfocitaris, la funcié
fonamental dels quals és la de contrarestar o suprimir aquestes respostes
efectores. Entre les subpoblacions més reconegudes actualment es troben les
Tregs, tant les provinents del timus (naturals) com les induides en la periféria
des de limfocits Th0. Aquestes ceél-lules semblen crucials per induir i mante-
nir un estat d’hiporesposta especifica de donant en determinades situacions
biologiques (molt ben descrites en models animals amb rosegadors i primats
no humans) i altres vegades apareixen simplement en contraposicié a una
resposta efectora/inflamatoria agressiva, sense tenir un paper protolerogen
especific. Recentment, també s’ha descrit que els limfocits B, sota un entorn
citocinic molt especific (IL-10) i l'expressié de molécules coestimuladores
com TIM-1, podrien exercir una funcié supressora i, per tant, protolerogena.
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El fenomen de reconeixement antigenic i I'activacié limfocitaria envers una
via o l'altra es porta a terme fonamentalment en organs limfoides secunda-
ris, dins d’arees especialitzades, encara que sembla que també podrien pro-
duir-se directament dins de I’al-loempelt.

Lactivacié especifica d’antigen del receptor T (TCR-CD3) (primer senyal
d’activacio) no és suficient per induir lactivacid, diferenciacio i expansi6 del
clon corresponent. Cal un segon senyal, que sera proporcionat per diverses
interaccions moleculars especifiques, fetes mitjangant les anomenades mo-
lecules de coestimulacié. Depenent del tipus predominant d’interacci6 entre
aquests senyals es produiran senyals d’activaci6 o bé d’inactivaci6 limfoci-
taria. Entre els senyals de coestimulaci6 activadors més coneguts destaquen
la unié de CD28, CD154 (CD40L) i ICOS del limfocit T a les molécules del
complex B7 (CD80 i CD86), CD40 i ICOS-L de 'APC, respectivament. Entre
els senyals coestimuladors inhibitoris destaquen CTLA-41PD-1 en el limfocit
T amb els seus lligands en PAPC CD80/86 i PDL-1, respectivament. Aquest
segon senyal només el poden proporcionar algunes cel-lules, les anomenades
APC professionals, encara que hi ha altres cél-lules que també podrien coesti-
mular el limfocit T, com sén cél-lules endotelials i fins i tot tubulars de I'em-
pelt renal. Labsencia d’aquest segon senyal d’activacid, o un predomini dels
senyals coestimuladors d’inhibici6, convertira el limfocit T en anergic, és a
dir, incapag de respondre a futurs estimuls, i n’induira la mort per apoptosi.

La inducci6 de receptors especifics per a determinades citocines i d’altres
hormones a escala local, un cop rebut el senyal a través del seu TCR, provo-
cara l'expansi6 dels clons de limfocits T, tant citotoxics com col-laboradors,
especifics per a I'al-loantigen. La citocina més coneguda que exerceix aquest
paper és la IL-2, juntament amb el seu receptor (IL-2R). Aquest és el denomi-
nat fercer senyal d’activacié limfocitaria.

Memoria immunitaria, immunitat heterologa

Després d’una exposici6 inicial antigénica, els limfocits ThO proliferen exten-
sament i es diferencien en limfocits T efectors capagos d’infiltrar teixits infla-
matsiaixieliminar els antigens que han envait 'organisme. Posteriorment, la
majoria d’aquests limfocits T efectors patiran una mort cel-lular per apoptosi,
i sobreviura, en canvi, una subpoblaci6 limfocitaria T de memoria especifi-
ca d’antigen més resistent a patir apoptosi. Aquesta resisténcia més gran a
l'apoptosi podria ser deguda a la preséncia d’IL-7. En cas que aquest individu
torni a entrar en contacte amb el mateix estimul antigenic (fins i tot en quan-
titats menors), la presencia d’aquests limfocits T de memoria especifics de
donant fara que la resposta immunitaria sigui significativament més robusta
irapida que la produida després de la primera exposicid. Aquesta subpoblaci6
limfocitaria de memoria té, a més, la caracteristica de no ser tan dependent
dels senyals coestimuladors (CD28 i CD154) i de ser relativament més resis-
tent als immunosupressors convencionals (anticalcineurinics, inhibidors de
m-TOR i micofenolat mofetil), dissenyats especificament per bloquejar I'acti-
vacid i diferenciacio dels limfocits ThO. Per tant, la preséncia d’aquesta subpo-
blacié limfocitaria T de memoria especifica de donant en els receptors d’un
trasplantament tindra unes conseqiiéncies deletéries per a la supervivencia
de Pempelt. Classicament, els pacients amb més risc de presentar aquesta
subpoblacié limfocitaria abans del trasplantament sén aquells que han estat
politransfosos, dones multipares o aquells que han estat trasplantats previ-
ament. Tanmateix, un nombre no menyspreable de pacients sense aquests
antecedents desenvolupen episodis de rebuig agut cel-lular amb preséncia de
céllules T de memoria al-loreactives especifiques de donant, malgrat no haver
estat a priori en contacte previ amb antigens del donant. El repertori de lal-
loreactivitat limfocitaria T en humans no exposats préviament a al-loantigens
conté tant fenotips ThO com de memoria. La preséncia d’aquestes cél-lules de
memoria suggereix que aquests limfocits T al-loreactius han estat activats

Nous conceptes en HLA i trasplantament d'organs

previament amb certs antigens ambientals (virus o vacunes, entre d’altres)
amb caracteristiques estructurals semblants a les molecules HLA (D’Orsogna
et al., 2012). Aquest fenomen es coneix com a reaccid encreuada, important
mecanisme dins de la immunitat heterologa. Per tant, I'activaci6 de limfocits
T alloreactius a través de la immunitat heterologa sera una important bar-
rera que caldra tenir en compte en el trasplantament d’organs (Adams et al.,
2003). Aixi doncs, aquells pacients que tinguin en el seu repertori immunitari
abans del trasplantament clons amb memoria antigénica especifica enfront
d’alloantigens estaran més exposats a desenvolupar rebuig que aquells que
no en tinguin.

Immunobiologia del rebuig

De la interaccié de cellules presentadores i limfocits T en el gangli limfatic
resulten cél-lules efectores capaces d’atacar I’organ empeltat per mecanismes
tant cellulars com humorals. Els mecanismes cel-lulars efectors son relativa-
ment més sensibles als immunosupressors classics. En canvi, els mecanismes
humorals apareixen només en alguns pacients i son poc sensibles a aquests
immunosupressors.

Rebuig cellular o produit por limfocits T

Els limfocits, principalment CD8+, eluits d’0rgans rebutjats, presenten
activitat citotoxica per a antigens HLA de l'empelt. Aquests limfocits reconei-
xen les cél-lules del donant mitjangant el seu TCR i les eliminen per citotoxici-
tat cel-lular directa (CTL) mitjangant dos mecanismes diferents: 1) la perfori-
na, que permeabilitza la membrana cel-lular permetent l'entrada del granzim
B, i2) la interaccié de FAS (CD95) amb FAS-lligand (CD178). Ambdds meca-
nismes activen I'apoptosi (o mort cel-lular programada) de la céllula diana.
Altres cellules, amb receptors per a’Fc de les immunoglobulines, també po-
den participar en aquesta destruccid, mitjangant l'activitat ADCC (antibody
dependent cellular cytotoxicity, citotoxicitat cel-lular dependent d’anticossos)
i possiblement també per l'activitat citotoxica natural o NK. Durant el procés
de rebuig també es troben monocits i limfocits T secretors d’IL-2 i IFN-y.
Lactivacid i expansio clonal dels limfocits CD8+ té lloc als ganglis limfatics
gracies a aquestes dues citocines (IL-2 i IFN-y) secretades majoritariament
per les cel-lules Thl. Per tal que els limfocits quedin retinguts a 'empelt i mi-
grin a través de I'endoteli és necessari que aquest expressi molécules d’ad-
hesié. Quan els limfocits s’activen disminueix l'expressio de L-selectina, la
qual cosa els permet escapar dels territoris limfatics i recircular pels vasos
sanguinis. Durant el rebuig, IFN-y, TNF i IL-1 indueixen en I’endoteli mole-
cules que faciliten I'adhesid, retenci6 i migracié transendotelial dels limfo-
cits. Concretament ICAM-1 (CD54), lligand de LFA-1(CD11a-CD18), V-CAM
(CD106) lligand de VLA-4 (CD49d-CD29), E-selectina (CD62E), lligand de
sialil-Lewis-X i CD31 (PECAMI).

Un element essencial per tal que els leucocits migrin al parénquima re-
nal s6n les quimiocines, petits peptids que controlen la quimiotaxi, és a dir,
latraccié de neutrofils, macrofags, limfocits T i cellules NK a determinats
territoris. Les quimiocines participen en diferents processos relacionats amb
el trasplantament: 1) en 'acumulaci6 de neutrofils durant la reperfusio i du-
rant les primeres 48 h posttrasplantament; 2) en la resposta especifica d’anti-
gen, permetent i facilitant la infiltracio de 'empelt dels limfocits T, macrofags
i céllules NK a partir del cinque dia (MIP-1a/ CCL3, RANTES/CCL5, MIG/
CXCL9, IP-10/CXCL10, fraktalkina/CX3CL1) i 3), facilitant la infiltracié de
l'empelt per macrofags (RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2). Les quimiocines no
només atrauen sind que també activen els leucocits. En la inhibicié del re-
buig s’han utilitzat amb éxit diversos blocadors de les quimiocines o dels seus
receptors. Aixi, histologicament s'observara infiltracié tubulointersticial per
limfocits T efectors, i es pot trobar a escala de I'endoteli vascular segons el
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grau de rebuig que es presenti. No hi haura diposits d’anticossos ni elements
derivats de l'activaci6 en 'empelt, com molecules derivades de l'activacié de
la cascada del complement (C3 i C4d).

Rebuig humoral o produit per anticossos
El rebuig hiperagut produit per anticossos és actualment poc freqiient gracies
al fet que disposem de moltes estrategies diagnostiques per poder prevenir-lo.
La presencia en el receptor d’anticossos especifics de donant pretrasplanta-
ment condiciona una resposta immunitaria amb activacié del complement,
destruccié de 'endoteli i trombosi generalitzada de 'empelt en les primeres
24 h, o fins i tot minuts després del trasplantament. Aquest rebuig hiperagut
és pronosticable en el laboratori mitjangant la realitzacio d’una prova encre-
uada o cross-match entre els limfocits del donant i el serum del receptor.
Cada vegada és més evident que el rebuig humoral provocat per anticos-
sos sobrevinguts, és a dir, apareguts després del trasplantament, és més fre-
qiient del que anteriorment es creia. Potser el fet que els immunosupressors
siguin cada vegada més eficagos en el control del rebuig cel-lular, i que es facin
servir cada vegada més técniques de deteccié d’anticossos més sensibles, fa
que el rebuig per anticossos tingui avui més incidéncia relativa, encara que
no sempre en quedi clar el paper quan apareixen després del trasplantament,
especialment en presencia d’un empelt estructuralment preservat i quan els
anticossos no soén especifics de donant. Aquest rebuig es caracteritza per la
presencia d’anticossos especifics de donant circulants (DSA) i per la preséncia
de polimorfonuclears i diposits de C4d en els capillars peritubulars renals
(Singh et al., 2009). Els deposits de C4d simplement constitueixen un testi-
moni que s’hi ha produit una activacio del complement a causa de la uni6
antigen-anticos. El rebuig vehiculat per anticossos especifics de donant post-
trasplantament és relativament insensible al tractament amb corticoides.

Tolerancia especifica de donant

Malgrat que les terapies immunosupressores han contribuit a reduir drasti-
cament la incidéncia de rebuig agut dels empelts, els resultats a més llarg ter-
mini no han assolit les expectatives desitjades. Laparicid practicament uni-
versal de fibrosi de 'empelt i la mort del pacient per malaltia cardiovascular i
neoplasies son els principals responsables dels resultats obtinguts actualment
i, paradoxalment, en tots aquests resultats els efectes adversos del tractament
immunosupressor han estat un dels principals predisposants. Aixi doncs, es
considera que la millor manera de perllongar la supervivencia de 'empelt
seria aconseguir eliminar de manera segura la immunosupressid, en adap-
tar d’alguna manera el sistema immunitari del receptor per tal d’evitar una
alloresposta enfront dels al-loantigens del donant, és a dir, induir un estat
d’hiporesposta especifica de donant o de tolerancia (Sykes, 2007).

La demostracio de tolerancia d’un alloempelt a escala experimental s’ha
manifestat cada vegada amb més assiduitat en la literatura en diferents mo-
dels animals. En humans la definicié clinica de tolerancia esta determinada
pel manteniment de la funcié de 'empelt sense requisit immunosupressor de
manera permanent. Els indexs de rebuig i superviveéncia clinica de l'empelt
suggereixen que el fetge té més susceptibilitat a ser tolerat que altres organs
solids com el ronyo, cor o pancrees. Aquest fet sembla que esta determinat
pels diferents graus d’immunogenicitat que generen, a causa de la diferent
densitat d’expressio de molécules HLA ila diferent capacitat presentadora de
les APC residents.

La tolerancia operacional es manifesta a través d’'una série de processos
immunitaris simultanis, entre els quals s’inclouen la modulacié en la fre-
qiiencia dels precursors cellulars efectors, I'eficiencia presentadora antige-
nica, el nivell d’activacio de les cellules efectores i la regulacio i l'alteracio
en el procés de migraci6 cel-lular. Es per aixd que, potencialment, lestat de
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tolerancia es podria assolir a través de diversos mecanismes. Una de les prin-
cipals barreres a superar esta condicionada per la intrinseca naturalesa de la
immunitat adaptativa. Aixi, el fenomen derivat de la immunitat heterologa,
ésadir, lareacci6 encreuada a antigens ambientals, en qualsevol moment tin-
dra capacitat d’evocar una resposta enfront d’al-loantigens i, per tant, avortar
un estat d’hiporesposta especifica de donant.

Recentment, diversos treballs col-laboratius han estudiat les caracteris-
tiques moleculars diferencials entre pacients trasplantats renals tolerants
respecte a pacients en tractament immunosupressor cronic amb funcié de
lempelt estable i pacients amb rebuig cronic immunitari, i han mostrat una
sobreexpressio de gens especifics associats al limfocit B, aixi com un augment
d’aquesta poblacio, especialment de la subpoblacié B naive, circulant en sang
periférica (Kenneth ef al., 2010). A més, en la practica majoria dels pacients
tolerants es detecta en sang periférica un nivell d’hiporesposta especifica cel-
lular de donant. De manera interessant, aquesta particular signatura genética
en pacients trasplantats renals tolerants no sembla superposable a la dels pa-
cients tolerants trasplantats de fetge, en els quals els gens associats a la subpo-
blacié NK i al metabolisme del ferro sembla que tenen un paper diferenciador
respecte a aquells pacients que rebutgen 'empelt després de la retirada de la
immunosupressio. Actualment sestan portant a terme estudis multicentrics,
collaboratius, prospectius i aleatoritzats per intentar definir biomarcadors de
tolerancia operacional que permetin discriminar aquells pacients en tracta-
ment immunosupressor en els quals es pugui retirar o disminuir al maxim el
tractament de manera electiva amb seguretat (Sawitzki, 2009).

Les estratégies per induir la tolerancia es basen a desviar el balang entre
les cellules immunitaries efectores i les cél-lules immunitaries reguladores
amb l'objectiu d’assolir un predomini de les segones. Aixo es pot aconseguir
ja sigui eliminant o suprimint les cél-lules efectores, o bé induint la generacié
o transferint directament les cel-lules reguladores. Una manera efectiva d’eli-
minar les cellules efectores al-loreactives és la deplecié dels limfocits T uti-
litzant farmacs immunosupressors, pero si bé aquesta estrategia aconsegueix
prevenir el rebuig agut, és necessaria una terapia de manteniment per evitar
l'alloresposta a partir dels limfocits de memoria.

Algunes estrategies s"han centrat a intentar facilitar l'anergia cellular
mitjangant el bloqueig del segon senyal d’activacié limfocitaria o de coesti-
mulacié. Tal com s’ha exposat anteriorment, després del contacte antigeénic,
i en abséncia de segon senyal coestimulatori, el limfocit T pateix un procés
d’anergia o apoptosi. El bloqueig de les molecules coestimuladores que com-
prenen el complex CD28/CTLA4-CD80/CD86 i el CD40-CD40 lligand ha estat
provat en treballs experimentals.

Altres estratégies que van adquirint cada vegada més importancia son les
que es basen a intentar potenciar 'expansio de cel-lules T reguladores (Jiang
et al., 2006). Aquestes cellules son limfocits, essencialment CD4+ CD25+,
que expressen el factor de transcripcié Foxp3 i que tenen capacitat supresso-
ra de l'alloresposta especifica de donant. Rellevants treballs experimentals
mostren como la transferéncia adoptiva d’aquesta subpoblacié limfocitaria
pot prevenir el desenvolupament tant del rebuig agut com del rebuig cronic
de l'empelt.

Finalment, l'estratégia per induir tolerancia amb més eéxit fins ara consis-
teix en la creacié de quimeres mixtes al-logeniques mitjan¢ant 'administra-
cié de progenitors hemopoetics (Kawai et al., 2008). Inicialment, els assaigs
clinics pretenien assolir un quimerisme complet fent un trasplantament de
progenitors hemopoétics amb condicionament mieloablatiu per aconseguir
un reemplacament total del sistema hemopoétic del receptor. Tanmateix,
aquesta aproximacio no és acceptable en la majoria de poblaci6 candidata a
trasplantament d’organ solid per la significativa comorbilitat associada. Es-
tudis posteriors han observat que el quimerisme mixt que s’assoleix en fer un
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condicionament d’intensitat reduida, no mieloablatiu, és suficient per esta-
blir tolerancia especifica de donant en induir la deleci6 central de limfocits
T iB alloreactius.

Estudis immunitaris del receptor
i del donant en el trasplantament

Compatibilitat HLA entre donant i receptor

En els inicis del coneixement del sistema HLA es va creure que la identitat
d’antigens HLA entre donant i receptor evitaria el rebuig dels empelts, de la
mateixa manera que la identitat dels grups sanguinis ABO permetia la trans-
fusié sanguinia. Tanmateix, el sistema HLA ha resultat tan extraordinaria-
ment polimorfic que la identitat total entre donant i receptor és molt dificil
d’aconseguir. Ara bé, importants estudis de compatibilitat HLA entre donant
i receptor i evolucié dels empelts renals a llarg termini han derivat en una
serie de conclusions. Primer, els receptors amb anticossos, especialment els
hipersensibilitzats, es beneficien d’organs amb antigens HLA compatibles en
cert grau, ja que la compatibilitat augmenta les possibilitats que no tinguin
anticossos especifics contra el donant. Aixo fa necessari programes d’inter-
canvi d’organs per a aquests pacients. Segon, els malalts trasplantats amb
identitat en els antigens HLA-DR tenen una supervivéncia a cinc anys superi-
or entre un 5-10 % a la dels trasplantats sense identitat DR. Les analisis mul-
tivariant indiquen que la probabilitat de perdre 'empelt és un 24 % superior
en els trasplantaments fets sense cap compatibilitat DR respecte dels fets amb
dues compatibilitats. Molts autors consideren que aquestes diferéncies no jus-
tifiquen grans organitzacions d’intercanvi d’organs pero si que son un factor
per tenir en compte en la seleccid dels receptors. En altres tipus de trasplan-
tament, com el de cor o pulmons, també s'observen relacions semblants entre
compatibilitat HLA i resultats del trasplantament al llarg dels anys. En canvi,
en el trasplantament de fetge no sobserva aquest impacte de la compatibilitat
en els seus resultats.

Actualment les técniques de tipificaci6 HLA es basen principalment
en tecniques de biologia molecular (Dunn, 2011). Els polimorfismes de les
molecules de 'HLA estan codificats i son també detectables en el DNA. Les
tecniques més utilitzades actualment son: 1) la PCR-SSO reversa (sequence
specific oligonucleotides) es basa en 'amplificacié especifica d’un locus HLA
en preséncia d’'un encebador marcat per un cromogen i la hibridacié del
producte d’aquesta amplificacié amb un conjunt de microesferes (bead ar-
rays), cadascuna de les quals té una sonda amb seqiiéncies complementaries
a seqiiencies especifiques d’allel; a una temperatura determinada cada allel
s'uneix a la seva sonda i només a aquella, i permet aixi la identificaci6 de lal-
lel present en el DNA problema; 2) la PCR-SSP (sequence specific primers) es
basa en la utilitzacié d’encebadors complementaris a seqiiéncies especifiques
d’un determinat allel; si la mostra posseeix aquesta seqiiéncia es produira
una reaccié de PCR, evidenciable per electroforesi en gel d’agarosa, i 3) la
SBT (sequence based typing), que implica una seqiienciacié dels exons on es
troben preponderantment els polimorfismes. La deteccié d’un doble pic en
una posicié nucleotidica indica que algun dels dos al-lels problema posseeix
un polimorfisme en aquella posicié. Un programa informatic identifica les
possibles combinacions d’allels que corresponen als nucleotids identificats
en cadascuna de les posicions. Algunes vegades se segueixen utilitzant les
tecniques serologiques classiques de microlimfocitotoxicitat. En aquest cas
senfronten anticossos que reconeixen un dels al-lels del sistema HLA en pre-
sencia de complement de conill i els limfocits problema i a continuacié es de-
tecta la mortalitat produida mitjangant un colorant que només penetra en les
cél-lules la membrana de les quals ha estat permeabilitzada pel complement.
Cal també destacar que I'arribada de noves tecnologies que permeten I’analisi
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massiva d’informacié genética, com la ultraseqiienciacio (o NGS, next gene-
ration sequencing), sens dubte canviara en un futur proper les técniques usa-
des per a la tipificacid HLA.

Estudi de l'al-loresposta immunitaria

mitjancada per anticossos

Aproximadament una de cada quatre persones que entren en contacte amb
cel-lules allogeniques per transfusio o embaras desenvolupen anticossos con-
tra antigens HLA. Aquests anticossos estan presents en 3/4 dels malalts tras-
plantats que han perdut el seu ronyd i retornen a la llista d’espera per a retras-
plantament. Per detectar la preséncia d’anticossos anti-HLA en el serum dels
candidats a receptor es poden utilitzar diverses tecniques (Fuggle i Martin,
2008): 1) citotoxicitat dependent de complement (CDC), en la qual senfronta
el serum del pacient en llista d’espera amb un conjunt de cellules vives de
diferents individus amb HLA conegut mitjan¢ant la técnica de microlimfo-
citotoxicitat. Aquesta tecnica permet detectar anticossos activadors de com-
plement (principalment IgM, IgGl, IgG3), i 2) técniques de fase solida, que
utilitzen antigens HLA purificats units a una superficie de plastic. Historica-
ment s’han utilitzat plaques d’ELISA, perd actualment s’'usen conjunts de mi-
croesferes de poliestire (o bead arrays), més coneguts per la marca comercial
de Pinstrument que els llegeix, Luminex. Els al-loanticossos que s'uneixen a
les molecules HLA s’evidencien habitualment amb una anti-IgG marcada, en
el cas del Luminex un fluorocrom detectable en un citometre de flux adaptat.
Les tecniques de fase solida habituals detecten al-loanticossos IgG tant si son
activadores de complement (IgGl, IgG3) com si no I'activen (freqiientment
IgG2, IgG4). Els bead arrays es comercialitzen en tres formats distints: un de
cribratge (screening), en el qual cada microesfera conté molecules HLA T o II
de multiples individus. Permet identificar I'existéncia o no d’alloanticossos
anti-HLA-I o HLA-II pero no en permet determinar I’especificitat. Un segon
format utilitza microesferes unides a un sol al-lel HLA. Es "anomenat antigen
aillat (o single antigen), que permet identificar directament l'especificitat dels
alloanticossos i fa possible la identificacié dels «antigens acceptables», és a
dir, aquells allels contra els quals el receptor no té alloanticossos, fins i tot
en pacients hipersensibilitzats. Un tercer format menys utilitzat, per la seva
capacitat de resolucié menor, fa servir microesferes amb els dos al-lels HLA
de cada locus d’'un mateix individu. Hi ha variants de la técnica estandard
que permeten identificar al-loanticossos IgM o unicament aquells anticossos
activadors de complement.

Les tecniques de citotoxicitat i fase solida difereixen en la seva sensibi-
litat pero també en el ventall d’anticossos detectats, IgM, IgGI i IgG3 en el
cas de la citotoxicitat o IgGl, IgG3, IgG2 i IgG4 en el cas de la fase solida.
Més sensibilitat no implica necessariament més valor de pronostic per a un
mateix esdeveniment. La fase solida ofereix un valor semiquantitatiu, MFI
(mean fluorescence intensity), encara que les linies de tall quantitatives i qua-
litatives (tipus d’anticos) que pronostiquen cada esdeveniment estan en fase
de definicio. La combinacié d’ambdues tecniques, citotoxicitat i fase solida, és
molt util per a: 1) diferenciar els alloanticossos anti-HLA dels autoanticossos
limfocitotoxics; 2) pronosticar els donants amb possible cross-match negatiu
en pacients hipersensibilitzats, i 3) detectar nivells baixos d’alloanticossos
que no necessariament pronostiquen un rebuig hiperagut, perd si més inci-
dencia d’episodis de rebuig (agut o cronic) en el posttrasplantament (Gebel et
al., 2003; Tait et al., 2013).

Cada vegada hi ha més evideéncia que els anticossos anti-HLA tenen més
especificitat pels epitops que constitueixen la molécula concreta de HLA que
no pas per l'antigen en si, per la qual cosa el reconeixement d’aquests epitops
sera de gran ajuda per establir «mismatchs acceptables», especialment en pa-
cients sensibilitzats. Aixi, anticossos dirigits contra epitops molt freqiients
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son generalment els responsables de 'ampli repertori alloreactiu en pacients
hipersensibilitzats. D’aquesta manera, la interpretacio dels patrons d’allo-
reactivitat dels anticossos possiblement hauria d’estar basada en la relacio
estructural molecular establerta entre 'antigen i I’anticos especific concret.
Derivat d’aquest concepte, ha sorgit el denominat HLAMatchmaker, un al-
goritme teoric que considera que cada antigen HLA representa una col-leccio
de grups d’aminoacids amb capacitat funcional immunogenica per produir
anticossos anti-HLA especifics. El refinament i la posada a punt podria ser de
gran utilitat per a la practica clinica habitual.

Anticossos contra antigens no-HLA

Malgrat que el trasplantament entre pacients HLA-ideéntics (per als locus A, B
iDR) és el que millor resultats presenta, i aquests requereixen ineludiblement
una certa immunosupressio per evitar I'aparicio de rebuig de l'empelt, I'apa-
ricié més tardana de disfunci6 progressiva i irreversible de l'empelt en aquest
grup de pacients suggereix que ’'alloreactivitat immunitaria que pateixen és
deguda a una altra font al-loantigénica distinta de la del sistema HLA propi-
ament dita (Sigdel i Sarwal, 2013). De fet, han estat descrits altres antigens
diana responsables de generar al-loanticossos: els antigens MICA (major-his-
tocompatibility-complex class I-related chain A) codificats en la mateixa regio
cromosomica que 'HLA, son antigens glicoproteics polimorfics de superficie
amb funcions relacionades amb la immunitat innata. Aquests antigens estan
expressats en cellules endotelials activades, fibroblasts, dendritiques i epiteli-
als en determinades condicions d’activacid, pero no en limfocits de sang pe-
riferica. La presencia d’anticossos contra aquests antigens s’ha associat a més
risc de rebuig i pitjor superviveéncia de empelt, si bé el fet que apareguin molt
freqiientment associats a alloanticossos anti-HLA fa dificil d’avaluar-ne el
valor pronostic real, especialment en pacients amb bona compatibilitat HLA.

S’han descrit també anticossos dirigits contra altres antigens diferents a
I'HLA, expressats en cel-lules precursores endotelials. Aquests antigens amb
capacitat immunogenica no han estat encara caracteritzats molecularment,
i per tant sén un tema de debat, ja que aquestes cellules també coexpressen
moleécules de HLA (tant de classe I com II). La preséncia d’aquests anticossos
pretrasplantament en abseéncia de sensibilitzacié anti-HLA s’ha associat tant
a un increment del risc de rebuig agut com de pitjor evolucié funcional de
lempelt després del trasplantament. De manera interessant, els patrons his-
tologics segons la classificacio de Banff del 2007 del rebuig en aquests pacients
son tant humorals (C4d+) com cellulars, i aixd suggereix potser un paper
concomitant de la resposta cel-lular en aquest context.

Finalment, en el curs del rebuig s’ha observat la produccié d’autoanticos-
sos contra diferents autoantigens no polimorfics (com a-tubulina, col-lagen,
receptor de l'angiotensina, vimentina...) i cada cop hi ha més evidencies que
aquests autoanticossos podrien tenir un paper en el procés de rebuig. Resta
encara per aclarir si aquests autoanticossos poden causar directament dany
tissular i ser aixi causa de la pérdua de l'empelt.

Prova encreuada o cross-match
La prova encreuada o cross-match permet detectar la preséncia, en el serum
del receptor, d’anticossos dirigits contra les cel-lules d’'un determinat donant.
Es pot fer mitjancant tecniques de citotoxicitat dependent de complement
(CDC) o per citometria de flux. Actualment la determinacié d’alloanticossos
mitjangant «antigen aillat» permet identificar a priori les incompatibilitats
acceptables, i coneixent la tipificacié del donant es pot fer una predicci6 de
reactivitat o cross-match virtual.

En les técniques de microlimfocitotoxicitat, si el receptor té anticossos
preformats contra antigens del donant es produeix una reaccié antigen-anti-
cos amb activaci6 del complement i una lesio de la membrana cellular que
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permet l'entrada a la céllula de colorants vitals. En aquest cas es diu que el
cross-match és positiu. La diferenciacié entre anticossos IgG i IgM es pot fer
destruint els anticossos IgM amb tractament amb ditiotreitol (DTT).

La técnica de citometria de flux permet detectar també anticossos no fi-
xadors de complement i diferenciar si ’anticos és IgG o IgM. En la citometria
de flux es fa una primera incubaci6 de les céllules del donant amb el serum
del receptor i una segona amb un anticos anti-IgG o anti-IgM marcat amb una
substancia fluorescent. Es important fer un doble marcatge amb CD3 i CD19
(0 CD20) per diferenciar els limfocits T (que expressen HLA-I) dels B (que ex-
pressen HLA-I + HLA-II) i aixi identificar contra quina classe d’antigen HLA
esta dirigit l'anticos. Els al-loanticossos especifics de donant que només son
detectables per citometria de flux, pero no per citotoxicitat, no sempre estan
associats a rebuig hiperagut en els primers trasplantaments, tot i que indi-
quen un risc addicional de pérdua de l'empelt en el primer any del 10 % res-
pecte dels totalment negatius. En els retrasplantaments aquest risc addicional
de perdua de 'empelt és del 30 %. Per aquest motiu és molt important establir
uns llindars clars de positivitat per a les proves de citometria. Habitualment
s'utilitza el canvi en el canal mitja de fluorescéncia (SMCF, shift mean channel
fluorescence) entre un control negatiu i el serum problema.

Como ja s’ha dit, el «cross-match virtual» implica la determinacié d’al-
loanticossos per técniques d’antigen aillat, que permeten identificar contra
quins allels HLA té anticossos un receptor i contra quins no. Coneixent els
allels presents en el donant és possible inferir la reactivitat sense fer un test
real (vegeu la figura 2). Aquesta analisi és extraordinariament util per selec-
cionar aquells pacients amb alta probabilitat de donar cross-match per cito-
toxicitat negatiu entre un grup de pacients amb alloanticossos, és a dir, té
un alt valor predictiu negatiu. Tanmateix, en ser les técniques de fase solida
més sensibles, el seu valor predictiu positiu és menor. En trasplantament de
donant viu és possible trobar una parella donant-receptor amb cross-match:
citotoxicitat negativa, citometria negativa, virtual positiva. Aquests casos han
de valorar-se individualment, tenint molt present els antecedents immunita-
ris i el grau d’urgéncia per rebre el trasplantament, atés que és dificil establir
realment ’increment de risc de rebutjar 'empelt, potser no de manera imme-
diata, pero si a mitja/llarg termini.

El cross-match, a més de fer-lo amb el sérum actual, es fa també amb els
serums historics amb la intencié de fer un seguiment de possibles cél-lules
B de memoria, que en el seu dia van ser productores d’anticossos i que ac-
tualment no en produeixen, perd que es podrien reestimular de nou per la
preseéncia de 'antigen. El significat pronostic d’'un cross-match previ positiu
i actual negatiu ha estat motiu de controvérsia. En la nostra experiéncia, si
l'antiguitat del darrer sérum positiu és superior als dos anys i el PRA (panel
reacting antibody) maxim és inferior al 75 %, la supervivencia de I'empelt no
es veu compromesa. En el cas que el PRA maxim superi el 75 %, la superviven-
cia a dos anys dels empelts fets amb cross-match previ positiu i actual negatiu
és un 15-20 % inferior als fets amb cross-match previ negatiu i actual negatiu.

En algunes malalties autoimmunitaries hi ha autoanticossos limfocitoto-
xics que no pronostiquen un rebuig hiperagut. Aquests autoanticossos no van
dirigits contra antigens HLA. Son majoritariament IgM (encara que no sem-
pre) i poden eliminar-se incubant el sérum amb DTT. Avui dia son facilment
identificables, ja que els autoanticossos resulten negatius per a técniques de
fase solida. Més complicat resulta definir la coexisténcia d’ambdés, al-loanti-
cossos i autoanticossos, simultaniament. En aquest cas la valoracié conjunta
de totes les tecniques, incloent-hi el cross-match per citometria, és fonamen-
tal. Tractaments previs amb anticossos antilimfocitaris o amb anticossos
anti-CD3 poden donar falsos positius en la prova de cross-match. En aquests
casos caldra utilitzar el serum previ al tractament o bé fer la prova encre-
uada per citometria de flux. L'tis de microesferes recobertes d’antigens HLA
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Estudi d’al-loanticossos, fase solida, antigen aillat
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+ Figura 2. Prova encreuada (cross-match) virtual. A partir de Testudide
I'especificitat d'anticossos anti-HLA presents en el receptor, mitjangant I'analisi
d‘antigen aillat en fase solida, i de la tipificacié HLA del donant, es pot predir el
resultat de la prova encreuada. A la figura es pot observar la llista dels antigens
analitzats en la prova d'antigen aillat en fase solida amb el seu resultat (N, negatiu;
P, positiu) i el valor de fluorescéncia (MFI, mean fluorescence intensity). També es
mostra la tipificaciéo HLA del donant i, d’acord amb aquesta, es marquen amb una
fletxa i un requadre aquells antigens que, en aquesta parella donant-receptor,
donen informacio de la possible preséncia d'anticossos especifics de donant.
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purificats per confirmar la preséncia d’anticossos especifics contra ’'HLA del
donant pot ser d’ajuda en aquests casos.
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