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Resumen

Los avances en las técnicas quirdrgicas, el desarrollo de nue-
vOs inmunosupresores Y las estrategias de intervencion han
conducido al trasplante en una eleccién apropiada de trata-
miento para la falla del 6rgano en etapa terminal, proporcio-
nando a los pacientes una larga supervivencia y una alta calidad
de vida. Los costos benéficos del trasplante han sido recono-
cidos y sélo el trasplante renal ahorra enormes sumas de di-
nero expedido durante la dialisis. La brecha entre los miem-
bros de las listas de esperay de los érganos disponibles conti-
nua ampliandose debido a la reduccion del nimero de
donadores en muchos paises. El xenotrasplante tiene algunos
beneficios potenciales, siempre que varios obstaculos puedan
ser superados. El uso de cerdos como fuente de 6rganos casi
proveera del abastecimiento ilimitado de los mismos. Los or-

Summary

Major advances in surgical techniques and the development
of new immunosuppressive drugs and strategies of opera-
tion have led to transplantation becoming the treatment of
choice for end stage organ failure, with patients achieving
long term survival and a high quality of life. The cost ben-
efits of transplantation have been well recognized and renal
transplantation alone saves huge amounts of money spent
on dialysis. The gap between the numbers on waiting lists
and the available organs continues to widen as the number
of donors declines in many countries. Xenotransplantation
has several potential benefits provided the various obsta-
cles can be overcome. The use of pigs as a source of organs
would provide an almost unlimited supply. The organs would
be available at all times, allowing surgery to be planned and
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ganos podran estar disponibles en todo momento, permitien-
do la planeacién del acto quirdrgico en tiempo 6ptimo, y los
efectos perjudiciales en los érganos de la muerte cerebral
podran ser abolidos. El principal obstaculo puede ser la reac-
cién inmunoldgica en el injerto. En los casos donde la reac-
cion hiperaguda de los anticuerpos y la mediada por el com-
plemento de los xenoinjertos vascularizados han sido contro-
ladas, el rechazo agudo vascular y el rechazo agudo mediado
por las células T causan la lisis del tejido. La infiltracién de
leucocitos en el tejido conlleva a las dos modalidades de re-
chazo tardio. En primer lugar, el proceso de extravasacion
leucocitaria es dirigido por las moléculas de adhesion y las
proteinas de la familia de las quimiocinas, y la presencia de los
anticuerpos anti-cerdo que modulan la migracién de los
leucocitos a través del endotelio porcino, asi como de los
polimorfonucleares. Del mismo modo, la destruccion de la
pared del tejido por las células asesinas naturales como tam-
bién de las células T se han reportado. Por otra parte, las
moléculas del endotelio porcino pueden disparar la produc-
cion de citocinas y de la actividad citolitica de las células NK.
La xenorrespuesta mediada por la célula T es establecida por
el reconocimiento directo e indirecto de los antigenos
leucocitarios porcinos, las moléculas de clase 1y Il son reco-
nocidos por los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamen-
te. Las células T CD4+ son capaces de mediar la reactividad
de hipersensibilidad tardia, resultando el dafio del injerto debido
alaproduccién de las citocinas in situ, asi como de la citotoxicidad
directa. Si los problemas del rechazo inmunolégico pueden ser
superados, aun queda lo concerniente a las incompatibilidades o
limitaciones anatomicas y fisioldgicas que afectan la funcion del
injerto y su supervivencia.

Introduccioén

Los modelos experimentales han mostrado
que las respuestas celulares xenogénicas hu-
manas anti-cerdo son siempre vigorosas, pero
significativamente menores que las observadas
en las alorrespuestas;! asimismo, los xenotras-
plantes son rechazados mas rapidamente que los
aloinjertos cuando los tejidos son trasplantados
bajo circunstancias similares debido a la dispari-
dad filogenética entre el donador que favorece
la actividad humoral del receptor. Es evidente
que, el reconocimiento de los anticuerpos natu-
rales “preexistentes” y subsecuentemente los

optimally timed, and the damaging effects of brain death on
the organs would be avoided. The major obstacle would be
the immune reaction of the host to the graft. In cases where
antibody and complement-mediated hyperacute rejection of
vascularized xenografts has been prevented, acute vascular
rejection and acute T cell mediated rejection cause graft lysis.
Infiltration leukocytes into the graft execute the latter two
rejection modalities. In the first place, the leukocyte extrava-
sation process is governed by adhesion molecules and the
chemokine protein family, and the presence of human anti-
pig antibodies modulated the migration of leukocytes across
porcine endothelium, as well as neutrophil polymorf cells.
Likewise, graft face destruction by natural killer cells as well
as T cells have been reported. On the other hand, porcine
endotelium molecules can trigger both cytokine production
and cytolytic activity by NK cells. The T cell mediated xeno
response is thought to be direct and indirect recognition of
porcine swine leukocyte antigens, class | and Il molecules
are recognized by CD8+ and CD4+ T cells respectivity.
However, the mechanism of destruction by CD4+ T cells is
poorly understood. CD4+ T cells are capable of mediating
delayed-type hypersensitivity reaction, resulting in graft dam-
age because of the production cytokines in situ as well as
direct cytotoxicity. If the problems of immunological rejec-
tion can be overcome, there remain concerns that there may
be physiological or anatomical incompatibilities or limitations
that effect graft function or survival.

componentes del complemento, plaquetas y las
sustancias tensoactivas incrementan la actividad
celular dirigida al xenoinjerto. Sin embargo, los
mecanismos humorales aparentemente pueden
variar entre los diferentes modelos animales y
la supervivencia del injerto puede depender mas
del érgano o tejido trasplantado que de la dis-
paridad de las especies.?

El xenotrasplante de Grganos vascularizados,
tales como el rifién y el corazén, muestran un tipo
de rechazo mediado por anticuerpos que toma
lugar en pocos minutos y hasta en horas, depen-
diendo de la combinacion de especies.® Las lesio-
nes patoldgicas observadas durante el rechazo hi-
peragudo son caracterizadas por trombosis
masiva con hemorragia intersticial y marginacién
leucocitaria que muestran claramente el dafo in-
travascular del tejido.* El principal antigeno de

Rev Mex Patol Clin, Vol. 50, Nim. 3, pp 129-141 = Julio - Septiembre, 2003



Arteaga TG y col. Eventos inmunolégicos mediados por células durante el rechazo de xenotrasplantes

superficie reconocido por los anticuerpos prefor-
mados es el disacarido terminal a-1,3 galactosa.>”
El epitopo es expresado abundantemente en va-
rias células de mamiferos no primates y esté rela-
cionado con el antigeno de los grupos sanguineos
humanos AB0.8 Ademas, los anticuerpos prefor-
mados que reaccionan con estos antigenos estan
presentes en los humanos debido a la exposicion
previa hacia algunos patdgenos.® La unién de los
anticuerpos a estos oligosacaridos en la superfi-
cie de las células epiteliales porcinas ha demos-
trado que el inicio del dafio es debido a la partici-
pacion del complemento.

La unién de las inmunoglobulinas a las células
endoteliales conduce a la activacion de la cascada
del complemento, induciendo en la superficie ce-
lular la deposicién de fibrina y la unién de las pla-
quetas al lumen de los vasos sanguineos, lo que
conduce a la masiva trombosis vascular.X® Mien-
tras los anticuerpos y el complemento han sido
implicados en el rechazo hiperagudo (Hyperacute
Rejection, HAR) de xenotrasplantes, lainmunidad
celular de estos injertos ha contribuido al recha-
zo agudo. La acumulacion de polimorfonucleares
en el tejido dafiado y la liberacion del contenido
de sus granulos, agravan la respuesta vascular que
conduce al rechazo inmediato. Asimismo, los leu-
cocitos pueden acumularse por medio de sus mo-
[éculas adhesivas y ejercer su papel sobre el tejido
injertado.t

Existe evidencia de la infiltracion de las célu-
las asesinas naturales (NK) en el rechazo de alo
y Xenoinjertos. En particular, las consecuencias
de la interaccion entre las células NK humanas y
las células endoteliales porcinas han sido, sor-
prendentemente, los cambios estructurales y la
integridad de las uniones célula-célula porcina.
Las células NK humanas no causan citolisis signi-
ficativa de los blancos porcinos, a menos que las
células efectoras sean pretratadas con interleu-
cina 2 (IL-2) o interferén gamma (INFy).*2Es im-
portante enfatizar que el efecto citoldgico ocu-
rre alos 20 minutos y la secrecion de INFy en el

medio es solo cuatro horas después del estimu-
lo de IL-2.

Basado en el conocimiento de la respuesta alo-
genica de los linfocitos T, dos distintos mecanismos
de activacion pueden ocurrir durante el rechazo de
xenoinjertos, uno mediado directamente por las
células epiteliales y el otro a partir de las células pre-
sentadoras profesionales autélogas (Antigen-Presen-
ting Cell, APC). Es quizas la principal forma de acti-
vacion xenogénica mediada por células cuando los
linfocitos T pueden reconocer y responder a la pre-
sentacion de antigenos acoplados a las moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (Ma-
jor Histocompatibility Complex, MHC) de otras es-
pecies sin el requerimiento del procesamiento y pre-
sentacion del péptido xenogénico en la molécula
MHC propia, como es en el caso de los alotrasplan-
tes. Diferencias en la respuesta celular de algunos
modelos animales conllevan a especificar qué for-
ma de activacion puede ser observada. Los estu-
dios experimentales han demostrado que la respues-
ta de las células T humanas a xenoantigenos murinos
es basicamente por el reconocimiento de clase |;
sin embargo, Moses y colaboradores (1990) demos-
traron que la respuesta celular murina anti-mono
es restringida a las moléculas MHC de clase Il con
disminucién de la respuesta directa debido a un de-
fecto estructural en la interaccion celular.*® No obs-
tante, las células T humanas pueden reaccionar di-
recta e indirectamente con estimuladores de otras
especies, incluyendo las células endoteliales porci-
nas.*!® Esta revision permite definir los componen-
tes inmunoldgicos que participan en el fendmeno
de reconocimiento y del rechazo de los 6rganos de
especies discordantes que sera necesario para tra-
zar las estrategias preventivas en la aplicacion clini-
ca del xenotrasplante.

El estudio del rechazo mediado por células
en los modelos animales

Aunque en la préctica clinica son pocos los 6rga-
nos alogénicos que sufren de rechazo agudo, los
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episodios pueden ocurrir al término de la primera
semana de vida, a pesar del uso de inmunosupre-
sores. Estos eventos de rechazo son diferentes a
lo observado durante la respuesta humoral debi-
do a la ocurrencia tardia, por la ausencia en mu-
chos de los casos de la presencia de anticuerpos
anti-donador y por el infiltrado celular frecuente-
mente observado en las biopsias. En la actualidad,
muchas de las terapias para el control del rechazo
mediado por células han sido desarrolladas en au-
sencia del entendimiento del proceso inmunolégi-
co, pero han sido extremadamente exitosas para
controlarlo.

Mientras la mayoria de los pacientes sufrian la
experiencia de uno o varios episodios de rechazo, y
solo la mitad de los receptores fueron capaces de
conservar su tejido trasplantado por un afo, el uso
de nuevos inmunosupresores y de los anticuerpos
monoclonales anti-linfocito T han cambiado consi-
derablemente esos resultados. Estudios recientes
han demostrado que 80% de los receptores de ri-
fion no han experimentado algin episodio de re-
chazo agudo y es hasta ahora raro el observar la
pérdida de un Grgano trasplantado durante el pri-
mer afio.® Sin embargo, el uso de estos potentes
inmunosupresores que son efectivos durante el alo-
trasplante y que fueron administrados en recepto-
res de xenoinjertos no ha evitado la actividad de las
células efectoras en el rechazo del tejido.

Los protocolos experimentales que sirvieron
de base para evaluar la respuesta celular fueron
llevados a cabo por Widner y Bach (1972),%" sus
resultados demostraron un amplio rango de va-
riabilidad en las reacciones mixtas de linfocitos
utilizando células humanas, de ratén y de perro.
Posteriormente, Lindahl y Bach (1975)* deter-
minaron que la maxima respuesta proliferativa
dirigida a los xenoantigenos en un modelo huma-
no anti-ratén dependia de la expresién de las mo-
léculas de clase Il. Las células T en las combina-
ciones alo y xenogénicas respondieron a los
mismos determinantes antigénicos en el MHC del
raton, especificamente a la region 1A.*° Por otra

parte, al evaluar la respuesta citotoxica de linfo-
citos humanos cultivados con distintos estimula-
dores murinos, Swain y colaboradores (1983)%
demostraron que las células T citotdxicas lisaron
maés eficientemente a sus blancos cuando éstos
fueron cultivados con estimuladores secundarios
que expresaban el mismo haplotipo de clase I; sin
embargo, la maxima produccion de IL-2 fue ob-
servada cuando los blancos murinos primarios y
secundarios compartian la expresion de las mo-
léculas de clase Il. Estas primeras observaciones
demostraron que, 1) la respuesta celular a los
xenoantigenos es dependiente del MHC, 2) que
el patrén de xenorreconocimiento es similar a lo
observado en alorreactividad, y 3) que las por-
ciones del MHC son altamente conservadas en
una variedad de especies, permitiendo el reco-
nocimiento de las células T humanas.

La fina especificidad de las células T citotoxi-
cas en el reconocimiento de xenoantigenos por-
cinos ha sido observada en cultivos celulares.
Shishido y colaboradores (1997)* demostraron
que las clonas de linfocitos T CD8+ humanos
fueron capaces de reconocer directamente a xe-
noantigenos porcinos por las moléculas SLA de
clase | en una forma similar a lo observado du-
rante alotrasplantes con disparidad MHC. Esta
interpretacion fue debida a que solo las células
T CD8+ proliferaron en respuesta de las célu-
las endoteliales de aorta porcina (PAEC), mien-
tras las CD4+ no respondieron a las PAEC MHC
de clase Il negativa.

De igual manera, en repetidas ocasiones, al ser
reestimuladas las células se causa un marcado in-
cremento en la proliferacion de los linfocitos T
CD8+, los cuales mostraron citotoxicidad especi-
fica en contra de los blancos porcinos singénicos
con disminucién litica de las células porcinas no
relacionadas, incluyendo aquellas células sensibles
a la destruccion por las células asesinas naturales.
Ademas, utilizando ensayos de bloqueo se demos-
tré que los anticuerpos monoclonales dirigidos en
contra de las moléculas MHC de clase |, pero no
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de SLA de clase Il o las humanas, especificamente
disminuyeron la actividad citolitica de las clonas
anti-PAEC, también los anticuerpos anti-CD8+,
pero no los anti-CD4+ inhibieron marcadamente
la destruccion de los blancos porcinos. Estos re-
sultados demostraron que las células T humanas
diferencian entre los alelos MHC porcinos, asi
como muchas de las interacciones coestimulato-
rias pares-ligandos que pueden ser igualmente fun-
cionales en la combinacion humano anti-porcino.t

Algunas lineas de investigacion soportan el pa-
pel “potenciador” en el sistema inmunoldgico del
linfocito T CD4+ durante la xenorreactividad. En
modelos de ratones timectomizados que fueron
tratados previamente con anticuerpos anti-CD4+,
CD8+ 0 ambos, y en los que se trasplantaron in-
jertos de piel de monos,? los resultados demos-
traron que los animales tratados con anti-CD4+y
especialmente con la combinacién CD4+/CD8+
mostraron una prolongada supervivencia del injerto
en comparacién con los ratones no tratados o los
que so6lo recibieron anti-CD8+. Al comparar las
respuestas alo y xenogénicas en ratones que reci-
bieron los injertos de piel lepérida 0 murina con
diferente MHC y con reduccién de células T
CD4+, se evidencid una supervivencia del injerto
de conejo y no del aloinjerto de raton.

Esta dependencia del linfocito T cooperador en
la xenorreactividad es similar a lo observado duran-
te los episodios de rechazo en aloinjertos cuando
existe una disparidad en los antigenos menores de
histocompatibilidad;?? también la supervivencia de
los injertos de piel de ratones transgénicos que ex-
presan el antigeno SLA de clase | es prolongada en
los receptores tratados con anticuerpos anti-CD4+
comparados con los controles y los animales quie-
nes sélo recibieron anti-CD8+. Los estudios reali-
zados en ratén NOD (raton espontaneamente dia-
bético) demostraron que el tratamiento previo con
anticuerpos anti-CD4+ mejora la supervivencia del
xenotrasplante de islotes pancreaticos de perro o
de rata, observando una supervivencia del injerto
en el grupo control de 10 % 1.5 a 83 = 21 dias con

células de perroy de 127 =+ 30 dias con células de
rata. La reduccién de los linfocitos T CD4+ perifé-
ricos fue confirmada por citometria de flujo y la exa-
minacion histoldgica de los islotes trasplantados en
los animales tratados no mostro evidencia de infil-
trado celular con integridad de las células produc-
toras de insulina.?®

Por otra parte, para mejorar el entendimiento
del papel inmunolégico del linfocito T “coopera-
dor” durante la xenorreactividad, Wren y colabo-
radores (1993)% evaluaron el perfil de las citocinas
en linfocitos murinos que respondieron a la esti-
mulacion de células de rata. Los resultados demos-
traron tener una predominancia de las citocinas
del tipo Th2, es decir aumento de las interleucinas
4y 10. Las diferencias en las respuestas alo y xeno-
génicas pueden ser el mejoramiento de la actividad
Th2, el cual conduce al preponderante aspecto hu-
moral de la respuesta inmune. Cabe recordar que
los agentes inmunosupresores utilizados durante el
alotrasplante, incluyendo la ciclosporina y el FK5086,
tienen sus blancos primarios en las células cuya acti-
vacion resulta en la produccion de IL-2 e INFy.? Si
las respuestas del tipo Th2 son predominantes en
la xenorreactividad, la ineficiencia de los agentes
convencionales para controlar el episodio de re-
chazo de xenoinjertos es aparente debido a que
las células responsables de la reaccion no son los
blancos de la terapia.

El procoagulante endotelio porcino es un
factor importante en la patogénesis del
rechazo agudo vascular

Para nuestro entendimiento del rechazo agudo
vascular de los tejidos xenogénicos (AVXR) es su-
gerida la utilizacion de un modelo complemento-
independiente donde las células endoteliales o epi-
teliales porcinas desarrollen un cambio fenotipico
con relacién a la naturaleza de la interaccion con
los elementos sanguineos circulantes, estos cam-
bios incluyen: 1) El decremento en la funcion del
plasmindgeno activador tisular endégeno y el sub-
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secuente incremento del plasmindgeno activador
inhibidor 1 que conlleva a una pérdida global de la
accion fibrinolitica en las células endoteliales, 2) la
regulacion negativa de la trombomodulina que re-
sulta en la pérdida de la actividad anticoagulante
via la activacion de la proteina C, 3) el decremento
del proteoglicano sulfato de heparan de la superfi-
cie endotelial que conlleva a la pérdida de la activi-
dad anticoagulante via inhibicion de la antitrombi-
nalll, 4) lainduccion del factor tisular que provoca
la actividad del cofactor procoagulante, 5) la in-
duccién en la expresion de la molécula de adhe-
sion vascular 1y de la selectina E y P en el endote-
lio que asisten en la actividad de rodamiento
leucocitario, y 6) la secrecion de prostaciclina y
endotelina 1, las cuales promueven la vasocons-
triccion y la disminucién del flujo intravascular en
los tejidos dafiados.?6-3t

La figura 1 ilustra los principales mecanismos
inmunolégicos observados durante el rechazo agu-
do vascular de tejidos xenogénicos. En combina-
cién con el reconocimiento de los anticuerpos anti-
cerdo y la actividad sublitica del complemento, el
resultado en las lesiones patoldgicas es la trombo-

sis vascular y la infiltracion leucocitaria del xenoin-
jerto. Saadi y colaboradores (1995)%* reportaron
que la deposicién de los anticuerpos xenorreacti-
vos y la formacion del MAC en los blancos porci-
nos induce la produccién de IL-1¢ con una clara
funcion autocrina y paracrina gue promueven al-
gunos cambios en la morfologia de la célula endo-
telial. Este problema puede ser exacerbado por la
vasoconstriccion y la trombosis microvascular ob-
servada, resultando en estasis vascular, donde pe-
quefios agregados celulares derivados de la IL-1«
permanecen en el microambiente, creando una
retroalimentacion positiva. Ademas, la induccion
de los cambios procoagulantes en las células en-
doteliales observados durante el AVXR pueden ser
favorecidos por varios niveles de no-compatibili-
dad molecular entre los factores procoagulativos
humanos, los cuales previenen la regulacion nega-
tiva normal de un medio ambiente controlado por
las células porcinas.®

En condiciones normales, la trombomodulina es
expresada en la superficie vascular de las células y
regula negativamente el proceso trombético por
la activacion de la proteina C dependiente de trom-

Figura 1. La patogénesis del rechazo agudo vascular xenogénico. El reconocimiento de los anticuerpos anti-cerdo ocurre en la
superficie de las células endoteliales seguido por la actividad sublitica de los componentes finales del complemento (formacién del
complejo de ataque a la membrana). Estos eventos inducen un cambio fenotipico en las células blanco, mediado en parte por la
accion de IL-1a. Complejo de ataque a la membrana (0), factor tisular (¢), plasmindgeno activador inhibidor-1 (), trombomodulina
(0O), fragmentos xenogénicos libres (5-).
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Trombosis microvascular

Macrofagos y células asesinas naturales

Figura 2. Diagrama esquematico de los hallazgos histopatoldgicos durante el proceso de rechazo agudo vascular xenogénico. La
alteracion de la matriz extraendotelial y la isquemia local es causada por la activacion de los anticuerpos anti-Gal y el complemento.
La trombosis microvascular difusa consistente de fibrina e infiltracion del xenoinjerto por los polimorfonucleares, macréfagos y

células asesinas naturales activadas son preferentemente observadas.

bina. La proteina C activada degrada rapidamente
a los cofactores presentes durante la coagulacion
(factores Va y Vllla). Lawson y colaboradores
(1997)* demostraron que sélo 2% de la actividad
de la trombomodulina porcina tiene efecto sobre
la proteina C humana; esto se debe principalmen-
te alainhabilidad de la trombina humana a unirse a
la trombomodulina porcina y a la carencia de inte-
raccion con el complejo anti-trombdtico porcino.
Las implicaciones fisiologicas de estas observacio-
nes sugieren que el microambiente del xenoinjer-
to puede ser funcionalmente carente de proteina
C que pueda interactuar con la trombomodulina
porcina, 1o que predispone a una trombosis mi-
crovascular con agregacion de plaquetas. Ademas,
la deposicion de fibrina en el 6rgano vascularizado
puede conducir a una progresiva isquemia, llevan-
do a un estado de hipoxia del tejido con la disfun-
cion celular acompafada.

Interacciones de los leucocitos humanos y
las células endoteliales.

a) Adhesion y migracion a través del endotelio porcino

El proceso de extravasacion leucocitaria, el cual es
un prerrequisito para la infiltracion de leucocitos en
el tejido, es iniciado por la expresion de las molécu-
las de adhesion, incluyendo selectinas, integrinas y
las proteinas de las familias de las inmunoglobulinas
en estrecha relacién con factores atrayentes/activa-
dores conocidos como gquimiocinas.®=¢ Las selecti-
nas Ey P en el endotelio porcino y la selectina L en
los leucocitos inician la fase de rodamiento por
union a carbohidratos receptor-ligando. El roda-
miento de las células es requerido para confirmar
la adhesién en la zona de migracién; esta fase es
ejecutada por las integrinas leucocitarias (CD11a/
CD18, CD11b/CD18, CD11c/CD18, CD49D/
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CD29) unidas a los miembros de las superfamilias
de las inmunoglobulinas expresadas en la matriz
extracelular endotelial ICAM-1, 2, 3y VCAM-1) y
potenciadas por la actividad de la quimiocinas endo
y exégenas.®*°En el paso de la migracién transen-
dotelial es demostrada la participacién de otro
miembro de la familia de las superinmunoglobuli-
nas, PECAM-1 (CD31), el cual interacciona con sus
fracciones homo y heterofilicas que facilitan la mi-
gracion a través de la monocapa endotelial y la 1ami-
na basal.®*° Estos hallazgos sugieren que el endote-
lio porcino soporta la migracién transendotelial de
las subpoblaciones leucocitarias humanas tan eficien-
temente como el propio endotelio humano, obser-
vando la participacion de los monocitos, NK y linfo-
citos CD3+.40

b) El epitopo -Gal y su importancia en la interac-
cion celular

La principal diferencia fenotipica entre las células
endoteliales porcinas y humanas es la expresion
en los cerdos del epitopo a-Gal.** La importancia
de este carbohidrato xenogénico en el inicio del
HAR ha sido demostrada; sin embargo, es tentati-
vo considerar que esta molécula también puede
influenciar la interaccion de los leucocitos huma-
nos con el endotelio porcino, especialmente en el
entendimiento de las lectinas eucariotas que han
sido descritas.*? Inverardi y colaboradores (1997)
demostraron que la adhesion de las células NK
humanas al endotelio porcino es selectivamente
inhibida por los fragmentos F(ab”s) de IgG y meli-
biosa (6-a-D-Galp-D-Glc) que se unen a los de-
terminantes sacaridicos de a-Gal en presencia de-
pendiente de Ca2+.* Asimismo, las células NK
humanas se adhieren especificamente a transfec-
tantes de COS-7 que expresan «-1,3 galactosil
transferasa (la enzima responsable de la sintesis
del epitopo «-Gal).** Una actividad de adhesion
de células NK humanas dependiente de «-Gal fue
también sugerido por Miyagawa y su grupo (1999),
quienes demostraron que la expresion del glicoan-

tigeno por la transfectacion de los genes glicosil-
transferasa en células endoteliales porcinas pro-
dujeron una marcada reduccion de la citotoxici-
dad directa e indirecta mediada por las NK
humanas, de 72 a 94% en el caso de células mo-
nonucleares periféricasy 27 a 72% con células YT
(células NK humanas).*

Por otro lado, una posible estrategia para inhi-
bir la actividad de las NK humanas hacia las células
endoteliales porcinas es la expresion de los anti-
genos MHC de clase |, tales como los HLA-G en
los blancos porcinos. Las células NK son capaces
de lisar células en las cuales la expresion de las
moléculas de clase I, cuando estan ausentes o alte-
radas, al no proveer de las sefiales para la inhibi-
cion de citotoxicidad via la interaccion con los re-
ceptores inhibitorios (KIR).* Otras opciones son
la expresion del factor de deterioro-acelerador
(DAF, CD55) y del ligando Fas (CD95L) inductor
de la apoptosis.*’

La respuesta antigénica del linfocito T
humano durante el xenotrasplante

a) Los antigenos MHC

Multiples loci genéticos en la regién MHC codifi-
can para las moléculas HLA (Human Leucocyte An-
tigens) que son las glicoproteinas de membrana ex-
presadas en la superficie de todas las células de
mamiferos y que participan en la presentacion de
antigenos extrafios. En los humanos, estos genes
se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 y
abarca 4,000 kb, describiendo alrededor de 50
genes. El MHC es subdividido en tres regiones
denominadas de clase I, Il 'y lll. La region de clase |
tiene una longitud de 1,500 kb y codifican para las
moléculas HLA-A, B, C (H-2K, D, L en el raton).
La estructura conformacional de la molécula ob-
serva una cadena pesada de 45 kDa (cadena «)
unida no covalentemente a la f2-microglobulina
de 12 kDa (cadena ligera). Las moléculas HLA de
clase | participan como los blancos de los linfocitos
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citotoxicos durante el rechazo de trasplantes y
estan involucradas en la regulacion de la respuesta
inmunoldgica a través de la presentacion de los
péptidos citosolicos derivados de los agentes in-
fecciosos virales e intracelulares, un concepto co-
nocido como restriccion MHC.*® La regién HLA-
D o de clase Il abarca 1,000 kb con tres segmentos
genéticos, la region DP localizada en el extremo
centromérico en donde se localizan los genes fun-
cionales DPA1 y DPB1, dos seudogenes los DPA2
y DPB2, los genes DNA, DMA, DMB, LMP2, LPM?7,
TAP1, TAP2 y DOB; el segmento DQ en el centro
existiendo 4 loci, DQA1, DQA2, DQB1 y DQB2,
y la subregion DR formada por 10 loci, un DRA
gue es poco polimorficoy 9 DRB del DRB1 al DRB9
de los cuales solo se expresan los loci DRBL, 3,4y
5.4 Los genes de clase Il codifican para las cadenas
a 'y 5 expresadas en la superficie de varias estirpes
celulares, incluyendo los linfocitos B y las células
presentadoras profesionales.

El andlogo al MHC porcino, SLA (Swine Leuco-
cyte Antigens), ha sido estudiado extensivamente
desde el punto de vista funcional, demostrando que
el pareamiento de los genes SLA de clase Il son
cruciales en la induccion de la tolerancia del injer-
t0.%° Cinco variantes genéticas han sido identifica-
das en la regién D del SLA; sin embargo, los resul-
tados sélo demuestran la expresiéon de las
moléculas DQB y DRB (de acuerdo con la nomen-
clatura HLA, las letras A y B son asignadas para los
genes del MHC que corresponden a las cadenas o
y B, y que fueron codificadas a partir de una libre-
ria gendmica). El anlisis de restriccidn enzimatica
del ADN genomico de diferentes haplotipos SLA
demostrod la presencia de un gene polimérfico
(DQA) y otro no (DRA).%! La estructura del gene
SLA-DRAYy la secuencia comparativa con HLA fue-
ron caracterizadas por Hirsch y colaboradores
(1982).52 Los transcritos obtenidos de un ADN
complementario demostraron que ambos haplo-
tipos contienen un marco de lectura de 756 nu-
cledtidos que codifican para 252 aminoécidos, co-
menzando con un coddn de iniciacion en la posicion

76y uno de terminacion en 832 (L). La region ami-
no-terminal de la proteina comienza con un co-
dén ATC (1) en la posicion 145 con una secuencia
peptidica de 23 aminoécidos. En contraste con el
DRA humano, la secuencia de aminoécidos des-
plegd un tercer sitio de glicosilacién en la posicién
124 (N-G-S) aunado a los dos anteriores en las
posiciones 78 (N-N-T) y 118 (N-V-T), respectiva-
mente; de igual manera, la presencia de tres sitios
de glicosilacion han sido reportados en el modelo
murino [-A*.*® El dominio &2 de la molécula exter-
na situado en la posicién 180 a la 229 contiene pép-
tidos conectivos, la region transmembranal y cito-
plasmatica de la proteina. La alineacion de las
secuencias DRA en HLA y SLA revel6 87% de ho-
mologia nucledtida y 83% de amino-peptidica, lo
que refleja una fuerte presion selectiva en contra
de las mutaciones de la proteina, asimismo confir-
ma que los genes ancestrales de clase Il fueron
organizados en su estructura final con anteriori-
dad a la evolucién de las especies.’*%

b) La interaccion TCR-péptido-MHC en el reconoci-
miento de los xenoantigenos

Los hallazgos histopatolégicos del rechazo agudo vas-
cular son caracterizados por la inflamacion del endo-
telio porcino, la isquemia focal causada por la trom-
bosis microvascular difusa consistentemente en fibrina
con infiltracién del tejido por macrofagos activados y
células asesinas naturales, siendo escasa la presencia
de linfocitos T.% Sin embargo, el reconocimiento ce-
lular alogénico tiene una base molecular en la inte-
raccion TCR-péptido-MHC. La respuesta inmune
celular es dependiente del reconocimiento especifi-
co de las moléculas o del receptor en los linfocitos
T (TCR). La unidn fisica del complejo MHC-pépti-
do al TCR inicia una serie de eventos de sefializa-
cion que finaliza con la activacién de la célula efec-
tora, la liberacion de citocinas o de los productos
citotoxicos que destruyen a las células blanco. Estas
moléculas ¢ 0 yd son polipéptidos anclados en la
membrana de los linfocitos T y estan asociados no
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covalentemente con el componente monomorfico
CDa3. Cada una de las moléculas observa una re-
gion constante y un dominio variable; este Gltimo es
codificado a través del ensamble de varios genes.
De estructura similar a las inmunoglobulinas, con
relacion a los dominios variables (Vo y V) se ob-
servan regiones hipervariables (determinantes de
complementaridad, CDR) formando el sitio de union
al péptido-MHC.5"

Por el contrario, las moléculas MHC de clase |y
Il han evolucionado para facilitar la deteccién de
péptidos distintos a los propios residentes en los
compartimientos intracelulares; aunque la organi-
zacion de los dominios extracelulares en ambas
moléculas es diferente, la presentacion de los pép-
tidos es similar a partir de una hendidura formada
por los dominios aly a2,y aly 1 parala clase |
y Il, respectivamente. En ambas moléculas, las a
hélices forman la pared del surco con el piso del
mismo creado por las ocho bandas § plegadas; sin
embargo, las caracteristicas estructurales de cada
molécula dirigen las diferencias en la union al pép-
tido en composicion de cargas peptidicas y en lon-
gitud. Los estudios por cristalografia de los com-
plejos TCR-péptido-MHC han demostrado el
reconocimiento de antigenos virales, péptidos ago-
nistas y antagonistas y el alorreconocimiento en el
rechazo de injertos en donde se acoplan la interfa-
se del TCR con el péptido unido a la molécula
MHC; pero no se han observado cambios estruc-
turales en la interaccién que puedan favorecer un
tipo de sefial o determinar diferentes sefiales de
activacion. En toda interaccion, los CDR2 de los
linfocitos a8 contactan s6lo con las moléculas
MHC, mientras los CDR1 y CDR3 con el comple-
jo péptido-MHC observando que los dominios Va
siempre estan unidos al péptido en la region N-
terminal y el dominio Vg a la C-terminal con el
TCR, estableciendo un angulo a través del sitio de
union. En los complejos TCR-péptido-MCH de cla-
se |, el angulo entre la direccion del péptido y el
eje transversal en la interfase del TCR esta entre
45y 70°y en el TCR-péptido MHC de clase Il est4

entre 70 y 80°. La superficie de contacto del TCR
es relativamente plana con una cavidad central,
mientras la superficie de la molécula MHC obser-
va dos picos; la aparente union entre esos picos
forma un espacio accesible para las particulas de
agua y de proteinas oligoméricas necesarias para
el intercambio i6nico.

Durante el reconocimiento de antigenos ex-
trafios, s6lo una tercera parte de los péptidos de
superficie estan disponibles para ser reconocidos
por los TCR. ElI TCR contacta de cinco a siete
aminoacidos en la banda de ocho residuos de los
péptidos unidos al MHC de clase | y de seis a sie-
te en la banda de nueve para las de clase Il. En
algunos casos la superficie plana del TCR contac-
ta la proyeccion de la cadena lateral de un pépti-
do; en otras, el péptido central (Y) es completa-
mente rodeado por un profundo bolsillo en la
superficie del TCR formado por los dos CDR3. El
numero de los contactos entre el TCR y el pépti-
do es limitado, lo que sugiere la reactividad cru-
zada de los aminoécidos en los cuales mas de una
secuencia peptidica puede ajustar el par TCR-
MHC, aunque en las reactividades cruzadas de
diferentes péptidos puede generar la misma se-
fial de activacion, en otros casos la simple susti-
tucion de un aminoacido puede no permitir el
contacto del par, convirtiendo una unién fuerte
en una funcién antagonista con disminucion en la
fosforilacion de proteinas intracelulares.®8

Los eventos iniciales en la cascada de sefializa-
cion consisten en la activacion de las moléculas ti-
rosinas cinasas, tales como ZAP-70y Lck, asi como
de la fosforilacion de numerosos sustratos.® La
presencia de los microdominios membranales lla-
mados “rafts” (balsas de lipidos) facilita el recluta-
miento de otras moléculas que participan en la
conduccién, amplificando la sefial comenzada en
el complejo TCR, siendo la molécula adaptadora
de union (LAT) la encargada de dirigir el evento de
sefializacién para las diferentes rutas.®*? Los even-
tos posteriores observados en la ruta de sefaliza-
cion a través del TCR consisten en la traslocacion
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de factores en el nlcleo de la célula 'y la transcrip-
cion de los marcadores de activacion, tales como
CD69 y CD25 (marcador de activacion temprana
de linfocitos y el receptor de la cadena « de inter-
leucina 2, respectivamente), también como de al-
gunas citocinas. En caso de que la maquinaria de
sefializacion sea comenzada, otras proteinas mem-
branales como CD8 y CD4 y la molécula co-esti-
mulatoria CD28 controlan la magnitud y calidad
de la respuesta por el linfocito T.6364

Por otra parte, no existen modelos xenogéni-
cos in vitro que determinen la activacion de los lin-
focitos T humanos con doble especificidad antigé-
nica. Es dificil establecer que estas células sean
capaces de diferenciar un especifico reconocimien-
to de otro con un cierto grado de activacion; sin
embargo, al analizar los efectos aditivos de la esti-
mulacion con lisozima de huevo (HEL) y con el pép-
tido del citocromo c en linfocitos T CD4+ con
especificidades para ambos antigenos, Robertson
y Evavold (1999)% observaron una reducida proli-
feracion celular con el uso de un anélogo de HEL,
el cual presentaba una sola diferencia en el ami-
noacido 59, el cual es la posicidn 8 de la estructura
del péptido HEL 50-62 unido a I-A* (N por I). Es-
tos resultados sugirieron gue la disminucion en la
proliferacién de los linfocitos T CD4+ fue depen-
diente de la especificidad por HEL y de la cantidad
de los TCR interaccionados en la presentacién. Un
TCR reconoce a los péptidos unidos a la molécula
MHC con una respuesta especifica del linfocito T,
dependiendo de las caracteristicas del ligando.
Péptidos antagonistas y parcialmente agonistas han
sido identificados en diferentes sistemas receptor-
ligando.%¢ Estos péptidos son generados a partir
de una simple sustitucion de algtin aminoéacido en
el punto inmunogénico que interactta con el TCR.
Los péptidos antagonistas pueden estimular a una
subserie de linfocitos T con eventos de activacion
parcial en la fosforilacion de la cadena & del TCR
por ZAP-70y LAT, y la disminucion en la activacion
de LcK.®” Mientras mayor sea el grado de estimu-
lacion debida a la interaccion del ligando, los even-

tos de sefializacion tardia y las funciones efectoras
de las células seran observadas en los linfocitos T
activados.®® La precisa identificacion de los pépti-
dos antagonistas en la cascada de sefializacién ini-
ciado por el TCR y que causan el bloqueo de la
activacion de Ras podra ofrecer una alternativa en
la estrategia terapéutica de la presensibilizacion de
los linfocitos T para la induccion de la no respuesta
inmunoldgica que puede resultar en una prolon-
gada supervivencia del xenoinjerto.

Asimismo, el desbalance entre las funciones
mediadas por las células Thl y Th2 son un para-
digma frecuentemente referido como una expli-
cacién de las magnitudes en las respuestas inmu-
noldgicas durante el rechazo de injertos. Las
subseries T cooperadoras han sido definidas por
los patrones de citocinas que ellas producen, aun-
que distintos marcadores de superficie celular pue-
den ser observados preferencialmente en las cé-
lulas Th (marcador de activacion temprana y
molécula quimioatrayente receptor homologo ex-
presada en las células Th2).®® Ademas, se ha re-
portado que los factores de transcripcion T-bet y
GATA-3y las proteinas Tec y Itk de la familia de las
tirosina cinasa controlan el proceso de diferencia-
cion de las subseries Th. Asimismo, la identifica-
cion de las actividades agonistas y antagonistas de
las moléculas quimioatrayentes producidas por las
células Th, las cuales regulan la migracion leucoci-
taria en la inflamacion e inmunidad.”-"

Conclusiones

Una caracterizacion molecular de los eventos que
conducen la interaccion de los leucocitos huma-
nos con el endotelio porcino en un ambiente pro-
coagulante es esencial para entender la patogéne-
sis del rechazo de 6rganos vascularizados mediado
por células y cédmo estos hallazgos pueden diferir
de lo observado en alotrasplantes. Para evitar el
rechazo del xenoinjerto, deberan ser establecidas
nuevas estrategias en la terapia clinica con el pro-
posito de inhibir la interaccion especifica de los
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leucocitos en el endotelio porcino, asi como la
inmunosupresién de las subseries celulares acti-
vas. El apropiado uso de las drogas inmunosupre-
soras, de anticuerpos monoclonales dirigidos ha-
cia los receptores de adhesion, de proteinas de
fusion quimérica dirigidas a la adhesion de inmu-
noglobulinas, de fragmentos extracelulares solu-
bles recombinantes anti-receptores, de péptidos
mimeéticos y glicomiméticos utilizados en los mo-
delos animales, asi como del uso de cerdos trans-
génicos, permitira al proceso del xenotrasplante
ser una realidad clinica para los pacientes que lo
requieran.
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