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CITOQUINAS REGULADORAS DE LA RESPUESTA AL TRASPLANTE RENAL ALOGENICO
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Resumen La aceptacion o el rechazo del rifién alogénico dependen principalmente de la respuesta inmune y
de su compleja regulacién en la cual la red de citoquinas y otros mediadores juegan un importante
papel. Actualmente, la biopsia renal es, a pesar de lo invasor del procedimiento, la herramienta de mayor utili-
dad para el control del rechazo al trasplante y el diagndstico de las nefropatias asociadas. Por ello, es de gran
interés encontrar métodos alternativos para el diagnéstico. La evaluacion de citoquinas reguladoras de la res-
puesta inmune es un procedimiento sencillo y de bajo costo que podria ser de utilidad para incrementar la sen-
sibilidad de la deteccién de diferencias polimérficas, para pronosticar la aceptacion del trasplante y para la
deteccion precoz del rechazo. Los estudios recientes sugieren que la produccion exagerada de mediadores pro-
inflamatorios, incluyendo a citoquinas Th1l, seria desventajosa para la sobrevida del trasplante, mientras que la
produccion de citoquinas reguladoras anti-inflamatorias, como la interleuquina (IL)-10 y el factor de crecimiento
tumoral (TGF)-B, seria beneficiosa. En las primeras etapas, la respuesta Thl puede incrementar la actividad
citotoxica y la deteccién de moléculas citotoxicas esta asociada al rechazo agudo. Luego podria ser mas im-
portante considerar el balance entre la produccién de mediadores pro- y anti-inflamatorios y la regulacién de
sus niveles. Asi, el TGF-f3 es también fibrogénico y su excesiva produccion local puede contribuir al dafio re-
nal. Por otro lado, el incremento de la produccion de IL-10 en respuesta al estimulo alogénico seria, en la mayoria
de los casos, un marcador importante para pronosticar la aceptacién prolongada.
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Abstract Regulatory cytokines in the response to the allogeneic renal transplant. The outcome of the
kidney allograft mainly depends on the immune response and on its complex regulation, where the
cytokine network and other mediators play an important role. At present, kidney biopsy is the most useful tool
for monitoring the transplant rejection and the diagnosis of the associated nephropathies, in spite of the
invasiveness of the procedure. Thus, it is of great interest to find alternative tools for diagnosis. The evaluation
of regulatory cytokines is a simple procedure of low cost that could be useful to increase the sensitivity of the
detection of polymorphic differences, to predict the graft acceptance and for the early detection of rejection.
Recent studies suggest that the high production of pro-inflammatory mediators, such as Thl cytokines, could
be detrimental, whereas the production of anti-inflammatory regulatory cytokines, such as interleukin (IL)-10 and
tumor necrosis factor (TGF)-$3, could be beneficial for graft survival. In the early stages, the cellular cytotoxicity
is activated by the Thl response and the detection of cytotoxic molecules is associated to the acute rejection.
Later, the balance between pro and anti-inflammatory mediators and the regulation of their levels could be more
important. In this regard, TGF-B is also fibrogenic and a high local production can contribute to kidney damage.
On the other hand, the increased production of IL-10 in response to the allogeneic stimuli could be, in most
cases, an important marker of long-term acceptance.
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Actualmente, el trasplante renal es el mejor tratamiento
disponible para muchos pacientes con fallas renales ter-
minales. La sobrevida del injerto es de aproximadamen-
te el 85% un afio después del trasplante y los episodios
de rechazo agudo, aunque ocurran en la mitad de los
pacientes, ya no son la causa mas frecuente para la pér-
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dida del 6rgano®. En la mayoria de los casos el rechazo
puede prevenirse seleccionando a dadores y receptores
con las pruebas de histocompatibilidad y/o controlarse
con la terapia inmunosupresora. Sin embargo, quedan
muchos desafios a afrontar. El principal problema es el
deterioro cronico del trasplante méas que el rechazo agu-
do, aunque los episodios tempranos, particularmente los
graves y/o recurrentes, son el mayor factor de riesgo para
la nefropatia cronica del aloinjerto (CAN), sugiriendo que
el dafio inicial pone en marcha una serie de procesos
irreversibles, evidentes a largo plazo. En la mayoria de
los casos la aceptacion clinica del injerto depende total-
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mente del uso de inmunosupresores inespecificos. Esta
inmunosupresion generalizada incrementa la suscepti-
bilidad a las infecciones oportunistas y a ciertos tipos de
proliferacion maligna. Ademas, los inmunosupresores de
mayor uso, como la ciclosporina A (CsA) y el tacrolimus
(Tac), pueden causar toxicidad renal*.

En el post-operatorio inmediato se controla la funcion
renal con una serie de estudios, como la creatinina sérica,
el clearance de creatinina, la proteinuria, el sedimento
urinario y la biopsia renal o el aspirado con aguja fina
(FNAB). Estos estudios, principalmente la biopsia, per-
miten la deteccion precoz del rechazo, de la toxicidad
del tratamiento u otras nefropatias asociadas al trasplan-
te, para cuyo abordaje es fundamental la rapidez del diag-
nostico. Luego, la biopsia es una herramienta valiosa que
permite evaluar las alteraciones vasculares y glo-
merulares, la atrofia tubular, la fibrosis intersticial y los
infiltrados de células mononucleares que caracterizan al
CANZ. Sin embargo, la biopsia detecta el dafio ya ocurri-
do que es precedido por cambios iniciales en la regula-
cion de la respuesta aloinmune por la red de citoquinas y
otros mediadores. Estos cambios tempranos, como la
produccién de citoquinas, han sido objeto de una gran
cantidad de estudios en la Ultima década. Si bien hasta
el momento no se han encontrado respuestas sencillas,
los hallazgos son promisorios, por lo que se realizé una
revisién de los aportes de estos estudios para el diag-
noéstico y la comprension de la fisiopatologia del trasplante
renal.

Citoquinas

Las citoquinas son pequefias proteinas que intervienen
en la comunicacion intercelular. Tradicionalmente, se las
considera de tipo Th1 o colaboradoras para la activacion
de macréfagos (maos), o bien de tipo Th2 o colaborado-
ras para la generacion de anticuerpos, que son produci-
das por células T CD4* Thl o Th2. Por analogia, las cé-
lulas T CD8* se denominan Tcl o Tc2 segun produzcan
citoquinas Th1 o Th23 (Fig. 1). Cada grupo de citoquinas,
Thl o Th2, estimula su propia produccién e inhibe la ge-
neracién de las citoquinas del otro grupo y este efecto
cruzado puede polarizar la respuesta’. Ademas de las
citoquinas producidas por los linfocitos T con receptor
de antigeno (TCR)-0f y -y, otras células como las NK y
NKT, las células presentadoras de antigeno (APC), in-
cluyendo a las células B, dendriticas (DC) y monocitos/
m0s, asi como una gran variedad de otras células del
organismo, son una fuente importante de citoquinas que
influyen en el sesgo Th1/Th2 del conjunto del sistema
inmune.

En la etapa de induccion de la respuesta, la presen-
ciade IL-12, 1I-18 y TNF-a llevan a un sesgo Thly, cuan-
do esto no ocurre, la presencia de IL-4, IL-10 e IL-13
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inducen un sesgo Th2. En los momentos iniciales, antes
de la generacion de células T efectoras, las citoquinas
que inducen el sesgo Th1 o Th2 provienen principalmente
de APC asi como de células NK y NKT que tienen un
importante papel regulador ya que intervienen en la pro-
duccion de Il-4, IL-13 o de IFN-y.

Con estos elementos, el sesgo Thl o Th2 de la res-
puesta inmune puede ser definido funcionalmente de
acuerdo al perfil de las citoquinas producidas. Ademas,
las citoquinas influyen en la expresion preferencial de
distintos marcadores de superficie. La expresién de CD26
y LAG-3 (gen de activacion linfocitaria), que aparecen
con la proliferacion y/o activacion celular, asi como de
los receptores de quimioquinas CCR5 y CXCR3, acom-
pafian a la respuesta Thl. Por otro lado, la influencia
Th2 incrementa la expresion de CD62L y CD30 asi como
de los receptores de quimioquinas CCR3, CCR4, CCR8
y CXCR45 (Fig. 2). EI CD62L o L-selectina se expresa en
células naive e interviene en la entrada a 6rganos
linfaticos periféricos. Los receptores de quimioquinas son
serpentinas acopladas a proteina G. La expresion de
estos receptores en los leucocitos tiene importancia para
su transito entre los 6rganos linfaticos asi como para su
localizacion en los sitios de reconocimiento de los
antigenos no propios, como los de los patégenos y even-
tualmente aloantigenos.
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Fig.1.— Fuentes de liberaci6on de citoquinas. Las células Thl
murinas secretan IL-2, linfotoxina (LT) e interferén y (IFN-
y), mientras que las Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10 e IL-13“. Se han generado clones de células T huma-
nas con caracteristicas similares, pero es dificil encontrar
en ellos una dicotomia estricta que incluya a todas las
citoquinas como en el ratén. Por ello, en humanos la di-
cotomia puede limitarse a la produccién de IFN-y exclu-
yendo a la de IL-4 (Th1) o de IL-4 excluyendo a la de IFN-
y (Th2)*. Nk: natural killer.
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Fig. 2.— Expresion de marcadores de superficie estimulada
por citoquinas Thl y Th2. EI CCR5 es el receptor de
RANTES (Regulada por activacion, expresada y secretada
por células T normales), MIP-1la y -1 (proteina
inflamatoria de mos), expresado en monocitos, mos y
células Thl. EI CXCRS3 es el receptor de IP-10 (Proteina
inducida por IFN-y), I-TAC (T a-quimioatractante inducible
por IFN-y) y MIG (Monoquina inducida por IFN-y), expre-
sado en células Thl activadas. EI CCR3 es el receptor
de eotaxina en eosindfilos. EI CCR4 es el receptor de
TARC (quimioquina del timo regulada por activacion) y
MDC (quimioquina derivada de mas), expresado en célu-
las T, NK 'y DC. El CCR8 es el receptor de 1-309 (del gen
3 de activacién celular), expresado en células T y
neutréfilos. EI CXCR4 es el receptor de SDF-1a/f3 (factor
derivado del estroma), expresado en T-CD4" activadas,
DC y eosindfilos.

Las quimioquinas son una gran familia de péptidos
guimiotacticos de 8-10 kDa que se unen a uno o mas de
sus receptores. Por su funcion pueden agruparse en
inflamatorias, que se expresan en las areas de inflama-
cion tisular, u homeostéticas, que intervienen en el tran-
sito y balance de las poblaciones leucocitarias, como el
SDF-1a/p. Las principales quimioquinas inflamatorias son
la IL-8, MIP-2, GRO-a (oncogén relacionado al crecimien-
to), MCP-1 (proteina quimiotactica de mos), que reclutan
neutréfilos y mos, y la MIG, IP-10 e I-TAC que atraen
células T efectoras.

Respuesta alogénica

El sistema inmune detecta y reacciona ante diferencias
con los componentes propios, limitando el implante de
tejidos alogénicos, y la red de citoquinas tiene gran im-
portancia en la regulacion de esta respuesta. Las dife-
rencias son reconocidas en el contexto del complejo prin-
cipal de histocompatibilidad (MHC). El principal compo-
nente detectado en el tejido alogénico son las diferen-
cias en las mismas moléculas del MHC que por su fun-
cion son las proteinas de membrana méas polimoérficas
del organismo. Las diferencias polimérficas en otras pro-
teinas, denominadas antigenos menores de histocompa-
tibilidad, también pueden iniciar el rechazo.

El polimorfismo en las proteinas del trasplante no com-
patible es reconocido directa o indirectamente por las
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células T del receptor seguin que el reconocimiento ocu-
rra en las APC del donante o del receptor®. El término
indirecto no es el mas afortunado, ya que el reconoci-
miento en las APC propias es el mecanismo normal para
comenzar la respuesta inmune. Con ambos tipos de re-
conocimiento se pueden generar células que migran al
trasplante y provocan el rechazo®. Un mecanismo impor-
tante de citotoxicidad es la unién directa de las células T
efectoras al MHC clase | alogénico expresadas en el ri-
fién trasplantado. El dafio es producido principalmente
por las células T CD8* citotdxicas que pueden liberar a
los tejidos perforinas y granzimas implicadas en el me-
canismo citolitico’.

La via indirecta de reconocimiento tiene mayor contri-
bucién que la directa en la induccién del rechazo. Des-
pués de por lo menos 8 afios del trasplante, se compara-
ron las respuestas al alorreconocimiento directo e indi-
recto en un grupo de pacientes con buena funcion renal
y en otro con CAN. En ambos grupos disminuye la fre-
cuencia de precursores T CD4* asi como la citotoxicidad
linfocitaria (CTL) especifica contra las células del donan-
te, generada por el reconocimiento directo, en el cultivo
mixto (MLC) unidireccional. El alorreconocimiento indi-
recto fue evaluado como la frecuencia de células T CD4*
del receptor que reconocen a los aloantigenos en sus
propias APC preincubadas con membranas celulares del
donante. En este ensayo, sélo los pacientes con CAN
incrementan la reactividad contra el donante®.

Produccién de citoquinas en respuesta al
rindn trasplantado

Los primeros infiltrados leucocitarios en el injerto son in-
ducidos por el dafio asociado a la cirugia y a la isquemia/
reperfusion. En modelos experimentales, las células del
endotelio y parénquima del injerto producen citoquinas
inflamatorias, como TNF-a e IL-1, a los pocos minutos
de la reperfusién. Estas citoquinas estimulan a las célu-
las endoteliales a liberar quimioquinas, como IL-8, GRO-
o, MIP2 y MCP-1, que atraen a neutréfilos y mOs. El TNF-
a y la IL-1 también incrementan la expresion del MHC y
de moléculas de adhesion en el endotelio vascular. Este
proceso tiene mayor intensidad en érganos provenien-
tes de cadaveres que de donantes vivos®. La reaccion
inflamatoria inicial, que depende de factores asociados
a la cirugia, puede ser controlada o bien amplificarse en
el caso que diferencias polimérficas fueran reconocidas
por linfocitos T de estos infiltrados tempranos, en cuyo
caso también se amplifica la produccién de mediadores.

Tradicionalmente, se ha trabajado con la hipotesis de
gue las citoquinas Thl tienen un papel en el rechazo a
trasplantes, mientras que su aceptacion requiere el pre-
dominio de citoquinas Th2. Sin embargo, la expansion
de las poblaciones Thl o Th2 no ocasionan inevitable-
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mente el rechazo o la tolerancia'®. En parte puede expli-
carse por la escasa delimitacion de la dicotomia Th1/
Th2 de las citoquinas humanas, aunque probablemente
se deba a la falta de polarizacién de la respuesta que se
observa tanto en humanos como en modelos experimen-
tales. Ultimamente, las evidencias parecen indicar que
el rechazo se acompafia de diversos componentes
inflamatorios que incluyen a citoquinas pro-inflamatorias
Thl. Asi, la produccién exagerada de citoquinas Thl y
mediadores pro-inflamatorios en respuesta al estimulo
alogénico especifico estaria generalmente asociada a
una disminucion de la sobrevida del injerto (Tabla 1). Por
otro lado, la aceptacioén o el control del rechazo esta re-
lacionada con el incremento de expresién de mediado-
res anti-inflamatorios. En términos generales, esto es
valido para el rechazo agudo y el crénico, aunque en
ambos casos los procesos inflamatorios asociados pa-
recen diferir en la cinética e intensidad asi como en la
composicion celular.

En los episodios de rechazo agudo se ataca al injerto
por varios mecanismos, incluyendo la citotoxicidad celu-
lar directa y el dafio mediado por complemento?. Duran-
te el rechazo predominan las citoquinas Thl proinfla-
matorias?®. La relacién IFN-y/IL-5, en PBMC estimulados
con mitdgenos, incrementa con el rechazo y en menor
medida también en otras disfunciones renales como las
causadas por infecciones, toxicidad por drogas u obs-
trucciones??. El IFN-y parece tener un efecto dual; en el

TABLA 1.— Evaluacion de mediadores en pacientes
trasplantados y su relacién con el rechazo agudo y crénico
asi como con la disfuncién renal

Incremento de: Evaluado en: Relacionado con:

IFN-y FNAB renal Rechazo'!

IFN-y/IL-5 PBMC Rechazo agudo y
disfuncion renal*?

IL-2/IL-15 Células epiteliales Rechazo agudo*®

renales

Perforina/ Orina Rechazo agudo” 4

Granzima

IL-6 Biopsia/orina Disfuncién renal®®

sIL-6R Orina Disfuncién renal®

SICAM-1 Suero/orina Rechazo agudo!’

sCD30 Suero Disfuncién renal®®

TGF-B Biopsia/orina Presencia® o ausencia®
de CAN

TGF-B PBMC Tolerancia?*

IL-10 PBMC Regulacion de la

respuesta anti-aloinjerto*

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica; CAN: Nefropatia
crénica del aloinjerto; FNAB: Aspirado con aguja fina
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trasplante experimental de rifién incrementa la expresion
del MHC, facilitando la deteccion del polimorfismo, pero
por otro lado disminuye la trombosis y necrosis inicial?2.
La sintesis de IFN-y requiere IL-2 o factores con activi-
dad semejante, como la IL-15, que también activa a las
células T-CD8*, NK y NKT. En el rechazo agudo puede
incrementar la IL-15 sin modificaciones de IL-23. Las
células del epitelio tubular podrian jugar un importante
papel en el dafio renal ya que sintetizan IL-15 y esta pro-
duccién es activada por IFN-y*=.

Las células NK y NKT pueden intervenir en el recha-
Z0, ya que son productoras de IFN-y o de IL-4. Sin em-
bargo, también pueden colaborar con la induccién de
tolerancia. Las células NK, CD56", pueden ejercer una
actividad citotdxica indiscriminada que es bloqueada por
la presencia de componentes propios. Por su parte, las
células NKT clésicas expresan el TCR-a3 y CD56. A di-
ferencia de los linfocitos tradicionales, su TCR reconoce
antigenos glicolipidicos presentados por CD1, una mo-
Iécula con estructura y funcién similar a las del MHC Cla-
se | que no esta codificada en el MHCZ. El TCR de la
mayoria de las NKT coexpresan la combinacion Va-Ja
no variable, con Val14-Ja281 en el ratén y sus cadenas
homdlogas Va24-JaQ en los humanos. En ratones defi-
cientes en Val142* 0 en CD1% se determiné que las célu-
las NKT inducen tolerancia a los drganos trasplantados.

Algunas citoquinas Th2, como la IL-6, pueden ser me-
diadoras de reacciones inflamatorias. La IL-6 secre-tada
por las células mesangiales, interviene en el proceso in-
flamatorio glomerular e intersticial en el rifién trasplanta-
do. En los procesos inflamatorios agudos la IL-6 puede
disminuir la acumulacién de neutréfilos favoreciendo la de
monocitos. Cuando este proceso es inducido en focos in-
fecciosos, el cambio resuelve el proceso inflamatorio e
induce la respuesta inmune especifica®. En el caso del
trasplante el proceso continuaria, ya que no se elimina al
inductor. En los procesos inflamatorios renales, aun en
los causados por infecciones génito-urinarias, incrementa
la excrecion urinaria de IL-6%. Por ello, la deteccion de IL-
6 en la orina de los trasplantados es un indicador inespe-
cifico pero precoz de alteraciones renales®. La IL-4 tam-
bién parece tener un papel en el dafio al injerto renal, ya
gue los pacientes tratados con anticuerpos anti-lL-4 me-
joran el cuadro clinico del rechazo tardio?.

Algunas infecciones estimulan la produccion de me-
diadores inflamatorios con alteracion de la funcién renal.
La infeccién con citomegalovirus (CMV) es una de las
principales complicaciones del trasplante, ya que la
inmunodepresion facilita tanto la infeccion primaria como
la reactivacion de la infeccién latente, y en ambos casos
se detectan antigenos de CMV plasmaticos. En los tras-
plantados con antigenemia incrementa IL-8, MIP-1q,
MCP-1, la molécula de adhesion vascular soluble
(sVCAM)-1, la molécula de adhesién intercelular soluble
(sICAM)-1 y s-L-selectina. Los niveles de estos media-
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dores inflamatorios correlacionan con la antigenemia y
disminuyen con el tratamiento con ganciclovir. Con la
antigenemia también incrementa el TNF-a y la IL-10,
aunque en los enfermos la relacion TNF-a/IL-10 es ma-
yor que en los asintométicos. Como resultado, en la in-
feccién con CMV hay infiltrados leucocitarios en varios
organos incluyendo el rifion®. Por otro lado, en la activa-
cion de células T periféricas® inducida por CMV se pro-
duce un tipo efector de fenotipo CD3*LFA-1ane con alta
capacidad inflamatoria pero bajo potencial citotdxico. Esta
actividad inmune persistente es incapaz de eliminar al
virus pero puede producir disfuncion en el trasplante®.

Los mediadores inflamatorios contribuyen a incremen-
tar la expresion de ICAM-1 en la pared endotelial, con la
consiguiente acumulacién leucocitaria. En el rechazo
agudo hay ademéas un aumento de sICAM-1 en suero y
orina®’.

La citoquinas Th2 también incrementan la expresién
de algunos marcadores de superficie como el CD30 (o
Ki-1), un miembro de la familia de receptores de TNF. La
estimulacion de CD30, que a su vez incrementa la ex-
presion de ICAM-1, puede iniciar la localizacion de infil-
trados inflamatorios®. Normalmente, el CD30 se expre-
sa preferentemente en células CD4* y CD8* activadas,
secretoras de citoquinas Th2. El ligando de CD30 es el
CD153, una glicoproteina de la familia del TNF expresa-
do en células T activadas, B y monocitos. EI CD30 es
clivado enziméaticamene de la superficie celular con libe-
racion a la circulacién de una forma truncada soluble
(sCD30). La interaccion CD30-CD153 desencadena se-
fiales que llevan a la muerte celular y esta interaccion es
bloqueada por el sCD30. Los niveles séricos elevados
de sCD30 anteriores al trasplante estan relacionados con
disminucion de la sobrevida del rifidén injertado®®. Sin
embargo, parte de este aumento puede ser inducido por
la hemodialisis, que por otro lado disminuye sCD26%. El
sCD30 sérico incrementa, ademas, en las infecciones
con el virus de la hepatitis B,

En el rechazo al trasplante, los mos y DC intervienen
en la etapa de presentacion de aloantigenos asi como
en la fase efectora del rechazo. En la fase efectora, los
monocitos/mas activados por citoquinas Thl liberan TNF-
o e incrementan la expresion de la sintetasa de 6xido
nitrico inducible por IFN-y (iNOS), produciendo principal-
mente Oxido nitrico, mientras que en un entorno de me-
diadores anti-inflamatorios los mos generan predominan-
temente arginasa e IL-10%.

Las citoquinas son liberadas por varios tipos celula-
res, ademas de las células del sistema inmune. Por ejem-
plo, las células mesangiales pueden producir IL-12 en el
rifidén y colaborar con el sesgo Th1%.

El dafio a células endoteliales ocasionado por la re-
accion inflamatoria inducida por otros estimulos ademas
del alogénico, como la infeccion con CMV, puede pro-
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mover la sintesis de anticuerpos anti-endotelio en el tras-
plante renal®.

Las drogas inmunosupresoras utilizadas para impe-
dir el rechazo afectan al sistema inmune y otros siste-
mas alterando la generacion de citoquinas. En las sema-
nas inmediatas luego del trasplante se administran do-
sis altas de glucocorticoides que bloquean la reaccion
inflamatoria y la induccién de citoquinas Th1%. La CsA
inhibe la respuesta alogénica ya que bloquea la sintesis
de IL-2 y la expresion de su receptor. Por otro lado,
incrementa la produccion de TGF-B y la expresion de su
receptor® potenciando la supresion que ejerce el trata-
miento.

La administracion prolongada de inhibidores de la
calcineurina, especialmente la CsA, puede causar dafio
renal. Los efectos nocivos pueden mitigarse o evitarse al
disminuir o suspender la administracién de CsA y reem-
plazarla por otros inmunodepresores, como Tac (o
FK506), mofetil micofenolato (MMF) o rapamicina. El Tac
suprime preferentemente la produccion de citoquinas
Th1%* e inhibe las funciones del receptor de TGF-%*. En
el rechazo crénico del trasplante renal el reemplazo total
o parcial de CsA por otros farmacos mejora considera-
blemente la funcién renal. Luego de 3 meses de reem-
plazar a la CsA por Tac, se observo que el Tac es alta-
mente efectivo para bloquear la expresion de ligandos
coestimulatorios y moléculas de adhesion de la respuesta
Th1, como CD40L, CD28 e ICAM-1, asi como la activi-
dad de T CD4"* colaboradora para la formacion de
anticuerpos®t. Al evaluar la produccién de citoquinas
reguladoras en respuesta al estimulo alogénico se en-
contr6 que los pacientes con rechazo crénico del tras-
plante renal tratados con CsA o Tac fueron capaces de
incrementar la produccion de IL-10, mientras que los ni-
veles de TGF-B no se alteran con ambas terapias®.

El curso de la respuesta inmune puede ser también
influenciado por la historia individual de la inmunidad ad-
quirida. Algunas infecciones virales inducen células de
memoria especificas para el patdbgeno capaces de reco-
nocer moléculas del MHC alogénico. En modelos experi-
mentales, esta poblacién T de memoria inhibe la induc-
cion de tolerancia. Por ello, los ratones expuestos pre-
viamente a ciertas infecciones virales son refractarios a
la induccidn de tolerancia y rechazan el aloinjerto®.

Factores no-inmunoldgicos pueden ademas contribuir
al dafio del tejido trasplantado al disparar procesos
inflamatorios locales o sistémicos que amplifican a los
elementos especificos del alorreconocimiento.

Expresion de quimioquinas y sus receptores

La localizacion de los infiltrados leucocitarios en el re-
chazo depende de varios agentes quimiotacticos, como
componentes del complemento, leucotrienes, factor
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TABLA 2.— Quimioquinas y sus receptores en el
trasplante renal

« Incremento de la expresion de ligandos de CCR5 en el
rechazo agudo y crénico?.

« Elincremento de CCR5 y sus ligandos, asi como de IP-
10 (ligando de CXCR3), en ausencia de CCR3 y CCRS,
indican rechazo renal por una respuesta tipo Th14.

« Disminucién del rechazo en receptores de rifibn con
CCRA32%,

« El bloqueo de los receptores de RANTES disminuye el
infiltrado de células mononucleares y su activacion en el
trasplante experimental de rifién*’.

activador de plaquetas, pero principalmente de algunas
citoquinas quimiotacticas para leucocitos o quimioguinas.
Recientemente se ha demostrado la patogenicidad de
las quimioquinas en diferentes nefropatias asi como en
el rechazo agudo y crénico del trasplante renal. La libe-
racion de quimioquinas seria responsable de los infiltra-
dos inflamatorios Th1 en el rifién. La Tabla 2 resume al-
gunos estudios de quimioquinas y sus receptores. La
produccién de quimioquinas podria ser estimulada por
el TNF-a que es clave en el proceso inflamatorio que
lleva al rechazo agudo. El TNF-a estimula la produccion
de MCP-4, asi como la fractalquina (ligando de CX3CR1)
en el epitelio tubular del rifién y podria provocar la locali-
zacion de monocitos/mos®.

El CCRS5 es el receptor de RANTES; MIP-1a y MIP-1(3
gue se expresa en monocitos/mos y de células Thl. La
expresion de ligandos de CCR5 incrementa tanto en el
rechazo agudo como en el crénico®. Algunas personas
tienen una variable inactiva por delecion de 32 pares de
bases del gen que codifica al CCR5 (CCR5A32). Esta
caracteristica genética poco frecuente fue originalmente
explorada en la infeccién con el virus de la inmuno-defi-
ciencia (HIV), donde la expresion de CCR5A32 impide la
penetracion viral e incrementa la resistencia a la infec-
cién. Luego se encontrd que el rechazo es muy raro en
los trasplantados renales con CCR5A32%. Actualmente
se estan desarrollando inhibidores de CCR5 para blo-
quear la infeccion con HIV* que también podrian ser de
utilidad para facilitar la aceptacion del trasplante
alogénico.

Mediadores anti-inflamatorios

En la induccién de toda respuesta inmune, incluyendo la
alogénica, también se inducen mecanismos de control.
Estos son de gran importancia ya que los mecanismos
citotoxicos contra los componentes ajenos son capaces
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de dafiar a los tejidos propios. Asi, el trasplante también
puede generar células T tolerogénicas especificas que
evitan el rechazo® y células Th2, productoras de IL-4 e
IL-10, reguladoras de la respuesta aloinmune Th15%. En
receptores estables de rifién no se inducen células T
citotéxicas contra el donante, aunque se detecten célu-
las T citotoxicas contra células con otro HLA no relacio-
nado®. Esta falta de respuesta especifica en el ensayo
de CTL contrasta con el incremento de la linfoproliferacion
con las células del donante observado en el MLC52. Ade-
mas, en pacientes que abandonan la terapia
inmunodepresora y permanecen estables se observa in-
hibicion de la respuesta alorreactiva especifica in vitro
gue depende de la presencia de TGF-B y de IL-10%.

La IL-10 y el TGF-[3 son los principales componentes
anti-inflamatorios en la respuesta alogénica cuya produc-
cién estaria relacionada con la mayor sobrevida del ri-
fibn. Ambos disminuyen la respuesta Thl y la liberacion
de mediadores inflamatorios. Los ratones que carecen
del gen para IL-10 o para TGF-B desarrollan esponta-
neamente un cuadro inflamatorio grave®,.

La IL-10 fue descripta originalmente como un factor
inhibitorio de la produccion de citoquinas Thl. Es ade-
mas un factor de gran importancia para la sobrevida y
diferenciacion de células B. Es producida principalmen-
te por monocitos activados y células T, también por otros
tipos celulares, como células B CD5* y queratinocitos. El
tratamiento con IL-10 recombinante humana induce su-
presion generalizada, la disminucion de los infiltrados de
células Ty mos, inhibicion de la actividad de NF-kB asi
como disminucion de la liberacién de IL-12 y TNF-a en
monocitos®*. También inhibe la activacion y adhesién
leucocitaria asi como la induccién de iINOS®.

En humanos, tanto la produccién endégena como la
administracion de IL-10%, tiene un efecto predominante-
mente anti-inflamatorio, aunque en algunos casos pue-
de ser pro-inflamatorio®*. La administracion de IL-10 pue-
de incrementar la liberacion de IFN-y, IP-10 y otras
monoquinas estimuladas por el IFN-y, asi como la activi-
dad de CTL y NK y, por consiguiente, de los niveles de
granzima B®'. Esto podria explicar el incremento de IL-
10 en algunos casos de rechazo agudo®.

El TGF-B regula tanto la respuesta inmune como di-
versos procesos biolégicos, incluyendo la proliferacién y
diferenciacion celular asi como el depdsito de matrix
extracelular. Ademéas de ser modulada por el sistema
inmune, la produccion de TGF-f3 es estimulada por el
sistema renina-angiotensina, por estimulos -adrenér-
gicos y por la vitamina D3%. La angiotensina Il induce la
producciony secrecion de TGF-3 en células mesangiales.
Por ello, en el CAN, los antagonistas del receptor de
angiotensina Il, como el losartan, disminuyen el TGF-3
sin afectar la respuesta alogénica®.

El TGF-B tendria un papel dual en la nefropatia créni-
ca, ya que actlia como un inmunodepresor, pero tam-
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bién puede causar dafio renal. Su incremento, que pue-
de detectarse en las biopsias, podria ser el resultado de
la produccion local de TGF- por varios tipos celulares,
ademas del sintetizado por los leucocitos, como células
T y monocitos, localizados en el rifidn®*. El TGF-$3 puede
ser producido por las células del musculo liso de la pa-
red vascular, mesangiales, endoteliales, condrocitos,
células endoteliales, fibroblastos intersticiales y tubulares,
etc. Esto explicaria su incremento urinario sin variacién
de los niveles séricos observados en el CAN®. Sin em-
bargo, no en todos los estudios se encontré que el incre-
mento de TGF-f3 en la biopsia fuera de mal prondstico. En
un analisis retrospectivo de biopsias tomadas durante el
rechazo agudo en pacientes que progresaron o no hacia
el CAN se observaron mayores niveles de TGF-3 en los
que posteriormente no presentaron nefropatia®.

A fin de establecer la relacion entre el dafio renal y la
produccién de TGF-f3 es de gran importancia la eleccion
del material a evaluar. Su deteccion en biopsias y en
orina estaria directamente relacionada con el dafio re-
nal, pero los niveles circulantes de TGF-p varian con la
activacion plaquetaria®®. Por otro lado, la liberacion
leucocitaria de TGF-3 en respuesta al estimulo alogénico
estaria relacionada con la tolerancia y la regulacién de la
respuesta al trasplante?.

Tanto el TGF-p como la IL-10 jugarian un papel en el
control de la respuesta alogénica Thl. En algunos mo-
delos murinos, la aceptacion espontanea del rifidn
alogénico depende del TGF-By no de la IL-10%. En otros
casos, la administracion de IL-10 disminuye el dafio re-
nal®®. En humanos, la regulacion de la respuesta anti-
aloinjerto depende de la liberacién de IL-10 y TGF-pZ.

La mayor parte de lo descripto para citoquinas en el
trasplante renal es valido para los trasplantes de otros
drganos sélidos, como el higado®: .

Perspectivas

La capacidad para producir citoquinas varia entre indivi-
duos. Esta variabilidad depende del polimorfismo en la
region reguladora de los genes que codifican a las
citoquinas y puede estar asociada a la evolucion del tras-
plante. Varios estudios corroboran la ventaja de la pre-
disposicién genética para producir altos niveles de IL-4 e
IL-10%° y la baja generacion de IFN-yy TNF-a™ ™ para la
aceptacion del trasplante. La capacidad de producir ni-
veles altos de determinado grupo de citoquinas alertaria
sobre la posibilidad de incrementar o disminuir las dosis
de supresores. Considerando los efectos adversos del
tratamiento supresor, la determinacion de la capacidad
de producir citoquinas podria emplearse para disefiar tra-
tamientos adaptados a las necesidades individuales.
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TABLA 3.— Métodos de estudio de las citoquinas
empleados en el trasplante renal

« Localizacién tisular de las proteinas por inmunohistoquimica

« Determinacién del mARN de las citoquinas o del poli-
morfismo en el ADN de los genes que las codifican por
varias técnicas de PCR

« Recuento de células productoras de citoquinas por
Citometria de flujo o ELISPOT

« Medida de las proteinas por diferentes técnicas de ELISA

Material biolégico:

- Biopsias o FNAB

« Sobrenadante del cultivo del FNAB

e Plasma, suero

e Orina

« Sobrenadante del cultivo mixto donante-receptor

« Sobrenadante de PBMC estimuladas por mitégenos
inespecificos o por antigenos alogénicos, ya sea del
donante o de un panel de controles

La inmunohistoquimica puede hacerse semi-cuantitativa con
microscopia confocal. El estudio de las citoquinas en el sobrenadante
de cultivos de FNAB puede ser considerado una variable del MLC
(cultivo mixto).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Las citoquinas u otros mediadores pueden ser detec-
tados en diferentes fuentes por una gran variedad de
métodos (Tabla 3) y tanto la fuente de las citoquinas como
el ensayo para medirlas tienen gran importancia para la
interpretacion de los resultados. La determinacién de
citoquinas puede llegar a superar la sensibilidad del MLC
para detectar diferencias polimoérficas alogé-nicas. Por
ejemplo, se encontré que la evaluacion de células pro-
ductoras de IFN-y por ELISPOT puede detectar diferen-
cias en antigenos menores entre donante y receptor, no
halladas por el MLC ni por la determinacion de la fre-
cuencia de precursores de T colaboradoras o de CLT™.

En muchos casos el rechazo se detecta por el infiltra-
do de leucocitos mononucleares en las biopsias. Sin
embargo, cuando los infiltrados son pequefios es dificil
tomar una decision ya que también se pueden presentar
sin rechazo. En estos casos, la deteccién simultanea de
perforina, granzima B y ligando de FAS indica rechazo
agudo, inclusive en casos con muy poco infiltrado’. Ade-
mas, en la mayoria de los casos la deteccion urinaria del
MRNA de perforina y granzima permite realizar el diag-
noéstico de rechazo agudo®.

La determinacion de la produccion de citoquinas abre
nuevos horizontes en los estudios de la fisiopatologia
renal y, de mayor utilidad a mediano plazo, para agilizar
el diagndstico no invasivo de la funcion renal.
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