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I. INTRODUCCIO

La insuficiencia renal cronica (IRC) és una patologia d’incidéncia creixent i en
conseqiiéncia, els requeriments de tractament substitutiu renal séon també cada cop
majors a les societats occidentalitzades (1). El trasplantament renal €s el tractament
substitutiu d’eleccid en els pacients que desenvolupen IRC terminal, aportant una major
supervivéncia (2), qualitat de vida i és menys cosotosa que la resta de terapies
substitutives renals (3).

Des de que al 1954 es realitza el primer trasplantament renal reeixit fins a I’actualitat,
s’ha recorregut un cami molt llarg. El trasplantament renal ha passat de ser una terapia
anecdotica i exclusiva, practicada solament en casos molt seleccionats, a fer-se de forma
rutindaria com a tractament electiu als centres hospitalaris.

Els resultats del trasplantament renal a curt termini han millorat de forma significativa
en els darrers quinze anys, assolint una taxa de supervivencia de ’empelt de quasi el

95% durant el primer any del trasplantament (www.unos.org). Es evident que I’aveng

significatiu en el coneixement dels mecanismes de la resposta immunitaria ha permes
I’elaboracié de noves drogues immunosupressores, cada cop més selectives dirigides
sobre dianes especifiques i claus en 1’activacio de la resposta immunologica (Figura 1).
Entre aquests farmacs cal destacar ’aparicid durant les deécades dels 80 i 90 dels
inhibidors de la calcineurina (ciclosporina i tacrolimus) i 1’antiproliferatiu micofenolat
mofetil, i a partir del 2000 els inhibidors de m-TOR (mamalian target of rapamycin) i
les noves formulacions de 1’acid micofenolic aixi com nous anticossos monoclonals i
policlonals utilitzats com a terapia d’induccid. Amb ells, s’aconsegui una reduccid
significativa dels episodis de rebuig agut cel-lulars, passant d’una incidéncia del 30-40%

a una incidéncia actual entre el 10-15%. Malgrat tot, 1’aparicié inexorable de disfuncio



cronica de ’empelt, que es tradueix histologicament en lesions inespecifiques de fibrosi
intersticial 1 atrofia tubular, 1 la mort del pacient essencialment degut a malaltia
cardiovascular i al cancer, ambdues causes paradoxalment relacionades a 1’us cronic
d’aquestes potents terapies immunosupressores, han fet que la supervivéncia de I’empelt
renal a llarg termini no s’hagi incrementat en els darrers 15 anys tal i com s’hauria
esperat. De fet, aproximadament el 50-60% d’empelts renals es perden al voltant dels 10
anys després del trasplantament (4). Aquest fet t¢ unes conseqiiencies cliniques,
econdomiques i emocionals enormes tant pel malalt com també a nivell de recursos
sociosanitaris, incloent-hi el retorn del pacient a dialisi, la nova inclusié en la llista
d’espera per a un retrasplantament aixi com 1’increment del risc de mort del pacient. Per
tant, malgrat les noves estratégies terapeutiques immunosupressores aparegudes en les
darreres dues decades, no s’ha pogut evidenciar un impacte significatiu en la
supervivencia de I’empelt a més llarg termini.

Es per aquest motiu que sorgeix en els darrers anys una corrent de pensament, cada cop
més majoritaria entre la comunitat cientifica, que es postula a favor d’intentar preparar o
programar al sistema immunoldgic per assolir un estat d’hiporesposta o tolerancia
immunologica especifica enfront el donant, amb la finalitat de poder reduir o fins i tot
en casos seleccionats, eliminar totalment el tractament immunosupressor d’una forma
segura. Per assolir aquest objectiu pero, és essencial disposar de marcadors biologics i
eines de monitoratge de la resposta immunologica amb prou sensibilitat 1 especificitat
que ens permetin coneixer 1’estat funcional d’aquesta resposta d’'una manera dinamica 1

en els diferents periodes evolutius del trasplantament.



El sistema immunologic esta programat epigencticament per a defensar 1’organisme de
patogens (antigens) externs, perd en canvi tolerar o recongixer com a propis els antigens
d’un mateix. Aixi, el trasplantament renal es pot entendre com un insult al sistema
immunologic que provocara ineludiblement la seva activaci6 i resposta al llarg de tot el
temps que perduri el trasplantament. Aquest procés, complex i altament especialitzat,
anira incidint i lesionant ’empelt en major o menor mesura segons el diferent grau
d’activaci6 de la resposta immunologica enfront els al-loantigens corresponents.

L’aparici6 de disfuncio cronica de I’empelt es desenvolupa degut a multiples insults que
van incidint i lesionant 1’0rgan de forma continua i progressiva al llarg del temps,
traduint-se finalment a nivell histologic amb 1’aparici6 de fibrosi inespecifica i
generalitzada de I’empelt. Classicament, tots aquests factors €és categoritzen segons si
tenen relaci6 o no amb D’activacié de la resposta immunologica. Entre els factors que
incideixen independentment de la resposta immunologica trobem principalment les
lesions preexistents del donant, la necrosi tubular aguda, el dany per isquémia-
reperfussio, la hipertensio arterial, el reflux vesico-ureteral i les infeccions urinaries de
repeticié aixi com el dany per D’efecte nefrotoxic dels farmacs inhibidors de la
calcineurina (5). Totes elles son etiologies identificables i per tant potencialment
modificables a la practica clinica diaria. Per altra banda, es troben les lesions que es
produiran per 1’activacio de la resposta immunologica donant-especifica. Tots aquests
factors patogenics conflueixen en una mateixa lesio histologica inespecifica que
actualment reb el nom de fibrosi intersticial i atrofia tubular (IF/TA) (6). Aquesta
entitat, pot anar acompanyada o no de certes lesions que indirectament ens orientin a un
potencial origen immunologic del dany. En aquest sentit, certes lesions estructurals molt
especifiques com 1’aparici6 de dobles contorns a nivell de la membrana basal

glomerular o la multilaminacié de la membrana basal tubular juntament amb diposits de



la fracci6 del complement C4d de forma difusa a nivell dels capil-lars peritubulars ens
orientarien a un dany histologic mediat per un mecanisme immunologic humoral. En
canvi, les lesions relacionades amb un dany vehiculitzat per un mecanisme efector
cel-lular son escasses o molt inespecifiques, basicament associats a la preséncia

d’infiltrats mononuclears (6).

En la practica clinica actual, el monitoratge del risc immunologic d’un pacient enfront al
donant es centra exclusivament en la vessant efectora humoral, mitjangant la deteccio
d’anticossos circulants contra els antigens del complex major d’histocompatibilitat
huma (HLA). Paradoxalment pero, el mecanisme efector cel-lular o mediat pel limfocit
T, diana de la practica majoria dels farmacs immunosupressors, no ¢s avaluat en cap
moment del trasplantament. L’estudi diagnostic de la disfuncio tant aguda com cronica
de "empelt es basa essencialment en 1’avaluacié de parametres clinics com la funcio6
renal (canvis en la creatinina sérica o filtrat glomerular i nivells de proteintria), els
nivells plasmatics dels farmacs immunosupressors i 1’estudi histologic de I’empelt. Cap
d’ells perd permet coneixer de manera fidedigne 1’estat de la resposta immunologica
donant-especifica d’una forma funcional i dinamica.

Aixi, la recerca i estudi de biomarcadors immunologics sensibles i especifics que
representin d’una forma dinamica D’estat de 1’al-loresposta donant-especifica en
diferents periodes del trasplantament ¢s de vital importancia per poder plantejar una
estratégia terapeéutica individualitzada dirigida a incrementar o reduir el tractament
immunosupressor de forma segura. Actualment, son molts els esfor¢os centrats en el
desenvolupament de noves aproximacions que permetin prediure o descriure 1’evolucid
de ’empelt després del trasplantament i que ens permetin destriar els principals factors

desencadenants de disfunci6. Entre ells, s’inclouen la caracteritzacidé especifica



d’anticossos circulants en sang perifeérica mitjancant diferents técniques diagnostiques
(7), I’'ts de marcadors solubles o de superficie cel-lular (tant proteines com gens) tant a
sang periférica com en orina (8). També, més recentment diversos grups han mostrant
un important interés en la recerca de determinats perfils genétics i/o patrons d’expressio
proteica a diferent nivells biologics (sang, orina i fins i tot en el teixit de I’empelt) que
permetin ser utilitzats com a marcadors de dany histologic de ’empelt amb un origen
immunologic o no (9, 10). No obstant, degut a la complexitat técnica i metodologica
d’aquestes noves aproximacions i el baix nombre de malalts avaluats, fa que la majoria
siguin encara eines exclusives de I’ambit de la recerca més que per ser emprades en la

practica clinica diaria.

L’assoliment d’un estat de tolerancia o d’hiporesposta immunologica, ve identificat
classicament per la preservacié del funcionalisme de I’empelt de forma estable al llarg
del temps sense preséncia de tractament immunosupressor concomitant. A diferéncia
del ronyd, cor intesti i pancrees, el trasplantament hepatic sembla presentar un privilegi
immunologic tal com ho suggereixen els analisis de supervivencia i la molt menor
incidéncia d’episodis de rebuig que a més a més, tenen una escassa influéncia en
I’evolucié de I’empelt (11, 12). Aquesta diferéncia en la tolerabilitat immunologica
entre aquests Organs, sembla recaure principalment en els diferents graus
d’immunogenicitat dels teixits degut a la diferent preséncia de cel-lules amb elevada
expressié de molecules HLA 1 a les seves capacitats presentadores antigéniques (13,
14).

L’assoliment d’un estat de tolerancia enfront un empelt renal és actualment factible en
diversos models experimentals tant de rosegadors com d’altres mamifers superiors com

porcs, gossos i primats no-humans (15-21). Per aix0, sembla que el rebuig d’un empelt



no €s un procés biologicament impossible d’evitar sense tracatament immunosupressor
de manteniment. No obstant, en humans I’estat de tolerancia enfront un empelt s’ha
pogut comprovar en un nombre molt reduit de pacients (<1%) i el seu assoliment
segueix essent poc freqlient i sobretot impredictible, encara que dades recents
suggereixen que determinats perfils génics podrien prediure 1’assoliments de tolerancia
(22). Aquest escenari es manifesta a través d’una extensa varietat de processos
immunologics que actuen de forma simultania, entre els que s’inclouen modulacions en
la freqiiencia dels precursors efectors cel-lulars, 1’eficiéncia en la presentacié antigenica,
el llindar d’activacié de la cel-lula efectora, 1’alteracio en el trafic cel-lular i 1’aparicio
de mecanismes reguladors de la resposta immunologica. Per tant, el coneixement i
monitoratge dels mecanismes de resposta immunologica d’una forma precisa,
permetrien recongixer els pacients amb un perfil immunologic predisposat a una millor

o pitjor acceptacid de I’empelt.



Mecanismes de resposta immunologica

La resposta immunologica s’inicia a través del reconeixement antigenic del limfocit T
mitjancant les molecules del sistema major d’histocompatibilitat (HLA) a nivell de les
cel-lules presentadores d’antigen professionals. Aquest reconeixement antigeénic es
realitza a través de dues vies diferents; una via directa on els limfocits T del receptor
reconeixeran els al-lopeptids a nivell de la cel-lules presentadores d’antigen
professionals del donant directament, i per una via indirecta on els limfocits T del
receptor reconeixeran els al-lopeptids a la céllules presentadores d’antigen
professionals del propi receptor un cop processats i presentats a la superficie cel-lular
juntament amb les molecules d’HLA de classe II. El tipus de presentacié antigénica que
es produeixi, tindra un paper rellevant en la resposta immunologica que se’n derivi
posteriorment; sembla que la via directa s’associa a una major i rapida resposta
immunolodgica, en canvi, la via indirecta té unes implicacions més a llarg termini degut
a I’abséncia de cél-lules presentadores d’antigen professionals del donant, produint aixi
una resposta immunologica constant al llarg del temps (23). No obstant, estudis recents
suggereixen que ambdues vies de presentacid antigénica podrien persistir i ser rellevants
en el desenvolupament de la IF/TA de Iempelt a llarg termini. D’aquesta manera,
Herrera i col-laboradors (24) demostren com les cel-lules presentadores d’antigen del
receptor o cellules endotelials podrien adquirir nivells significatius del complex
al-logenic HLA-péptid i activar seguidament els limfocits T per les 2 vies de
presentacid. Aquesta, s’anomena tercera via de presentaci6 o semi-directa (figura 2).

Un cop produit el reconeixement antigénic, els mecanismes efectors de resposta
immunologica que s’activaran sén diversos i molt especialitzats. Aquests, variaran
segons el “milieu” de citoquines generat localment després del reconeixement antigénic

especific, segons 1’origen biologic de la cél-lula presentadora d’antigen i del tipus de



subpoblacions cel-lulars especialitzades presents. El paradigma classic dels mecanismes
efectors de la resposta immunitaria ve determinat tradicionalment per la diferenciacid
del limfocit T CD4+ cap a una via Thl cel-lular o bé Th2 humoral (25). D’una banda, la
resposta efectora Th1 derivara en I’activacio del limfocit T, convertint-se aquesta en la
cel-lula efectora principal productora de citoquines proinflamatories com interfero-
gamma (IFN-y) i perforines. En canvi, la via efectora Th2 ¢s la que portara a 1’activacio
del limfocit B produint-se una resposta humoral o mitjangada per anticossos antigen-
especifics a través de la diferenciacio en cel-lules plasmatiques.

Es ben conegut que per produir-se ’activacié plena del limfocit T CD4+ naive
(LTnaive) i que aquest proliferi, s’expandeixi clonalment i porti a terme una resposta
efectora eficag, és condicio sine qua non que es succeeixin tres senyals estimuladores.
La primera senyal és la generada després del reconeixement antigénic mitjancant el
receptor de la cél-lula T i les moleécules d’HLA a la cél-lula presentadora d’antigen. La
segona senyal d’activacid €s la produida per molecules coestimuladores entre el limfocit
T ila cél-lula presentadora d’antigen, entre les més conegudes es troben els receptors de
superficie CD28 i CD154 (CD40 Ligand) i els complexes B7 (CD80/CD86) i CD40,
respectivament. Aquesta segona senyal es produeix exclusivament a través de les CPA
professionals. L’abséncia d’aquesta segona senyal convertira el limfocit en anérgic i
s’induira la seva mort programada o apoptosi. Un cop rebuda la senyal del
reconeixement antigénic mitjangat el receptor de la cél-lula T s’induira I’aparicié de
receptors citoquinics 1 altres factors de creixement a nivell de la superficie cel-lular que
permetran 1’expansio6 clonal limfocitaria tant de limfocits citotoxics com col-laboradors
antigen-especifics. La citoquina amb 1’efecte més conegut és la IL-2 que interactua a
través del seu receptor (IL-2R o CD25). Aquesta uni6 €s 1’anomenada tercera senyal

d’activaci6 limfocitaria.



A banda, d’aquestes respostes efectores classiques que induiran el rebuig de I’empelt,
I’aparici6 d’una resposta supressora o tolerogénica (Th3) mitjancada per una
subpoblacio6 limfocitaria anomenada reguladora (Treg), sembla cada cop adquirir un rol
més rellevant en la induccié 1 manteniment d’un estat de tolerancia antigen-especific
(26-30). Aquesta subpoblacio cel-lular, sota unes condicions biologiques favorables
molt especifiques, tindra la capacitat de suprimir o inhibir les respostes efectores tant
cel-lulars com humorals 1 afavorir I’acceptacio de 1’empelt al llarg del temps.

Recentment (31), ha estat descrita una altra subpoblaci6 limfocitaria T CD4+ (Th17), que
apareixeria en el context d’'un ambient molt concret, ric en IL-23, TGF-f i IL-6. Aquesta
subpoblaci6 limfocitaria, productora de citoquines proinflamatories (IL-17, IL-22 y TNF-
a) és responsable d’induir diversos trastorns autoimmunes i sembla tenir un paper
important en el desenvolupament d’episodis de rebuig agut al induir la granulopoiesi i la
seva migracié cap a teixits inflamats sobretot en situacions on la resposta Th1-IFN-y
estaria inhibida. A més, aquesta via tindria un efecte contrari a la generaci6 de Tregs degut

a la presencia d’IL-6 (figura 3).



Memoria limfocitaria T

Dins la poblacié limfocitaria T, es troben els limfocits T de memoria (LTm). Aquesta
subpoblaci6 cel-lular exerceix un rol essencial en el desenvolupament de 1’al-loresposta
antigen-especifica que conduira al rebuig tant agut com cronic de I’empelt renal. Davant
una segona exposicid a un mateix antigen, aquesta subpoblacio limfocitaria produira
una resposta molt més rapida, vigorosa i eficag que la produida pel LTnaive. Aquestes
caracteristiques biologiques dels LTm, dona unes qualitats protectores molt beneficioses
a ’organisme enfront de patogens, perd en canvi en el trasplantament, la preséncia
d’aquests LTm primats especificament contra antigens del donant sera potencialment
deletéria. Malgrat aquest fet, 'impacte d’aquesta subpoblacié limfocitaria en el camp
del trasplantament ha estat infravalorat, reconeixent-se només en els darrers temps que
el control de la resposta que desencadena aquesta subpoblacié cel-lular és forca més
dificil que la que es requereix per controlar la subpoblacié LTnaive.

Tanmateix, el perfil biologic d’aquesta subpoblaci6 limfocitaria és la que li confereix
aquesta especial efectivitat; caracteristicament aquestes c¢l-lules tenen una localitzacid
determinada, ja sigui en teixits limfatics (LTm centrals) o bé circulant en la periféria
(LTm perifeériques o efectores). A més, aquesta subpoblacid cel-lular antigen-especifica
no requereix tant de la segona senyal de coestimulacié per a una completa activacio.
També, s’ha demostrat que exhibeixen una cinética d’actuacio diferent; rapida funcid
secretora de citoquines citotoxiques com IFN-y, rapida capacitat proliferativa, major
cinetica de resposta a menor dosi d’exposicié antigénica i un efecte citolitic directe
(32,33). A més i molt important, a diferéncia dels LTnaive, els LTm tenen la capacitat
de lisar directament cel-lules després del nou reconeixement antigénic sense necessitat
de diferenciar-se ni proliferar clonalment (34). Els LTm poden ser activats i diferenciats

en cellula citotoxica efectora a través de ceél-lules presentadores d’antigen no



professionals com per exemple cel-lules endotelials (35), fet que els confereix encara
una major perillositat (taula 1). Amb ’aparici6é de nous farmacs immunosupressors, la
importancia clinica d’aquesta subpoblaci6 cel-lular s’ha incrementat significativament
donades les observacions que apunten a la major resisténcia dels LTm enfront
determinats agents immunosupressors: hi ha estudis que suggereixen que els farmacs
inhibidors de la calcineurina i especialment tacrolimus, tenen una major poténcia
inhibitoria tant a nivell proliferatiu com secretor citoquinic sobre els LTm que els
inhibidors mTOR, acid micofenolic o azatioprina (36).

Classicament, sabem que aquesta subpoblacid limfocitaria es genera després d’una
primera exposicio a al-loantigens. En el cas del trasplantament doncs, la seva preséncia
sera previsible en pacients amb politransfusions sanguinies prévies (37), antecedent
d’embaras (38), trasplantaments previs (39) per reaccid creuada amb antigens virals o
bacterians (immunitat heterologa) que implicitament s’associa a un major risc de rebuig
agut i pitjor funci6 de I’empelt renal i fins i tot el temps en hemodialisi implica un major
risc de sensibilitzacio cel-lular (40).

L’estudi d’aquesta subpoblacio limfocitaria s’ha fet mitjangant diferents técniques de
monitoratge, basicament amb tests de precursors limfocitaris citotoxics mitjangant
analisi per dilucio limitant (LDA) (41), deteccié de citoquines secretades mitjangant
citometria de flux (42, 43) o el Trans vivo assay d’hipersensibilitat retardada (44). Totes
elles pero, son teécniques molt laborioses i han mostrat poca sensibilitat i
reproductibilitat practica per a monitoritzar de forma funcional aquesta subpoblacid
limfocitaria.

Una de les técniques més sensibles i precises que permet el monitoratge funcional dels
LTm antigen-especifics, és la técnica d’immunoanalisi d’Elispot IFN-y (45). Aquesta,

permet detectar la freqiiencia de secrecid d’IFN-y per cada cel-lula estimulada en un



cultiu mixt limfocitari de curta durada (20-22 hores). Aixi, mitjancant un programa
d’analisi d’imatge d’alta resolucié es comptabilitzen el nombre de spots (IFN-y)
secretats per nombre de cél-lules estimulades especifiques pels antigens exposats en el
cultiu mixt cel-lular.

En el trasplantament renal el monitoratge d’aquesta subpoblacié limfocitaria mitjangant
la técnica d’Elispot IFN-y s’ha dut a terme principalment durant el periode inicial de
trasplantament. La preséncia abans del trasplantament de LTm donant-especifics
circulants en sang periférica i activats per la via directa de presentacioé antigénica, s’ha
associat a un major risc de rebuig agut cel-lular post-trasplantament renal. També, la
seva deteccio durant les primeres setmanes del trasplantament s’ha associat a una pitjor
funcié de I’empelt als 6 mesos del trasplantament (46, 47). Es interessant també
coneixer com la presencia d’aquests LTm altament al-loreactius circulants no sempre es
correlaciona amb el grau de sensibilitzaci6 humoral, suggerint aixi una certa
independéncia d’actuacidé entre els mecanismes efectors immunologics cel-lulars
activats per via directa de presentacio antigénica i humorals (48, 49).

D’aquesta manera, semblaria que aquesta subpoblacié limfocitaria de memoria avaluada
a través de la técnica d’Elispot podria ser un biomarcador forca sensible per al
monitoratge del grau d’al-loreactivitat cel-lular donant-especifica en el trasplantament

renal.



Resposta immunologica T reguladora

De forma contraposada al paradigma efector classic de resposta limfocitaria efectora
Th1/Th2/Th17 exposada anteriorment, el sistema immunoldgic conté una subpoblaci6
limfocitaria T supressora anomenada reguladora (Treg). Aquesta subpoblacio
limfocitaria Treg té capacitat supressora, essent capag de controlar o inhibir respostes
immunologiques efectores enfront d’antigens especifics sent per tant un mecanisme
d’autoregulacio, facilitant aixi la induccié d’un estat de tolerancia central i periférica.
En els darrers anys aquesta subpoblacié limfocitaria ha anat adquirint una importancia
creixent dins el camp de I’auto i alloimmunitat. De fet, sabem que el sistema
immunologic en condicions normals produeix enddogenament, com a constituent
cel-lular propi, aquest tipus de subpoblacid limfocitaria reguladora.

Les Tregs estan altament especialitzades en portar a terme una funcid supressora de
resposta immunologica; de fet, alteracions en el nombre i funci6 d’aquestes cel-lules han
mostrat ser el punt de partida de patologies autoimmunitaries o inflamatories tant en
animals com en humans (50). Aixi, les Tregs han demostrat tenir un paper crucial en
multiples escenaris immunologics: en la prevencié de processos d’origen autoimmune
com la diabetes tipus 1 (51, 52) i immunoinflamatoris (53), regulant la resposta
immunitaria enfront infeccions viriques i parasitaries (54, 55), en el manteniment de la
tolerancia materno-fetal (56) 1 inhibint la immunitat anti-tumoral (57). En el camp del
trasplantament concretament, el rol d’aquesta subpoblacio cel-lular és cada cop de major
interés, ja que la seva actuacid semblaria ser capa¢ d’induir i mantenir un estat
d’hiporesposta antigen-especifica (58).

Malgrat que s’han descrit diferents estirps cel-lulars de Tregs, les més conegudes son
aquelles que expressen 1’anomenat “master gene” i que les identifica; aquest és el factor

de transcripci6 intranuclear forkhead box p3 (FoxP3). De fet, ni en humans ni ratolins



es coneixen cel-lules amb activitat reguladora amb mutacions o abséncia d’aquest gen
(59). No obstant, en humans algunes c¢l-lules sense capacitat reguladora poden arribar a
expressar de forma transitoria aquest gen després d’ésser activades via reconeixement
antigenic pel receptor de cél-lula T (60).

Les Tregs poden diferenciar-se en 2 subpoblacions principals; les majoritaries 1 més
conegudes son aquelles que es generen de forma natural al timus i surten a la circulaci
periférica com a cél-lules madures funcionals (“natural occurring” CD4+CD25+FoxP3+
Treg o nTregs) (61, 62) i les CD4+ Tregs induides a la periféria procedents de
precursors limfocitaris CD4+CD25- o expandides de la subpoblaciéo limfocitaria
CD4+CD25+ gracies a I’efecte de certs factors solubles com el TGF-f o la IL-10 (63,
64). La diferenciacio dels limfocits T cap aquest fenotip funcional regulador dependra
dels diferents factors que es produeixin després del reconeixement antigénic via RCT: el
“milieu” citoquinic local, 1’origen de la CPA i la preséncia de Treg pre-existents. A
més, aquesta subpoblacid cel-lular expressa altres molécules com el GITR
(glucocorticoid-induced TNFR family related gene), CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte
antigen) 1 una baixa expressi6 de CDI127. Tanmateix pero, el factor essencial pel
manteniment de 1’efecte regulador/supressor d’aquesta subpoblacio limfocitaria és
I’expressio del factor de transcripcio FoxP3. El manteniment de la seva expressio
s’explica gracies a una exposicid antigeénica persistent i constant. Una de les
caracteristiques més importants d’aquestes cel-lules €s la seva especificitat antigénica
(65). Aquest fenomen es converteix en essencial per a poder induir un estat de
tolerancia antigen-especifica.

Aquestes propietats supressores amb especificitat antigénica tan selectiva fan que
aquesta subpoblacid cel-lular sigui molt atractiva, no tan sols per ésser considerada com

a biomarcador d’un estat immunologic protolerogénic sin6 també per a ser utilitzada en



el futur com a potencial terapia immunosupressora en el trasplantament. De fet, en
models murins de trasplantament cutani i cardiac, 1’administraci6 de Tregs
sensibilitzades préviament contra antigens del donant per via directa i indirecta de
presentacid antigeénica han mostrat ser capaces d’evitar satisfactoriament el rebuig tant
agut com cronic de 1’empelt (66).

En el trasplantament renal, nivells elevats de mRNA-FoxP3 en orina durant episodis de
rebuig agut han mostrat ser un marcador favorable en quan a la reversibilitat de
I’episodi de rebuig i superviveéncia de I’empelt comparat amb aquells pacients amb
nivells baixos, suggerint indirectament el rol protector d’aquesta subpoblaci6 cel-lular
infiltrant I’empelt renal en quan a I’acceptacié immunologica de I’empelt (67). De fet,
diferents treballs experimentals de trasplantament de pell, cardiac i renal han mostrat
com la preséncia d’infiltrats cel-lulars amb Tregs directament a nivell de I’empelt
exerceixen un paper beneficios per a 1’acceptacid de 1’empelt (68-70). Aquest fet
suggereix que no tots els infiltrats limfocitaris en 1’empelt tenen el mateix significat
biologic. La diferenciacid entre infiltrats cel-lulars pro-inflamatoris i pro-tolerogénics
adquireix una especial rellevancia en 1’entitat histopatologica anomenada rebuig agut
subclinic. Aquesta entitat és definida com la preséncia de patrons histologics
exactament iguals als observats durant episodis de rebuig agut clinic perd aquests es
presenten en pacients amb funcid renal estable. El significat pronostic del rebuig agut
subclinic és forca controvertit, i aquesta controveérsia és encara més evident, quan
s’analitza ’efecte del tractament d’aquests infiltrats (71-73). Per tant, diferenciar entre
infiltrats protectors i inflamatoris permetria teoricament establir una estratégia
terapeutica diferent en cada cas.

De forma interessant, alguns agents immunosupressors semblen exercir tamb¢ un paper

diferent sobre aquesta subpoblacid cel-lular. Aixi, els farmacs ICN, donada la inhibicio



que produeixen sobre la sintesi d’IL-2 via calcineurina, inhibeix la formaci6 i expansio
d’aquestes cel-lules. La manca d’IL2 impedeix la sobreexpressio del seu receptor
(CD25), factor clau per la supervivencia de les Tregs tant in vitro (74) com in vivo (75).
En canvi, els farmacs inhibidors de m-TOR, malgrat inhibir la senyal transductora
provinent de la uni6 d’IL-2 al seu receptor han mostrat tenir la capacitat d’expandir i
mantenir aquesta subpoblacié cel-lular en sang periférica, probablement degut a que
aquesta inhibicid ¢€s restringeix exclusivament a nivell de la subpoblacié limfocitaria
efectora activada (76). De la mateixa manera, els anticossos anti-limfocitaris policlonals
com la r-ATG (rabbit anti-thymocyte globulin) han mostrat tenir unes propietats
favorables al permetre la induccid i expansié in vitro de Tregs funcionals en sang
periférica, basicament mitjancant la conversio de limfécits T CD4+CD25- a

CD4+CD25"" a la periferia (77).

Per tant, ’exploraci6 funcional d’aquesta subpoblaci6 limfocitaria en el trasplantament
renal podria ser de gran importancia per a poder coneixer quins pacients son
susceptibles d’acceptar I’empelt 1 per tant subsidiaris de minimitzar de forma segura el

seu tractament immunosupressor.



II. HIPOTESI

La hipotesi d’aquesta tesi doctoral és que el monitoratge de les subpoblacions
limfocitaries T de memoria/efectora secretora d’IFN-y i T reguladora FoxP3+ donant-
especifiques en el trasplantament renal podria exercir un paper rellevant com a
biomarcadors de la funci6 immunologica donant-especifica i per tant relacionar-se amb
la funci6 i el dany histologic de I’empelt, tant en protocols protolerogenics com en el

seguiment del pacient trasplantat en tractament de manteniment.



II1. OBJECTIUS

1. El primer objectiu del treball de tesi és avaluar si el monitoratge dels linfocits T de
memoria/efectors circulants donant-especifics 1 activats per les dues vies de presentacid
antigénica (directe i indirecte) mitjancant la técnica d’Elispot IFN-y en pacients
portadors d’un empelt renal de llarga evolucié (>2 anys), €s un bon biomarcador capag

de discriminar aquells pacients que presenten alteracions de la funcio renal.

2. El segon objectiu és avaluar si la presencia de cél-lules Tregs (CD4+CD25+FoxP3+)
entre infiltrats cel-lulars en pacients diagnosticats de rebuig agut subclinic, és un bon
biomarcador per a diferenciar entre infiltrats lesius d’aquells amb un rol protector sobre

I’empelt.

3. El tercer objectiu d’aquest treball és avaluar els mecanismes a través dels quals
I’administracié d’un protocol immunosupressor amb propietats immunomoduladores
basat amb un tractament inductor deplecionador limfocitari T amb rATG a dosis baixes,
acompanyat d’un tractament de manteniment amb sirolimus i micofenolat mofetil, sense
esteroides ni farmacs anti-calcineurinics, és capa¢ d’induir un estat d’hiporesposta
donant-especifica després del trasplantament renal. Per assolir aquest objectiu, es
realitza un monitoratge acurat de les diferents respostes immunologiques efectores
d’aquests pacients en diferents periodes del trasplantament; la resposta cel-lular donant-
especifica per técnica d’Elispot IFN-y, la resposta humoral mitjangant 1’estudi
d’al‘loanticossos donant-especifics (DSA) circulants i preseéncia de C4d a nivell de
capil-lars peritubulars de I’empelt i la resposta reguladora estudiant la preséncia i
comportament funcional de les TregsFoxP3+ tant en sang periférica com directament a

nivell de I’empelt renal.



IV. ESTUDIS




















































































V. RESULTATS

Estudi 1.
Circulating alloreactive T cells correlate with graft function in longstanding renal

transplant recipients.

J Am Soc Nephrol. Jul; 19(7):1419-1429, 2008.

A 34 pacients portadors d’un trasplantament renal de més de 2 anys d’evoluci6 se’ls
estudia la preséncia de cel-lules T de memoria/efectores donant-especifiques circulants
en sang periférica activades per ambdues vies de presentacid antigenica (directa i
indirecta) mitjancant la técnica d’ELIspot IFN-y. La seva preséncia o abséncia fou
correlacionada amb I’evolucio clinica respectiva de cada pacient. A més, s’avalua també
la presencia d’anticossos donant-especifics circulants en tots els pacients seleccionats.

La via directa de presentacid antigenica fou realitzada in vitro mitjangant la utilitzacio
de cel.lules presentadores d’antigen del donant presents en sang periferica. La via
indirecta en canvi, fou mimetitzada in vitro mitjancant la utilitzacié d’al-lopéptids dels
respectius donants obtinguts per fragmentaci6 mecanica de cél-lules perifériques
mononucleades. Aquesta técnica es diferencia de la resta de metodes utilitzats fins a
I’actualitat on s’utilitzen peptids concrets del sistema HLA, permetent obtenir aixi un
perfil antigénic del donant molt més similar al real al tenir tot I’espectre al-loantigénic

present.

Variables cliniques:

- Els pacients que havien presentat algun episodi de rebuig agut cel-lular (n=16)

presentaren una significativa pitjor funcié renal que els que no n’havien presentat cap



(n=18; creatinina serica 2,141 versus 1,5+0,4 mg/dL; p=0,007). A més, aquells pacients
amb episodis de rebuig agut tarda (>3 mesos, n=12) també tenien una significativa
pitjor funci6 renal que la resta (creatinina serica 2,2+2.2 versus 1,5+0,5 mg/dL;
p=0,0019). Aquells amb més d’un episodi de rebuig agut (n = 10) tenien una tendéncia a
la significaci6 estadistica a tenir una pitjor creatinina s€rica (2,1£1,2 versus 1,6£0,5
p=0,051) que la resta (n = 24), (taula 2 a P’article) .

A T’analisi univariant cap variable clinica com 1’edat i génere tant del receptor com del
donant, el temps transcorregut després del trasplantament aixi com el nombre de miss-
match HLA entre receptor i donant i el diferent tipus de tractament immunosupressor
foren predictores de la funci6 renal (tant de creatinina sérica com de filtrat glomerular

(FG) o proteintiria).

Monitoratge immunologic:

- Inicialment es comprova la validesa de la técnica per reproduir la via indirecta de
presentacid antigénica in vitro (figura 7 a I’article). Aixi, després de realitzar un cultiu
mixte de 6 dies de duracid entre limfocits T procedents d’un individu sa i al-lopeptids
procedents de la fragmentacid mecanica de les proteines de membrana de cél-lules
presentadores d’antigen d’un altre individu sa amb complert missmatch HLA (DR, B i
A) (comprovant-se la preséncia de molécules HLA als sobrenedants per técnica de
Western-blot), s’agafaren de nou els limfocits T del cultiu i es tornaren a exposar als
mateixos al-lopeptids del mateix individu estimulador per comprovar el grau de resposta
immunologica de memoria. Aquesta linea limfocitaria de memoria presenta una major i
molt important proliferacié cel-lular T (basicament a expenses de la subpoblacio T
CD4+) 1 secrecid citoquinica d’IFN-gamma després de ser reestimulades amb els

mateixos al-lopéptids amb els que havien estat primats anteriorment.



- Els 34 pacients foren avaluats per la via directa de presentacid antigénica, i 33 per la
via indirecta. En 20/34 (58%) pacients es detecta al-loreactivitat cel-lular de memoria
antigen-especifica per via directa de presentacié antigénica. Per la seva part, la via
indirecta de presentacid fou detectada en 20/33 (60%) dels pacients. El grau de resposta
fou molt diferent entre les dues vies de presentacid, essent les freqiiéncies de resposta
per via directa de presentacid antigeénica aproximadament unes 3 vegades majors que
per la via indirecta (figura 1 a I’article). Malgrat que 14 pacients presentaren
al-loreactivitat de memoria per les 2 vies alhora i 8 malalts no presentaren cap tipus

d’al-loresposta, no s’observa cap relaci6 entre les 2 vies en I’analisi univariant.

1. Via directa (VD)

- La via directa es correlaciona positivament amb la creatinina sérica i inversament amb
el filtrat glomerular (r=0,551, p=0,001 i r=-0,34, p=0,042, respectivament). Cap
correlacio fou objectivad a entre la via directa i la preséncia de proteinuria (estimada de
forma semiquantitativa), (figura 2A a I’article).

- Els pacients amb més d’un episodi de rebuig agut i aquells amb episodis de rebuig
agut tarda (>3m) presentaren una significativa major al-loreactivitat per via directa
(figura 2B a I’article).

- Catorze dels trenta-quatre pacients (41,2%) manifestaren un estat d’hiporesposta
donant-especifica per via directa. Aquests, mostraven una significativa millor filtrat
glomerular que els no hiporesponedors donant-especifics (59,7 £ 17 versus 41,2 £ 16
ml/min; p=0,006), (figura 3 a l’article). A més, a major nombre d’incompatibilitats
HLA (A, B i DR) entre el receptor i el donant, major grau d’al-loreactivitat per la via

directa de presentacid antigenica (figura 4 a I’article).



2. Via indirecta (VI)

- Aquesta via no es correlaciond amb la funcié renal ni tampoc amb antecedents de
rebuig agut, perd si amb la preséncia de proteinuria. Aixi, la preséncia de proteinaria
s’associa significativament a una elevada al-loreactivitat per via indirecta (29,2 + 24,3
versus 12,3 + 38,1 spots en malalts amb/sense proteinuria, respectivament; p=0,022),
(figura 5A aI’article).

- A diferéncia de la via directa, la preséncia d’al-loreactivitat per via indirecta es
correlaciona positivament amb el temps de trasplantament; a major temps trasplantat,

major al-loreactivitat indirecta (r=0,351, p=0,045), (figura 5B a I’article).

3. Al'loreactivitat cel-lular global

- Quaranta-dos percent dels pacients estudiats presentaren al-loreactivitat per les dues
vies de presentacié antigénica (VD+/VI+), 24% no presentaren cap signe
d’al‘loreactivitat per cap via (VD-/VI-), 15,1% mostraren positivitat només per la via
directa (VD+/VI-) i un 18% presenta al-loreactivitat per la via indirecta solament (VD-
/ND).

- Aquells pacients altament al-loreactius per les dues vies mostraren una creatinina
sérica significativament pitjor que aquells amb al-loreactivitat indetectable per cap via i
que aquells amb només al-loreactivitat per via indirecta (2,11 versus 1,1+0,3 mg/dL;
p=0,004 i 2,1+1 versus 1,3+0,3 mg/dL; p=0,023). Aquells pacients amb al-loreactivitat
per via directa exclusivament no presentaren cap diferéncia en quan a la funcid renal
respecte aquells amb elevada al-loreactivitat per ambdues vies de presentaci6 (figura 6 a

’article).



4. Al'loreactivitat humoral
- Només un pacient presenta anticossos donant-especifics circulants després del

trasplantament. Aquest, només presenta al-loreactivitat per via indirecta.

Anal-lisi multivariant

A D’anal'lisi multivariant s’estudiaren totes les variables que s’havien associat a la
funcio renal (creatinina s€rica) i presencia de proteinuria en 1’anal-lisi univariant (taula 3
a Darticle). De totes elles, només 1’assoliment d’un estat d’hiporesposta per via directa
¢s correlaciona de forma independent amb la funci6 renal (coeficient B=-0,505,
p=0,003). Respecte la preséncia de proteintria, nomeés ’al-loreactivitat per via indirecta

fou la variable de correlaci6 independent (RR=1,047, p=0,04).



Estudi 2.
Presence of FoxP3+ regulatory T cells predicts outcome of subclinical rejection of

renal allografts.

J Am Soc Nephrol. Oct; 19(10):2020-2026, 2008.

A 37 pacients portadors d’un trasplantament renal diagnosticats mitjangant biopsies de
protocol als 6 mesos del trasplantament de rebuig agut subclinic (funci6 renal estable
definida com a variabilitat de <15% de la funci6 renal en les 2 setmanes previes i
posteriors a la bidpsia i signes histologics de canvis borderline i/o rebuig agut tubular-
intersticial Banff grau >1), se’ls avalua la preséncia de cél-lules Tregs FoxP3+ entre els
infiltrats cel-lulars, la seva proporcid entre la resta de poblacid limfocitaria T (CD4+,
CD8+ i1 CD25+) i I’'impacte en 1’evolucié clinica d’aquests pacients.

- Dels 37 pacients, 12 malalts (32,5%) no presentaven evidéncia de Tregs entre els
infiltrats cel-lulars 1 25 (67,5%) si tenien preseéncia de Tregs. La major part d’aquestes
cellules eren CD4+CD25+. El percentatge de Tregs dins la subpoblacid limfocitaria T
(Treg/CD3+) varia entre el 0,7% a un 52%.

- Entre les variables cliniques associades a la preséncia o abséncia de Tregs als infiltrats
tubular-intersticials, només 1’antecedent d’haver rebut terapia d’induccié basicament
amb agent deplecionador T (Timoglobulina) i sirolimus s’associaren significativament a
la presencia de Tregs entre els infiltrats (taula 2 a Darticle). A més, només la
combinacié immunosupressora de Timoglobulina i sirolimus (rATG+SRL) s’associa
significativament a la preséncia de Tregs als infiltrats. En canvi, els pacients sota anti-
calcineurinics o que no havien rebut terapia inductora presentaren significativament

menor infiltracio per aquesta subpoblaci6 limfocitaria.



- Cap variable clinica o demografica s’associa a la preséncia o abseéncia d’aquesta
poblacio Treg. Tampoc els antecedents de rebuig agut, funcid renal/proteinuria, scores
tant aguts/cronics de la classificacid de Banff en els diferents compartiments histologics
renals ni els tipus d’agregats limfocitaris (nodulars/difusos) s’associaren a la preséncia
de cél-lules Tregs entre els infiltrats.

- Els pacients amb preséncia de Tregs entre els infiltrats cel-lulars, presentaren una
millor evolucié de la funcié renal (creatinina seérica i FG) als 2 i 3 anys després del
trasplantament que aquells malalts sense Tregs (figura 2A 1 2B a I’article). A més, el
percentatge de Tregs/CD3+ entre els infiltrats es correlaciona positivament amb el FG
als 2 anys del trasplantament (r=0,36, p=0,03), (figura 2C a [Darticle). De forma
interessant, quan s’analitza la proporcid6 de Tregs respecte el total de Dinfiltrat
limfocitari (CD3+), aquells pacients amb menor grau de lesi6 cronica (Banff score de
cronicitat a nivell tubulo-intersticial <2) eren els que tenien un major proporcié de Tregs
entre els infiltrats (14,2+16,2 versus 8,3+8,1%, p=0,035).

- Els pacients sota SRL presentaren una significativa millor funci6é renal que aquells
pacients amb ICN als 2 i 3 anys del trasplantament (FG 78,3+21 versus 55,1+18,2
ml/min [p=0,003] i 89,7+11 versus 56,1+18,2 ml/min [p=0,003], respectivament),
(figura 3A a larticle). No obstant aquest fet, en analitzar ’impacte de les Tregs
exclusivament entre els pacients tractats amb farmacs ICN, aquells malalts amb
presencia de Tregs entre els infiltrats, presentaren també una significativa millor funcid
renal als 2 1 3 anys del trasplantament renal (FG 63%17,1 versus 44,55 ml/min
[p=0,02] 1 62420 versus 52,3£16,6 ml/min [p=0,04], respectivament), (figura 3B a
’article).

- En quan a I’analisi de Kaplan-Meyer, es considera “event” aquells pacients amb un FG

<40ml/min (obtingut per analisi de corba de ROC), els pacients amb Tregs entre els



infiltrats tenien un risc significativament menor d’arribar durant el seguiment a un FG
<40ml/min que aquells sense Tregs. Tot seguit, tant en [’analisi univariant com
multivariant, només la creatinina sérica als 6 mesos del trasplantament i la preséncia de
Tregs als infiltrats foren les uniques variables independents predictores per a mantenir

un FG >40ml/min (figura 4 a larticle).



Estudi 3.
Achieving donor-specific hyporesponsiveness is associated with FoxP3+ regulatory
T cell recruitment in human renal allograft infiltrates.

J Immunol. Oct; 179(7):4901-4909, 2007.

En 20 pacients trasplantats renals de baix risc immunologic se’ls administra un protocol
immunosupressor lliure d’anticalcineurinics i esteroides, basat en induccié amb baixes
dosis de timoglobulina i tractament de manteniment amb sirolimus (SRL) i micofenolat
mofetil (MMF). Durant els 2 primers anys del trasplantament fou avaluada la resposta
immunologica donant-especifica cel-lular i humoral en sang periférica aixi com
I’evolucié de les diferents subpoblacions limfocitaries i el grau d’apoptosi cel-lular.
També, 1’estudi del dany histologic fou avaluat en biopsies de protocol realitzades als 6
mesos del trasplantament i en totes elles, es realitza la caracteritzacid fenotipica dels

infiltrats cel-lulars.

A. Variables cliniques

- La mitjana de seguiment fou de 34 mesos (rang: 21-47 mesos). La supervivencia del
pacient i de I’empelt foren de 95 i 85%, respectivament. La incidéncia de rebuig agut
comprovat per biopsia (BPAR) fou 35% (12/20), 3 dels quals (15%) foren diagnosticats
de canvis borderline (taula 11 a Darticle). Tots els rebutjos van ser sensibles als
esteroides. Al final del seguiment, no hi hagueren diferéncies estadisticament
significatives en quan a la funcio renal o als nivells de proteintria entre els pacients amb
BPAR i els que no van patir BPAR (figura 1 a I’article).

- A 34 mesos de seguiment, 70% dels pacients continuaven sense rebre farmacs ICN i

un 35% sense esteroides. Dos pacients es trobaven sota SRL en monoterapia.



- Un pacient presenta virémia per citomegalovirus i fou tractat amb ganciclovir sense
majors complicacions. Un altre, desenvolupa un seminoma testicular 27 mesos després
del trasplantament, controlat per quimioterapia amb excel-lent resposta clinica. Un
pacient fou exitus per una pneumonia extrahospitalaria als 42 mesos post-

trasplantament, 1 aquest es trobava sota un farmac ICN.

B. Monitoritzacidé Immunoldgica en sang periférica

1. Subpoblacions limfocitaries i apoptosi cel-lular

- Després del trasplantament hi hagué una depleccié significativa de totes les
subpoblacions limfocitaries durant els primers 2 mesos (subpoblacions limfocitaries T,
B i Natural Killer), apareixent una lenta perd progressiva recuperacio. Als 2 anys del
trasplantament, el recompte limfocitari T total (CD3+) i la subpoblacio CD4+ era encara
significativament menor que a nivell basal. En canvi, el nombre total de CD8+, CD19+ i
CD56+ s’havia recuperat (figura 2 a ’article).

- Després del trasplantament, la unica subpoblacié limfocitaria que s’incrementa
significativament respecte el basal fou la CD4+CD25+"e" Als 2 anys, els pacients que
havien assolit un estat d’hiporesposta cel-lular donant-especifica presentaren una
significativa major preséncia de Tregs (CD4+CD25+ "&"FoxP3+) a sang periférica
(55+£9% versus 28+13%, p=0,005). Aquest fet s’associa a manteniment del tractament
immunosupressor amb SRL (48+11% versus 38+13%, p=0,005), (figura 4 a P’article).

- Després de la profunda deplecié limfocitaria inicial, al 5¢ dia post-trasplantament
s’objectiva un pic maxim d’apoptosi restringida basicament a nivell de la subpoblacié

CD8+ activada (HLA DR+), (figura 3 a I’article).



2. Monitoratge de I’al-loreactivitat cel-lular (Elispot IFN-y)

- La preséncia d’elevada al-loreactivitat donant-especifica pre-trasplantament s’associa
a major incidéncia de rebuig agut (p=0,02), (figura 5A a ’article). Durant els primers 6
mesos del trasplantament es produi una hiporesposta generalitzada en la majoria dels
pacients. Als 6 mesos del trasplantament, 9 pacients adquiriren un estat d’hiporesposta
donant-especifica 1 aquest estat immunologic fou mantingut fins als 2 anys del
trasplantament (figura 6 a I’article).

- Aquells pacients hiporesponedors donant-especifics als 6 mesos del trasplantament
presentaven una significativa millor funcié renal que els no hiporesponedors, i als 24
tamb¢ s’objectiva aquesta tendencia cap a la significacid estadistica (figura 7 a ’article).
- Per tal de confirmar que aquest estat immunitari d’hiporesposta donant-especific fou
assolit gracies a ’efecte supressor donant-especific de les Tregs d’aquests pacients, és
repetiren els tests funcionals in vitro aquest cop pero, descartant del cultiu mixte les
cél'lules CD4+CD25+"¢" mitjangant cell-sorting (figura 8 a Iarticle). D’aquesta
manera, la depleccio de la poblacio CD4+CD25+"€" d’aquells pacient hiporesponedors
donant-especifics provocava una recuperacié de ’al-loreposta cel-lular. En canvi, la
deplecci6é d’aquesta subpoblacio cel-lular a aquells pacient responedors provocava un
estat d’hiporesposta suggerint que en aquest subgrup de pacient, més que Tregs,
aquestes cél-lules CD4+CD25+"" eren limfocits T activats. La confirmacié de que
I’efecte supressor d’aquesta subpoblacid6 Treg era antigen-especific, es demostra
mitjancant ’aparici6 de supressié immunoldgica només quan aquestes cél-lules eren
afegides a un cultiu mixte al-logénic amb preséncia de cel-lules del donant respecte al

qual aquestes Tregs havien estat exposades préviament.



3. Monitoritzacio al-loresposta humoral
- Cap dels 20 pacients presenta anticossos donant-especifics circulants a 1’any del
trasplantament. En cap d’aquests pacients s’objectiva diposits de C4d a nivell de

capil-lars peritubulars en les biopsies de protocol.

C. Analisi histologic en bidpsies de protocol als 6 mesos

- Aquells pacients que havien assolit I’estat d’hiporesposta donant-especifica,
presentaven un menor grau de lesi6 cronica en ’estudi histologic. En canvi, aquells amb
un major grau de dany histologic cronic (Banff>Ia), no havien assolit aquest estat de
“privilegi” immunologic (taula IV a I’article).

- Dins els infiltrats cel-lulars tubular-intersticials, la preséncia de Tregs entre la poblacio
limfocitaria T (CD3+) fou significativament major entre els pacients hiporesponedors
donant-especifics que entre el no hiporesponedors (figura 9 a I’article).

- Cap d’aquests pacients s’objectiva diposits de C4d a nivell de capil-lars peritubulars

en les biopsies de protocol respectives.



VI. DISCUSSIO

La resposta immunologica donant-especifica és present en diferents graus d’activacio en
cada individu en els diferents periodes del trasplantament i segons quins siguin els
mecanismes, efectors o reguladors, de resposta immune que predominin, es produira
I’acceptacio o rebuig de I’empelt renal. Aquest treball de tesi s’ha centrat en la recerca
de nous marcadors biologics que ens permetin coneixer quin €s 1’estat immunologic
predominant en el pacient trasplantat renal en els diferents periodes evolutius del
trasplantament i de quina manera algunes estratégies immunosupressores tenen
capacitat de modular aquesta resposta immunologica enfront I’empelt renal.

Aixi, aqui es mostra com el monitoratge funcional de dues subpoblacions limfocitaries,
els limfocits T de memoria/efectors altament reactius secretors d’IFN-y i els limfocits T
reguladors amb expressio del factor de transcripci6 intranuclear FoxP3+, ambdues amb
funcions immunologiques molt especifiques, semblen tenir un paper rellevant per ésser
emprades com a biomarcadors immunologics de rebuig o contrariament, d’acceptacio
de I’empelt en el trasplantament renal, respectivament.

Fins ara, I’avaluaci6 in vitro del grau d’al-loresposta immunologica donant-especifica en
el trasplantament s’ha realitzat mitjancant técniques basicament de proliferacio cel-lular
1 precursors citotoxics, mesurant aixi les poblacions limfocitaries naive i de memoria
alhora. Aqui en canvi, es mostra com el monitoratge de 1’al-loresposta cel-lular T de
memoria/efectora antigen-especifica ¢és mesurable en diferents periodes del
trasplantament de forma molt sensible mitjangant la técnica d’Elispot IFN-y, mostrant
una excel-lent correlacid6 amb 1’evolucié funcional de I’empelt renal. Estudis recents,
han qiiestionat si el monitoratge de I’al-loresposta cel-lular durant els diferents periodes

del trasplantament, hauria de fer-se estudiant de forma independent, les diferents



subpoblacions limfocitaries que resulten a partir de la seva activacid a través de les 2
vies de presentacid antigeniques conegudes fins ara; la directa i la indirecta (78-80).
Aixi, en aquest treball es mostra com mitjancant la técnica d’Elispot IFN-y, hom pot
mimetitzar in vitro el grau d’al-loreactivitat de les subpoblacions limfocitaries T de
memoria/efectores activades per les dues vies de presentacié antigéniques de forma
fidedigna. També, i a diferéncia de treballs anteriors on es monitoritzaren
simultaniament [’al-loreactivitat cel-lular directa i indirecta en pacients trasplantats
renals (78), aqui s’ha utilitzat, per primer cop, fragments al-logénics de cel-lules de
donants en comptes de peptids sintetics al-logeénics per tal de cobrir tot I’espectre
d’epitops presents en els respectius donants. L.’avantatge d’aquest métode és que permet
reproduir in vitro de forma més acurada la realitat, ja que s’inclou tot el repertori

d’epitops incloent-hi també els missmatch del complex menor d’histocompatibilitat.

De forma rellevant, en aquesta tesi es mostra com la preséncia de cellules T de
memoria/efectores donant-especifiques primades per via directa, tan abans com en
periodes posteriors del trasplantament, és detectable en un nombre important de pacients
1 a més, aquestes cel-lules semblen jugar un paper primordial en la disfuncié tan aguda
com cronica de I’empelt. Per una banda, la deteccié d’aquesta subpoblacié cel-lular
abans del trasplantament ens indica una al-losensibilitzaci6 limfocitaria T prévia enfront
antigens del donant i aquesta, s’associa a un major risc de rebuig agut cel-lular post-
trasplantament. De forma interessant, aquest fet ¢és independent del grau de
sensibilitzaci6 humoral. D’altra banda, i en contraposicié amb les evidéncies reportades
en la literatura fins ara (81), aqui es mostra com la preséncia d’aquesta subpoblacio
limfocitaria primada de forma persistent a través de la via directa de presentacid

antigenica, segueix essent detectable en un nombre important de pacients (en més d’un



50%) més enlla dels 2 anys post-trasplantament. Aquest fenomen persisteix tot i rebent
tractament immunosupressor de manteniment i la teorica desaparicié de cel-lules
presentadores d’antigen professionals del donant. L’actiavaci6 de la via directa a llarg
terme, permet diferenciar de forma sensible aquells pacients amb una funci6 renal
preservada d’aquells amb disfuncid evident de I’empelt. Aquest fet, suggereix
indirectament la major susceptibilitat d’aquests pacients a estar exposats a un dany
estructural de I’empelt mediat per un mecanisme immunologic efector cel-lular. Aixo
posa en evidencia d’alguna manera, I’empiric maneig del tractament immunosupressor
que es realitza en la practica clinica actualment, on a mesura que avanca el temps
després del trasplantament, es realitza una progressiva i generalitzada reduccié de la
dosi immunosupressora, a I’inferir que la resposta immunologica efectora va disminuint
al llarg del temps en tots els pacients trasplantats. Els resultats d’aquest treball
suggereixen la necessitat de 1’assessorament de la resposta immunologica donant-
especifica per a poder ajustar el tractament immunosupressor al llarg del temps.

Sén diverses les explicacions biologiques que justificarien la persisténcia d’activaciod
limfocitaria per la via directa en periodes llunyans després del trasplantament; per un
banda, la menor necessitat de coestimulacio i requeriment antigénic de les cel-lules T
efectores/memoria per mantenir-se permanentment activades, i d’altra banda que
aquesta presentacié antigénica directa es podria portar a terme, tal i com s’ha descrit
recentment (24), a través de les mateixes cel-lules presentadores d’antigen del propi
receptor amb capacitat d’adquirir molécules HLA de classe I i II a la seva superficie,
anomenada fercera via o via semi-directa de presentacid antigénica o fins 1 tot, podrien
ser activades a través d’altres poblacions cel-lulars de I’empelt com cel-lules endotelials.
Classicament, el nombre de missmatch HLA entre donant i receptor, s’ha associat a uns

pitjors resultats a llarg termini i especialment, entre els pacients hipersensibilitzats (82).



En aquesta linea, en aquest treball de tesi s’ha objectivat que una pobre compatibilitat
HLA entre donant-receptor es tradueix amb una major al-loreactivitat cel-lular donant-
especifica en el post-trasplantament, emfatitzant d’alguna manera I’impacte del grau de
compatibilitat HLA a llarg termini en el trasplantament renal.

Dr’altra banda, aqui també es mostra la importancia de I’al-loreactivitat per via indirecta
de presentacid antigénica. Tal i com és conegut a la literatura, 1’activacio limfocitaria
per via indirecta sembla adquirir major rellevancia funcional a mesura que passa el
temps després del trasplantament. Aquest fet es corrobora en aquest treball al
comprovar la major al-loreactivitat per via indirecta en aquells pacients de més llarga
durada. Aquest fenomen s’explicaria degut al constant recanvi cel-lular que succeeix a
I’empelt, comportant un continu processament de molécules al-logéniques per part de
les cel-lules presentadores d’antigen.

De forma similar a 1’activacio limfocitaria per via directa, la preséncia d’al-loreactivitat
cel-lular per via indirecta sembla també jugar un paper patogenic en el desenvolupament
del dany estructural a nivell de I’empelt (83-87). Aquesta hipotesi sorgeix de
I’observacio d’una significativa major presencia de proteinuria en aquells pacients amb
elevada al-loreactivitat per via indirecta. En aquest sentit, alguns treballs experimentals
han mostrat com en la resposta immunologica humoral donant-especifica, el canvi
d’isotip d’IgM a IgG ¢és mitjancada per la via indirecta de presentacid antigénica (88,
89), motiu pel que es podria especular que el desenvolupament de la glomerulopatia del
trasplantament, entitat histopatologica causada per un mecanisme immunologic
humoral, podria ser originada inicialment per I’activacié de la via indirecta de
presentacid antigeénica.

Sembla evident doncs, que el coneixement del grau d’al-loreactivitat cel-lular de

efectora/memoria donant-especifica a través de les dues vies de presentacid



antigéniques in vitro mitjangant un test sensible com I’Elispot IFN-y, pot ser de gran
utilitat per tal de reconeixer aquells pacients susceptibles d’estar en risc de patir un dany

estructural a I’empelt d’origen immunologic.

De la mateixa manera que el monitoratge de 1’al-loreactivitat cel-lular efectora/
memoria, 1’estudi de 1la subpoblaci6 limfocitaria T reguladora Foxp3+
(CD4+CD25"®"Foxp3+) ha mostrat tenir un paper molt important en la regulacié de
resposta immunologica, pel que semblaria també poder ésser rellevant com a
biomarcador funcional en el trasplantament renal en determinades situacions cliniques.
En aquest sentit, aqui es mostra com aquesta subpoblacio limfocitaria reguladora, és
capag de proliferar i aparé¢ixer de forma significativa després del trasplantament tant en
sang periferica com directament a I’empelt renal entre agregats limfocitaris tubulo-
intersticials, caracteristicament en aquells pacients amb una excel-lent evolucid
funcional de I’empelt al llarg del temps.

Classicament, la infiltracié de cél-lules mononucleades a nivell tubulo-intersticial de
I’empelt en pacients trasplantats renals amb funci6 renal estrictament estable és un
fenomen etiquetat com a rebuig agut subclinic cel-lular al mimetitzar el patrd histologic
objectivat en pacients amb rebuig agut clinic. Aquesta entitat histopatologica és forca
controvertida en quan al seu impacte en 1’evolucid de I’empelt (71-73, 90-93). Un dels
principals obstacles que més probablement dificulta la interpretacié funcional d’aquests
infiltrats cel-lulars asimptomatics, és la manca d’informacié funcional d’aquesta
poblacid cel-lular infiltrant ’empelt, atribuint-se en tots ells, un mateix mecanisme
efector agressor. Aixi, en aquest treball de tesi es mostra per primer cop en humans,
com la preséncia de la subpoblacié Treg Foxp3+ entre aquests infiltrats mononuclears

en pacients diagnosticats de rebuig agut subclinic en bidpsies de protocol als 6 mesos



del trasplantament, permet discriminar per si sol, aquells pacients amb una significativa
millor evoluci6é funcional de I’empelt renal al llarg del temps i contrariament, com
I’abséncia de Tregs entre aquests infiltrats limfocitaris comporta un significatiu major
risc de disfuncié progressiva de I’empelt. A més, aquells pacients amb una major
proporci6 de Tregs entre aquests infiltrats mononuclears presenten una millor
preservacio estructural de ’empelt segons els criteris actualitzats de Banft’07 (6).

En aquest sentit, son diversos els treballs experimentals que mostren com la infiltracid
de cel-lules amb un fenotip regulador (Foxp3+) en empelts renals estables (66, 68-70),
exerceix un efecte protector sobre I’empelt , representant probablement aquest fet un
fenomen de reconeixement antigenic especific d’aquestes Tregs directament a 1I’empelt
per posteriorment poder portar a terme la seva funci6 supressora antigen-especifica.
Aquesta hipotesi, es veu recolzada pel fet que els pacients amb preséncia de Tregs entre
els infiltrats mononuclears tubulo-intersticials asimptomatics, son pacients que han
tingut la capacitat d’assolir un estat d’hiporesposta donant-especifica en la periféria,
estat immunologic vehiculitzat per 1’efecte supressor antigen-especific d’aquesta
mateixa subpoblacié limfocitaria reguladora Foxp3+. De forma remarcable a més,
aquest estat de privilegi immunologic assolit per aquest conjunt de pacients, molt més
que ser un estat bioldgic simplement estatic semblaria tenir un paper extremadament
dinamic al tenir una rellevant repercussié funcional: la preséncia de limfocits Foxp3+ a
I’empelt renal s’associa a un significatiu millor funcionalisme renal a llarg termini.

Es de vital importancia destriar aquest fenomen, objectivat en pacients amb funcié renal
estable, d’aquells amb disfuncié aguda o subaguda de I’empelt per episodis de rebuig
agut presentant els mateixos tipus d’infiltrats mononuclears tubulo-intersticials. En
aquest sentit, diferents estudis reportats a la literatura han mostrat forces discrepancies

en quant al impacte de les Tregs entre els infiltrats cel-lulars en pacients amb rebuig



agut clinic (94, 95). L’explicaciéo més plausible d’aquest fenomen i ben documentat a la
literatura, ve donat molt probablement pel fet que sota condicions inflamatories severes,
les cel-lules Tregs perden la capacitat de desenvolupar la seves activitats supressores de
resposta immunologica (96, 97). Es important tenir en compte a més, que en humans el
factor de transcripcié Foxp3 pot ser expressat de forma molt transitoria en limfocits T
CD4+CD25+ activats després del reconeixement antigenic via receptor de la cel-lula T,
perd sense presentar aquests activitat supressora antigen-especifica. Aquest fet doncs,
podria induir a una falsa identificacio fenotipica de Tregs, fonamentalment en situacions
d’elevada al-loreactivitat. Per tant, semblaria que durant els episodis de rebuig agut de
I’empelt les cél-lules Tregs estarien basicament exercint una funcié reactiva o
compensadora de I’efecte destructiu de la poblacié limfocitaria efectora, més que
exercint un paper protolerogenic i de reconeixement antigénic.

Les caracteristiques biologiques d’aquesta subpoblacié limfocitaria reguladora fa que
tingui una sensibilitat especial per diferenciar-se i1 proliferar sota 1’efecte de determinats
agents immunosupressors (98, 99). En aquest sentit, son diversos els treballs in vitro
que mostren com especificament SRL i Timoglobulina tenen un efecte afavoridor de
diferenciacio 1 proliferacié d’aquesta subpoblaci6 limfocitaria reguladora (77, 100). En
concordanga amb aquestes troballes experimentals, en aquest treball de tesi es mostra
també com |’efecte d’aquests dos farmacs immunosupressors afavoreix l’aparicid de
Tregs directament infiltrant ’empelt, tot i que cal també tenir en compte que alguns
pacients sota tractament immunosupressor amb anti-calcineurinics també poden
presentar Tregs entre les infiltrats cel-lulars tubulo-intersticials mantenint d’igual
manera, I’impacte beneficids en 1’evolucid funcional de I’empelt amb el temps després

del trasplantament.



En disposar d’aquests biomarcadors immunologics, és aleshores quan el disseny i
avaluaci6 d’estratégies immunosupressores amb 1’objectiu principal d’assolir estats
d’hiporesposta donant-especifica per aconseguir una major supervivencia de ’empelt a
llarg termini, soén factibles. Aixi, en aquesta tesi doctoral es mostra com amb un
protocol immunosupressor basat en dosis baixes de Timoglobulina i manteniment amb
SRL i MMF, sense 1'is d’esteroides ni anti-calcineurinics, 1’assoliment d’un estat
d’hiporesposta donant-especifica és viable 1 pot ser mantingut amb el pas del temps en
una proporcid important de pacients.

De forma rellevant, aquest protocol posa de manifest com son aquells pacients sense
al-loreactivitat cel-lular de memoria/efectora abans del trasplantament els que més es
poden beneficiar d’aquesta estratégia immunosupressora des de [I’inici del
trasplantament, al presentar un significatiu menor risc de rebuig agut cel-lular. No
obstant aix0, és important destacar que malgrat el desenvolupament de rebuig agut sota
aquesta estratégia immunosupressora, aquest fet no és un impediment per a assolir
aquest estat de privilegi immunologic tant als 6 com als 2 anys després del
trasplantament. Aquest fet suggereix doncs, que aquells pacients altament al-loreactius
es beneficiarien probablement més d’un régim immunosupressor inicial sota agents
anti-calcineurinics o simplement adjuntant dosis baixes d’esteroides al tractament de
manteniment amb SRL i MMF.

Sota aquest protocol immunosupressor, 1’assoliment d’un estat d’hiporesposta donant-
especific té una dramatica repercussid funcional, ja que s’associa a una significativa
millor preservacio estructural de I’empelt 1 per tant, a una millor funcié renal als 6
mesos, 1 als 2 anys de seguiment post-trasplantament, confirmant d’alguna manera els
resultats obtinguts en I’estudi transversal. De forma important, aqui a més es mostra

com I’estat d’hiporesposta donant-especific assolit per aquests pacients sota aquest



protocol d’immunosupressor €s vehiculitzat per 1’efecte supressor donant-especific de
cel-lules TregsFoxp3+ presents tant en sang periférica com directament formant
agregats en 1’empelt renal. Aquest fet es demostra de forma molt clara en aquesta tesi,
quan en retirar la subpoblacié limfocitaria reguladora als individus hiporesponedors
donant-especifics en els tests funcionals mitjangant cell-sorting, aquests malalts es
converteixen en responedors donant-especifics. En canvi, aquest fenomen no succeeix
en aquells pacients responedors donant-especifics on, contrariament, en retirar aquesta
subpoblacio6 limfocitaria dels tests funcionals es converteixen en hiporesponedors. Aixo
demostra com en aquest grup de pacients responedors, aquesta subpoblaci6 limfocitaria
¢s, més que Tregs, limfocits T activats efectors. A més i de forma molt rellevant, aquest
estat de privilegi immunologic mediat per ’efecte supressor de les Tregs, és un efecte
extremadament especific, ja que només tenen la capacitat de suprimir la resposta

immunologica efectora enfront els respectius donants.

En definitiva en aquesta tesi doctoral es mostra com 1I’homeostasi biologica assolida
entre dues poblacions limfocitaries amb funcions immunologiques oposades i
influenciades pels diversos tractaments immunosupressors, és la que permetra
aconseguir una millor o pitjor acceptaciéo de I’empelt renal i mantenir-se al llarg del
temps. Aquest fenomen doncs, posa de manifest la importancia de congixer 1’estat
funcional de la resposta immunologica donant-especifica en cada pacient i en diferents
periodes del trasplantament per tal d’individualitzar ’estratégia immunosupressora més

adient i poder interpretar de forma coherent I’evoluci6é funcional de I’empelt renal.



VII. CONCLUSIONS

1. La presencia d’elevada al-loreactivitat cel-lular donant-especifica en diferents
periodes de temps, i principalment per via directa de presentacid antigénica, mitjancant
la deteccio de limfocits T de memoria/efectors altament reactius contra antigens del
donant, circulants en sang periferica, permet discriminar de forma sensible aquells
pacients amb un major risc de patir un dany d’origen immunologic en el trasplantament

renal

2. L’alloreactivitat cel-lular donant-especifica per via indirecta de presentacio
antigénica s’incrementa a mesura que avanga el temps després del trasplantament i

s’associa a la preséncia de proteinuria.

3. La presencia de la subpoblacio limfocitaria T reguladora amb el marcador de funci6
FoxP3+, sembla exercir un paper rellevant tant en el reconeixement com en ’acceptacio
d’al‘loantigens, mitjangant la seva funci6 supressora especifica de resposta
immunologica. Fins 1 tot la preséncia de Tregs en entitats clinicopatologiques
controvertides com el rebuig agut subclinic pot ajudar a destriar els casos de mal i bon

pronostic de pérdua de funci6 renal.

4. El monitoratge funcional d’ambdues subpoblacions limfocitaries, el limfocit T de
memoria/efector i les Tregs, sembla ser d’utilitat com a biomarcador, per tal de poder
estratificar de forma acurada el diferent risc immunologic 1 aixi, permetre

individualitzar el tipus i carrega immunosupressora a administrar a cada pacient.



5. La induccié i manteniment d’un estat d’hiporesposta donant-especific és factible
evitant 1’0s de farmacs inhibidors de calcineurina en determinats pacients trasplantats
renals i sembla ser vehiculitzat a través de 1’efecte supressor especific de resposta

immunologica de les cel-lules Treg (FoxP3+).

6. L’us d’aquests biomarcadors cellulars en els diferents periodes del
trasplantament renal, pot facilitar el desenvolupament de nous protocols

immunosupressors amb 1’objectiu d’induir estats d’hiporesposta donant-especifica.
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IX. TAULES I FIGURES

Taula 1. Diferéncies més rellevants entre els linfocits T naive i els de memoria.
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Figura 1. Dianes terapéutiques dels farmacs immunosupressors.
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Figura 2. Vies de presentacié antigénica
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Figura 3. Al‘loresposta immunologica
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