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ALOINMUNOTRASPLANTE DE NERVIO

PERIFERICO PRESERVADO CON FK-506

1.- INTRODUCCION

1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reparación del tejido nervioso lesionado ha sido motivo de

investigación desde hace siglos.

Tras superarla idea, hacemás de cien años, de que los nervios

podían regenerar espontáneamente y que su manipulación podía impedir

la funcionalidad del mismo, han sido numerosos los científicos que han
profundizado en el estudio de la regeneración del nervio periférico.

En el pasadosiglo, Waller26’ describióla degeneraciónde axonesy
mielina producida en el segmento distal de una fibra lesionada

(degeneración Walleriana). En el mismo ámbito demostró el

sobrecrecimiento de axonesdesdeel extremoproximal del nervio afectado
(regeneraciónWalleriana).

Desde entonces,numerosos y diversos métodos de tratamiento
tanto conservadores como quirúrgicos han sido aplicados, no sólo a nivel

experimental sino también en la práctica clínica, obteniéndose con todos
ellos un importante avance en el conocimiento de este tema,

Mackinnon157.

Así, se sabe que en una fibra nerviosa lesionada sólo existirá
regeneración de la misma si el soma celular permanece intacto.

Posteriormente, del extremo proximal seccionado, habrán de nacer nuevas

ramas en longitud y diámetro, en dirección al extremo seccionado distal

para crear nuevas conexiones sinápticas, restableciéndose así la
continuidadde la fibra y sufuncionalidad.

Segúnestosconocimientos,puedelograrsela restauraciónde la fibra
nerviosa lesionada, para lo cual debe procurarse un adecuado y cuidadoso
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manejo del tejido, según refiere Mackinnon’58, que destaca entre los
principios básicos en el manejo del nervio periférico, los siguientes:

1.- Cualquier reparación nerviosa ha de hacerse siempre

“libre de tensión”, ya que lo contrario producirá un incremento del
grado de fibrosis en la línea de sutura, lo que reportará una

diminución de su funcionalidad.

2.-Es importante mantener una correcta alineación y
enfrentamientode los fascículos nerviosos con el fin de evitar la

formación de neuromas en la zona de unión, que afecten a la

transmisión nerviosa.

3.- En el casode quela lesiónseaextensay no puedahacerseuna
reparación sin tensión, será necesariointerponer un material que

sustente o sirva de estructura para facilitar la regeneración de las fibras
guiándolas hasta el segmento distal.

Estos experimentos han demostrado que tanto el neurotroffsmo

(capacidad de influir sobre la maduración de la fibra nerviosa ), como el

neurotropismo(capacidadde influir sobrela direcciónde su crecimiento),
jueganun papel importanteen el campode la reparación nerviosa, cuyo

ideal seríaoptimizaral máximo los efectosde ambos,Dellon47.

Esta capacidad de “crecimiento dirigido” de la fibra nerviosa ha

suscitado una repetida búsqueda de diversos materiales y tejidos, que

interpuestosentre las fibras, sirvan de estructurapara su elongación. En
esta línea, se pretende realizar este trabajo empleando como material de

unión un aloinjerto nervioso, que ya otros autores establecieron como

estructura ideal para regenerar lesiones en estetejido, Singh227.

Dado que el mayor obstáculo para que la reparación se lleve a cabo

es la respuesta inmune de rechazo que el propio organismo desencadena
frente al huésped antigénicamente distinto, hemos querido estudiar la

influencia del fármaco inmunosupresor FK 506, de probada eficacia en
trasplantesde riñón, hígado,pulmón y corazon.
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La efectividaddel fármaco ha sido valoradaen basea los resultados
obtenidos mediante:

1.- Estudio inmunohistoquimico, que permite la identificación
del patrón célular implicado en la reacción de rechazo, y su
modificación al aplicar el fármacoinmunodepresor.

2.- Estudio morfométrico de la densidadde fibras nerviosas
regeneradas bajo la influencia del fármaco.

3.-Electroestimulación de la fibra nerviosa

verificando la recuperación de su funcionalidad.

regenerada,

Para establecerel tiempo de duración del experimentoen ordena

obtenerregeneraciónnerviosa,seha decidido empleardostiempos de 5 y
11 semanaspara valorar comparativamenteel progresivocrecimientode
fibras, teniendo en cuenta, según estudios previos de diversos autores,

Ishida”4, Kuroki142, Mackinnon159, que antes de este tiempo la
regeneraciónes mínima.

2.- INTRODUCCIONHISTORICA

2.a-TRASPLANTE DE TEJIDOS

La historia de los trasplantes de
grandes épocas:

1.- Epocaempírica quecomprende
el siglo XX.

tejidos puede dividirse en tres

desdelas culturasantiguashasta

2.- Epocaracional que abarcael periodo de tiempo comprendido
entre los primeros trasplantesrealizadospor Carrel y Ulíman y el

descubrimientode la naturalezainmunológica del rechazo de aloinjerto
por Medawar’69.
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3.- Epoca científica que abarcadesdela SegundaGuerra Mundial
hastala actualidad.

La épocacientíficade los trasplantescomienzaen el siglo actualen el
cual, el desarrollo de las técnicas de sutura vascular, gracias a los trabajos

de Guthrie y Carrel, supuso un importante avancepara la técnica
quirúrgica de los trasplantes. Por otro lado, el descubrimiento de los grupos

sanguíneos en 1901 por Landsteiner (sistema ABO) no sólo permitió

introducir la transfusión sanguínea en la práctica quirúrgica, sino estudiar
también las diferencias y similitudes tisulares y celulares.

En 1903, seempezóaentrever la importancia de la genética en este
campo,aspectocorroboradoen 1907 por Borrel con trasplantesde tumores

experimentalesentrehermanos,y por Little en 1914, al comprobarque la
aceptacióndel tumor por el receptores másprobablesi tiene factoresde
susceptibiilidad idénticos a los del donante.

En 1938, Gorer describió los isoanticuerpos como reacción del

organismo a los isoantígenos genéticamentedeterminados, que se
encuentran en los tejidos normales y tumorales. Posteriormente,con

Lyman y Snell, describióel locus H-2, que rige el sistemaprincipal de
histocompatibilidaden el ratón.

En 1943, Medawar’69 sentó las bases inmunológicas de la

reacción de rechazo, siendode extraordinariaimportanciaen estecampo
la experiencia conjunta con Billingham y Brent que les llevó al

descubrimientodel principio de la toleranciainmunológica.

En los años cincuenta, se pusieron en práctica una serie de

procedimientos para debilitar o anular el rechazo de los trasplantes como

fueron la irradiación corporal subletal, y la utilización de los corticoides.
En 1958 Schwartz, Stack y Dameshekintrodujeron la 6-mercaptopurina

como droga inmunosupresoraentre los recursosposiblespara inhibir el
rechazo,lo queconstituyóla basede la inmunodepresióncon fármacos.

En 1953, Foley descubriólos antígenostumorales específicos, y en

1954, Mitehison demostró brillantemente la posibilidad de transferir la

sensiblizacion a aloinjertos de tumores sólidos mediante linfocitos
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procedentesde animales que habían rechazadopreviamente el mismo
tumor sólido (inmunidadadquiridaadoptiva).

La reacción“injerto contra huésped” fué descritapor Simonsen

en 1957. Como consecuencia de esta reacción las células

inmunocompetentes del donante pueden determinar la muerte del
receptor.

Dausset”en 1958, descubriólos antígenosleucocitarios (sistema

HLA), lo que ha permitido seleccionarlos donantesy elegir los receptores
más adecuados, buscando una menor reacción de rechazo,pararecibir un
trasplante.

Rosenauen 1963, describió la capacidadcitolítica in vitro de los

linfocitos sensibilizados.En 1964, Bain estudió el “cultivo mixto de

linfocitos” procedentes de individuos no emparentados, que conducía a la

aparición de grandes células blásticas proliferantes.

Durante 1963 y 1964 destacan los estudios de Woodruff y Anderson

sobre el suero antilinfocítico heterólogo como agente de
inmunosupresión, sustituido unos años después por globulina
antilinfocítica.

Los estudiosdeMiller durantelos años1960, por lo querespectaa

la función del timo como órgano linfoide central, son hoy clásicos.

En cuanto a los trasplantes clínicos de órganos, han ido

sucediéndose con resultados variables a lo largo de nuestrosiglo. Así, en
1906 Zirm lleva a caboel primer homotrasplantedecórneahumanay en
1950, Merril y Humecomienzana realizar los primeros trasplantes renales

siendoen la actualidadlos másconocidosy experimentados.

En otro campo,Mathé en 1955 realiza el primer trasplantede

médula ósea,siendoel primer trasplantede hígadorealizadoen Estados
Unidosen 1963, por Starzl229 y en Europa,dos añosdespúes,por Calne27.

5



El primer trasplantepancreáticohumano realizadopor Kelly y
Liflehel seconsigueen 1966, mientrasqueel de pulmón sellevó a cabopor

primeravez en 1963 por Hardy.

Barnard fué el autordel primer trasplantecardiacohumanoen 1967
y en el mismoañoLillehei lleva a cabo,aunqueno con el mismoéxito, el
primer trasplanteintestinal.

Desdela SegundaGuerra Mundial hasta nuestrosdías se están
perfeccionadolas técnicasquirúrgicas necesariaspara llevar a cabo con

éxito el trasplantede órganosy tejidos. Se estánestudiandoy proponiendo
procedimientosencaminadosa disminuir o hacer desaparecerel rechazo
del órgano trasplantado. Se están perfeccionando los sistemas de
conservación de órganos y se está ampliandoel conocimiento de los

antígenosde histocompatibilidad.

Entre las adquisicionesmásrecientesde estaetapadebedestacarseel
empleode la ciclosporinaA (CyA), introducida en la clínica humanaen
1978 por Calne28,y el empleode anticuerposmonoclonales como agentes
inmunosupresores.Amboshansido responsablesde una neta mejoría en
el resultado de los trasplantes en los últimos años. Otras drogas
introducidasmásrecientementehansidola OKT-3 y el FK 506, asícomo la

solución de Wisconsin como solución de preservación del injerto,
162

Martinez

2.b.-CIRUGíADEL NERVIO PERIFERICO

Históricamente, y siguiendo las pautas marcadaspor Galeno,

durantesiglos,los cirujanosqueseencontrabanante un nervio periférico
seccionado,evitabancualquierintento de reparación,e incluso convertían
las secciones parciales en totales, para evitar la aparición de

“convulsiones”, Irisarriy”.

Esta actitud generalizada no impidió que algún cirujano efectuase y

describiese intentos aislados de reparación. Sin embargo, no fue hasta
finales del siglo XIX cuando se comenzó a aceptarla reparaciónde un

nervio periférico seccionado,mediantela suturade su tejido conjuntivo.
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El objetivo de esta etapa,que podríamos llamar “era mecánica”, era
conseguirel afrontamiento más exacto posible entre los extremos del
nervio seccionado.Muchos cirujanos, como Schiff en 1851, llegaron
incluso a pensar,de forma errónea,que si estareparaciónse efectuabade
urgencia, se produciría una cicatrización “primaria”, evitándoseasí el
procesode degeneraciónwallerianadel segmentodistal, Waller262.

En 1863, Philipeaux y Vulpian publicaron un articulo en el que
describían la realización del primer aloinjerto nervioso en perros cuyo
fracasoles llevó a continuar la línea del trasplanteutilizando injertos
autólogos,Delíon47.

Duranteel último siglo, se produceun avancesignificativo en el

desarrollode la cirugía del nervio periférico, basadoen la aplicación de
técnicas que ya habíansido perfiladascon anterioridady que pudieron

emplearseen el tratamientode un importantenúmero de traumatismos
del nervio periférico producidosdurante la segundaguerra mundial.
Cirujanosinglesescomo Seddon218y Yahr274entreotros, desarrollaronlas
reparacionestempranasdel nervio periférico defendiendo como más
prometedorala técnicade reparaciónnerviosa de tipo epineural frente a
la perineural.

Respectoa la cirugía del trasplantenervioso ya en nuestro siglo,
podemoscitar a Barnes” como uno de los pioneros de la terapia en
humanos ya en 1946. Previamente,Guttman93,en 1942 y 5 eddon217,en
1943, tras realizar experimentos en humanos y animales con
homotrasplantes,concluyeronque el límite para obtenerla viabilidad de

un injerto nervioso estabaen 30 mm. de longitud. En relación a esto,
Mackinnon’59,defendió el fenómeno de rechazo,en injertos de mayor
longitud, como responsabledel fallo de un aloinjerto nervioso, el cual
mostrabauna reaccióninflamatoria difusay una fibrosis secundaria,que

fueron atribuidas a una reacción inmune del tejido huésped. Con
anterioridad,Hubbel107, en sus experimentos clásicos,había definido el
autoinjertocomo material ideal parael transplante.

Diferentes técnicasen la práctica del trasplante nervioso fueron

utilizadascon distinta aceptaciónentre los cirujanos de nuestro tiempo.
Así Seddon218,diseñó el uso de injertos tipo cable, en el que varios
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segmentosde un nervio cutáneounidos entre sí por diferentesmétodos

formabanun cable de la misma talla que el nervio a reparar,técnicaque
comoseñalaSmith228,no llegó a ser muy popular,llevándosea cabomuy
pocoscasosenvariosaños.

Ante situacionesdonde por la magnitud del defecto nervioso se

hacíanecesarioel aportede aloinjerto nervioso, sepusode manifiesto la
necesidadde disminuir la capacidadantigénicadel mismo, teniendo en
cuentaque la experiencia en el uso de aloinjertos frescos no fué en
principio exitosa.En el año 1943, con Weiss265,se iniciaron las primeras
técnicasde preservacionde aloinjertosmedianteel uso de la liofilización.
Años después,Marmor’61, utiliza la irradiación previa y Afanasieff4,más
tarde,aloinjertospreservadosen solución de cialita.

La importancia de conseguir una reparación nerviosa en una
intervención inicial, se basa en que la retracción de los extremos del
nervio es mínima, lo que facilita la sutura sin tensión. Esto a su vez

facilita el aporte vascular necesario para su correcta regeneración. Sin
embargo, si no se dan las condiciones adecuadas (herida muy

contaminada), es preferible recurrir a la reparación secundaria, en un

plazo comprendido entre la segunda y tercera semana, según refiere
•111

Irisarrx

Tras los estudios sistematizadosde Nicholson’83 en 1947, se
establecióen torno a los 5-8 cm la distancia crítica de resección que
permitíauna posteriorsutura término-terminal sin necesidadde injerto
nervioso.La preparaciónde los extremosa suturardebehacerseevitando

manipulacionesbruscasde los mismos y evitando aislar los extremosdel
nervio en una longitud excesiva para no dañar su vascularización,
alcanzandocon ello en la actualidad,el conceptode “cirugía atraumática”

sumáximo sentidosegúnrefiereIrrisari11’ entreotros autoresactuales.

La necesidadde obtener el afrontamiento más exacto entre los
extremos del nervio seccionado condujo al empleo de medios de
aumentoquefueron de importanciacapital en el desarrollode la cirugía
del nervio periférico. Así, se admite primero la utilización de lupas,
introduciéndose posteriormente el microscopio quirúrgico que ya

comienzan a utilizar de forma rutinaria Jacobson”ten 1960 y después
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Kurtze’44 y Michon171 en 1964. Lundborg1~, demostró igualmente la
superioridad en los resultados de la neurorrafia con técnicas
microquirúrgicas sugiriendo por otro lado la necesidad de utilizar injertos

nerviosos de interposición para evitar tensión en las suturas. En este

aspectoaportan sus experienciasa nivel clínico como experimental,
autoresclásicoscomo Therkelsen246y actualescomoAdson3.

En cuanto a la utilización de la sutura epineural frente a la
perineural puede decirse que ha sido tema polémico desde los primeros
intentos de reparación nerviosa. Así, autores como Bora19 y Grabbt en

1967 fueron defensores de la sutura perineural y otros como Wise’71, en
1969 prefirieron la epineural. En cualquier caso, el cirujano deberá
intentar respetar la topografía intraneural al coaptar los extremos del

nervio. Sunderland2S6, Jabaley”5 y Schroder215, contribuyeron
notablemente a la identificación topográfica del nervio periférico. Entre

ellos, fue Sunderland236 quien mostró que el nervio periférico no consiste

en un conjunto de fibras nerviosas extremadamente juntas, sino que

existe en todos los casos un elemento conectivo que contribuye en un 60%
del espesor total del nervio dependiendo del patrón fascicular del mismo.

Una vez suturado el nervio, la aparición de importante formación
cicatricial en los extremos nerviosos llevó a Stookey235 y Millesi’75 a la

necesidad de resecar el extremo de sutura terminal en un segundo tiempo
y llevar a cabo una anastómosis término-terminal. Diversos cirujanos

como Edshage59intentaron evitar este problema intentando conseguir

superficies lisas y limpias a la hora de anastomosar los terminales
nerviosos.Paraello, fueron testados diferentes materiales en un intento
de protegerel sitio de suturapor tubulización y en orden a impedir el

crecimientode tejido conectivodel áreacircundantedentro de la sutura.

En estesentido, Campbell’9 y Bóhler18 usaron Millipore como material,
Cabrielson78usó Surgicel y Midgley1” fué el primero en utilizar tubos de
silastic, al igual que Ducker56 posteriormente.

Teniendo en cuenta que, cualquiera que sea el tipo de sutura

empleado, es imprescindible que no haya tensión a nivel de la coaptación,

se han comenzado a utilizar en nuestros tiempos nuevas posibilidades de

“neurosíntesis” o yuxtaposición de los extremos del nervio, como es la

utilización de] láser. Este, tiene como ventajas su rapidez, la escasa
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manipulación del nervio y la no utilización de un cuerpo extraño.
Almquist5 utilizó el láserde Argón, paraadheriral nervio unas gotasde
sangre del propio paciente, que coloca previamente en la zona de
coaptación,dandolugara unamasaadheridaa la envoltura fascicular que
mantiene coaptadoslos extremos.También ha sido empleadoel láserde
CO

2 por autorescomoTerzis243 y Osedo
19t.

Otra atractiva alternativa al uso de material de sutura es la
utilizacióndel “SistemaAdhesivode Fibrina’ (SAF), que se obtienepor la
mezclade fibrinógeno,obtenidode plasmahumano, y aprotina,de origen
bovino, disueltosambosen una solución de cloruro cálcico, que se aplica
medianteun dispositivo especial,obteniéndoseun coágulo de óptimas

características.La rapidezdel método y la mínima manipulación de los
extremosdelnervio queseprecisa,son dos importantesventajasa las que
se asocia el hecho de que la envoltura del adhesivo de fibrina, impide

durantelas dos primerassemanasla penetracióndel tejido conectivoen el
áreade unión, teniendotiempo suficiente los axonesparaintroducirseen
el segmentodistal antes de que se reabsorba.Irisarri111, refiere haber
utilizado esta técnica fundamentalmenteen el caso de reimplantes
complejos (amputaciones múltiples de dedos, lesiones bilaterales, etc. ),
por el importante ahorrode tiempo quirúrgicoque suponeen estetipo de
intervenciones, proporcionando unos resultados equiparablesa los

obtenidos con la sutura convencional.

En el caso de la reparación secundaria, lo habitual es que sea

necesariorecurrir al injerto nervioso para poderhacer la reparacióndel
nervio lesionado. La opinión de Millesi’75 de que e] axón en vías de
regeneraciónsalvarámásfácilmentedos barrerassin tensión queuna sola

a tensión,ha sido confirmadopor los resultadosde otros autores.En los
casosmáscomplejos,la coaptacióndel injerto se hacecon un único punto
de suturade “seguridad”combinadocon el empleo del SAE, segúnrefiere

•111Irisarri

En los casosen los queel injerto nervioso tiene queser colocadoen
un lecho mal vascularizado,seoptó por el empleo de ‘Injertos Nerviosos
Vascularizados”(INV),anastomosandola arteria y vena de su pedículo a
vasosreceptoresde la vecindad,lo quele otorgala independenciavascular
del lecho receptor.En esteaspecto,fue Taylo?4el primero en utilizar la
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rama sensitiva del nervio radial vascularizada por la arteria radial, como

injerto para salvar una gran pérdida del nervio mediano. Sin embargo, la

aplicación práctica de los INV es escasa por ser los nervios dadores nervios

sensitivos con un pedículo vascular con vasos de muy pequeño calibre y
con frecuentes variaciones anatómicas.

Como técnicasalternativas al injerto nervioso, seha propuesto en la

actualidad,la interposición de materialestanto sintéticos como el ácido
poliglicólico, Mackinnon156, como no sintéticos.Entre estos últimos, cabe
la posibilidadde utilizar un segmentode vasoautólogo,preferentemente
venoso,Chiu33, como una porción de músculo, Glasby80 y Norris185 que
proporcionaría una matriz con membranas tubulares anatómica y
probablementequímicamentesimilaresa las de un nervio periférico.

En resumen, han sido muchos los cirujanos que desde los
comienzoshistóricoshastanuestrosdíashancontribuidoal progresode la
cirugía del nervio periférico, perfeccionandoen el tiempo técnicas
quirúrgicas concretas, como la neurolisis interna con Curtis y Eversman39

y la neurorrafiacon Millesi’74 y Zoech281entre otras,parahacernosentrar

en los últimos años en lo que conocemoscomo “era biológica” de la
reparaciónnerviosa,la cual secaracterizapor asociarmedidasquepuedan

acelerar la regeneraciónaxonal. Entre ellas, se ha recurrido desde al
empleo de los camposelectromagnéticospulsátiles, Raji204, Zienowitz280,
Pérez-Caballer’93, al empleo de sustancias como la triodotironina,
Forman71,o de factoresneurotróficos como el NGF o cultivos de células
de Schwann, Weinberg 264 e Ikeda’09. Queda con ello abierta, la posibilidad

de nuevas espectativasen el campo de la cirugía del nervio periférico,
asociada al esfuerzo conjunto de los especialistas en la biología del tejido

nervioso, de cara a obtenerun avance importante en el tratamiento de
esta patología en un futuro próximo.

2.c.-FK-506

La demostraciónpor Came28en 1960 de queeraposibleprevenir el

rechazo de un trasplante alogénico mediante la intervención
farmacológica,anunció el inicio de una nueva era en el campo de la
cirugía y el trasplante.
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En 1961, Calne28 consiguió trasplantar con éxito riñones entre
individuos genéticamenteno relacionados,mediantela utilización de una

droga inmunosupresora,azatioprina, derivada de la 6-mercaptopurina
quepreviamentehabíanutilizado en susexperimentosoriginales.

Goodwin y colaboradores,en 1963,demostraronla importancia de
adicionar esteroidesa las terapiasinmunosupresoras, con lo que se

estableciódichaasociaciónfarmacológicacomo tratamiento estándaren el
trasplante renal durante los veinte años siguientes. Con ello quedó
patenteque el éxito en el trasplantede un órganono residíasólo en la
destreza y técnicas quirúrgicas aplicadas sino también en la habilidad de

manejar correctamente dichas drogas inmunosupresoras. Sin embargo,

fueron muchos los trasplantes que fallaron por infecciones, debidas al
excesode inmunosupresióny por los efectossecundariosasociadosa las
propias drogas.

La introducción en la clínica de la Ciclosporina A (CyA) como

agente inmunosupresor por Calne28 y colaboradores, en 1979, superó las

espectativasdel doble régimenazatioprina-esteroides.Con ello, no sólo
fueron necesariasmenores dosis de esteroidessino que la propia CyA
pudo ser utilizada como única droga introduciendo además el principio de

selectividad farmacológica al poseer una actividad directamente contra los

linfocitos T CD4 + activados.La utilización de estadrogasignificó una
enormeexpansiónen el trasplantede órganos,realizadosactualmenteen
muchos centros con éxito y de forma rutinaria. Sin embargo y

desafortunadamente, la ciclosporina no está exenta de efectos secundarios,

en particular su nefrotoxicidad que dificulta enormementesu manejo,
especialmente en el trasplante renal.

En 1987, Kino, Hatakana y Hashimoto132, aislan en Japón un nuevo

macrólido, obtenido del Streptomyces tsukubaensis, que posee

importantes propiedadesinmunosupresorasy que es denominado,
utilizando la numeración y nomenclaturadel laboratorio,como FK 506.

Esta droga, que desde los primeros estudios in vitro ha dejado

patentesu poderosaactividad inmunosupresora,utilizada en cultivos de
linfocitos T helper (CD4+), ha demostradoser aproximadamentecien
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veces más potente que la CyA en inhibir selectivamente la secreción

de una amplia variedad de citokinas, en particular la interleukina-2 (IL-2),

Yoshimura,Matsui y Hamashima273,1989, Toccí, Matkovitch y Collier249,
1989.

Numerososestudiosen animaleshan demostradosu potencia a

dosis orales de 0.5-1 mg/Kg con una toxicidad que varía dependiendo de
las distintas especies y de la vía de administración utilizadas. En ratas,

Ochia1~y col., administraronla drogaa dosisde 0.32mg/Kg y 1 mg/Kg
obteniendo el 100% de supervivencia en trasplantes cardiacos. Sin

embargo,Liu’49 refieren emanciacióny una pérdidade pesodel 20% en
ratas tratadas con lmg/Kg de FK 506, si bien este dato no ha sido

confirmadopor otros autores,Takaya242y col. Dosismayoresde 1-4mg/Kg,
han demostradoser responsablesde hipergiucemias en ratas tratadas

según refiere Nalesnik’82.

3.- HISTOLOGIA DEL NERVIO PERIFERICO

3.a.- ANATOMIA DEL NERVIO CIATICO EN EL HOMBRE

Este nervio es el más grande del organismo. Se origina en el plexo

sacro principalmente a partir de los segmentos espinales L-5 a 5-2, luego

abandona la pelvis posterior medialmente con respecto a la tuberosidad
isquiática y discurre distalmente en la región posterior del muslo rodeado

por los músculos de la corva. A lo largo de este trayecto, suministra ramas
muscularesa todoslos músculosprofundospor detrásde la articulaciónde
la cadera y para los músculos de la corva. Todos estos músculos producen

extensión del muslo siendo los de la corva también fuertes flexores de la

pierna.

En el limite inferior del muslo, inmediatamente por arriba de la

articulación de la rodilla, el nervio ciático se divide en dos ramas
principales,el nervio tibial y el nervio peroneocomún. El nervio tibial

continúadistalmenteen la regiónposterior de la pierna, ubicándoseen el
espacioentrela libia y el peroné.Finalmentepenetraen el lado medial del
pie por detrás del maleolo interno. En este trayecto proporciona ramas

sensitivas para la piel lo mismo que las ramas para todos los músculos del
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dorso de la pierna, especialmentepara el sóleo, el gemelo, el tibial

posterior y los flexores de los dedos. Las funciones principales de estos
músculos son la flexión del plantar del pie y los dedos y también la

inversión del pie.

El nervio peroneo común gira alrededor del costado externo del

peroné, donde se divide en los nervios peroneos superficial y profundo. El

primero de estos desciende por la parte lateral de la pierna para

suministrar inervación motora a los músculos peroneose inervación
cutánea al dorso del pie. El nervio peroneo profundo desciende en la
región anterior de la piernaen relación con los músculosanterolaterales

(e] tibial anterior y los músculosextensoresde los dedos>y los inerva. Su
función principal es la dorsiflexión del pie.

3.b.-ESTRUCTURA MICROSCOPICA DEL NERVIO PERIFERICO

Las células de sosténdel sistemanervioso periférico comprenden
las células de Schwann que se asocian a todas las fibras nerviosa

periféricas.Estascélulas, sedenominanneurilemaso vainasde Schwann
por la forma en que rodean a sus correspondientes axones. Todo axón del

sistemanervioso periférico desdelas raices dorsalesy ventraleshastalas

ramificaciones más distales de las fibras sensorialeso motoras, está
rodeadoen la mayor parte de su longitud por una serie de células de
Schwann, Weiss266 en 1982.

Los nervios periféricosestáncubiertospor varias capas,siendo la
compuesta por las células de Schwann la que se halla en más íntimo

contacto con los axones.

Hacia el exteriorhay trescapasde tejido conectivo.Todo el nervio se
halla encerradoen un epineuro de tejido conectivo densamentefibroso,
similar a una funda o manguito. Los axones de los nervios se alinean
dentro del epineuro en haces o fascículos longitudinales de tamaño

variable. Estos fascículostambiénse hallan encerradosen una funda de
tejido conectivomoderadamentedensoque se denomina perineuro. Los
axonesy suscélulasde Schwanncorrespondientesestánrodeadosdentro

del perineuro por una delicada cubierta de tejido conectivo laxo,
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denominadaendoneuro, como también por una pequeñacantidad de
vasossanguíneosllamadosvasa nervorum que penetranen las vainas
epineuralesy perineuraleshastadividirse en un plexo capilar indefinido
dentro del endoneuro,Fig. 1.

(2> Neurona Eferente

Fig. 1. Estructuramicroscópicadel nervio periférico.

Shanthaverappa y Bourne220, estudiaron el perineuro de nervios
de diversas especiesy describenla existenciade una capa epitelial formada

por células aplanadasque constituyen un revestimiento para la vaina
perineuralde tejido conectivo.Los nervios menorescarecende epineuro.
Un nervio menor está formado por un tubo de perineuro dentro del cual

hay tubosde endoneuroconteniendocadauno unafibra nerviosa.

La vaina de mielina de un nervio periférico está rodeada por el

protoplasmade una célula de Schwann;a su membranacelular se añade

una membranabasal,la cual envuelve el internodo, aislando las fibras
nerviosaunasde otras.La mielina de las fibras mielínicas no escontinua;
está interrumpida de manera periódica por estrechamientosllamados

Membrana Epineural

Epineuro

(1)

<2)

vaina de Mielina
Fibra Nerviosa

Perineuro

Sensorial

(1) 1. Motora
NeuronaAferente
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nodos de Ranvier. En estos nódulos no hay mielina y la vaina de
Schwann de la célula nerviosa se invagina y, no la cubre por completo en

estos sitios, como se ha demostradopor los estudiosde Robertson206 al
Microscopio Electrónico(ME). La fibra nerviosa está descubiertaen parte

por lo tanto,habiendounacélula de vaina de Schwannentredos nódulos.

En los nervios periféricos,la mielina entre los estrechamientosde
Ranvierestáinterrumpidapor fisuraso surcospequeñosqueseextienden
haciaella desdela superficie.Estos sitios sedenominansurcosde Schmidt-

Lanterman, y los segmentosentre ellos se denominan segmentosde
Schmidt-Lanterman. Los surcos han sido estudiados por métodos
histoquimicospor Shankliny Azzam219.

Existeuna relaciónentreel calibre del cilindroeje, el espesorde la
vaina de mielina, la distanciaentrelos nodosde Ranvier y la velocidad de
la conduccióndel impulso nervioso. Cuantomayor esel calibre del axón,
mayoresel espesorde la vainade mielina y mayor la distanciainternodal.
Por ello cuandounafiba nerviosaestácreciendolas distanciasinternodales

aumentanprogresivamente.La velocidadde la conducción aumenta a
medida que aumenta la distancia internodal. Las fibras nerviosas se
clasifican en A, B y C dependiendode su contenido en mielina y la
velocidadde la conducción.Las fibras de tipo A, fuertementemielinizadas,
tienen un diámetro que oscila entre 3-20 gm y una velocidad de
conducciónde hasta20 m/s, las de tipo B estánpobrementemielinizadasy
su diámetro oscila entre 1-3 .tm y los impulsos discurren a una velocidad

de hasta 15 m/s. Finalmente las de tipo Cson amielínicas y de conducción

lenta(hasta2 mIs).

Puededecirse que en las fibras amielínicas la propagación del
impulso seproducede forma continua, mientras que en las mielíicas la

transmisiónde los impulsosserealiza a saltos.Lasbasesmorfológicas de
estaconducciónsaltatoriasehallanen la alternancia,a lo largo del nervio,
de segmentos con cubierta mielínica (internodos> y de zonas
desmielinizadas (nodos de Ranvier). Este tipo de conducción es mucho
más rápido y requiere mucha menos energía que la propagación continua

de la excitaciónnerviosa.
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Los vasos que abastecenlos nervios, son arterias y arteriolas de
disposición longitudinal de tipo epineural, interfascicular,perineural e

intrafascicular. El endoneuro contiene una redecilla capilar. Arterias
nutriciaspenetranfrecuentementeen el nervio a lo largo de su trayecto,
procedentes de vasos extraneurales, y de vasos dispuestos
longitudinalmente que acompañanal nervio, para comunicar con los
vasosneurales.El número de anastómosisentretodos estos vasoses tan
considerablequelos nerviospuedenquedarseen largo trechodesprovistos
de los tejidos queles rodean.Sunderland239,insiste en la importancia de
conservarlos vasossuperficialesque acompañanlongitudinalmentea los
nervios cuandoestosse decortican,pues forman eslabonesimportantes

del sistemaqueproporcionantalesanastómosiseficacespara la nutrición.

En lo referentea la histologíadel nervio periférico,a la observación

de los cortes transversalde un nervio a nivel de la microscopiaóptica se
demuestraque la mielina que rodeaa cadafibra nerviosa se ha disuelto
duranteel procesode inclusión y deshidratacióndebido a su naturaleza
lipídica. Esto hacequela fibra nerviosa sedeslicehaciaun lado del espacio
tubular quecreala mielina a medidaqueseva disolviendo. Por lo tanto

los cortestransversalesteñidos con hematoxilina-eosina,o con cualquier
tricrómico muestranla zonapreviamenteocupadapor la vaina de mielina
comopequeñosespaciosredondeadosy vacíos.

En la zona externa del espacio se advierte un neurilema levemente

teñido.Los núcleosobservadosson los del neurilema y de los fibroblastos
y macrófagos del endoneuro, junto con los núcleos de los vasos

sanguíneos.Sin embargo,en unapreparacióncon ácido ósmico,la mielina
que rodealas fibras nerviosasno se disuelve ni desaparece,sino que se
conservay se tiñe de negro. Se dice que es osmiófila. Por los tanto, las
vainas de mielina de las fibras nerviosas aparecen como anillos de color

pardo-negruzcoen estetipo de preparaciones.Pero los demáselementos
del nervio no se observan muy bien. Estas preparaciones permiten poner

de manifiestoquelas fibras quecomponenun nervio tienen dimensiones
diferentes.
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3.c.-PROCESODE DEGENERACIONDEL NERVIO PERIFERICO

Waller 262 en 1850, fue el primero en descubrir las alteraciones que

se producentras la secciónde un nervio. A él debe su nombre la
denominadadegeneraciónWallerianaque explica el conjunto de cambios
queseproducenen el segmentodistal de un tronco nervioso despuésde
habersufridouna lesión que causeinterrupciónaxonal.

En las primeras 12 horas que siguen a la sección axonal, no se
observansignosde degeneración,exceptounacierta laxitud en la vaina de
mielina quese acompañade un aumentode actividad enzimática en el
extremodistal del nervio.

A las 24 horas de la sección, se produce una abundante reacción

tisular en el lugar de la lesión y se inicia una proliferación de tejido

perineuralprocedentede ambosextremos,proximal y distal, hacia la zona
de interrupción.

Al segundoy tercerdía, la alteraciónde la vaina de mielina esmás
intensay los cambiosaxonalesse hacenvisibles. La mielina comienzaa

segmentarse y se separa formando hileras de ovoides y elipsoides, entre los

queseincluyenfragmentosaxonales.Ya Cajal2526,en 1928, observóquela
segmentación de la vaina de mielina tiende a ocurrir en las
segmentaciones de Schmidt-Lanterman. Esta fragmentación de la vaina de
mielina, está asociadacon hipertrofia e hiperpíasia de las células de

Schwann, Bradley y Adsbury21, 1970. Finalmente todas las fibras del
extremodistal degeneran.

Hacia el cuarto día, una importante actividad mitótica se hace

evidenteen la poblaciónde célulasde Schwann,en la partemás distal del
cabo proximal y por completo en el cabo distal. Las células de Schwann
proliferante sealinean de forma longitudinal, dandolugar a las llamadas

247

bandasde Búnger,en el interior de los tubos de Schwann.Ya Thomas
en 1964, sugirió la posibilidadde quelas célulasde Schwannsintetizaran
un precursorde colágeno,que condicionarasu agrupamientoalrededorde
los tubosde Schwann.
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Al octavodíade la sección,un cortelongitudinalde la porcióndistal
del nervio muestra una gran cantidad de glóbulos orientados
longitudinalmente que correspondena productos de degeneraciónde
mielina que secruzancon cabosondulantesde proliferación de célulasde

Schwann.Cuandoel procesoregeneradorprocedentedel caboproximal
falla, los tubos de Schwannencogeny el extremodistal del nervio se va
contrayendoy siendo reemplazadopor tejido conectivo quedandode él
solamenteun esqueleto.

Finalmente,en los díassiguientesel axón y la mielina degenerados

delos muñonesdistalesde nervios periféricoscortadosatraenmacrófagos
del endoneuro,que fagocitan el material degenerado.Se sabe que las
célulasde Schwann colaboranactivamenteen la resorciónde las fibras de
mielina, al adquirir una actividad fagocítica ayudando a suprimir los

restosen la zona lesionada,Lassner146.Todos estos cambios secuenciales
citados,se ilustran en la Fig. 2.

3.d.-PROCESODE REGENERACIONDEL NERVIO PERIFERICO

Desdelas primerashorassiguientesa la secciónnerviosa,existe una

evidencia de actividad regenerativacon profusión de brotes axonales,
formadospreferentementeaexpensasde las fibras amielínicasdel muñon
proximal. Estosbrotes,sedirigenpor contactocon las superficiesy no por

factoresintrínsecoshacia los tubos de Schwanndel fragmento distal. El
descubrimiento del factor de crecimientonerviosopusode manifiestoque
el procesode regeneraciónaxonalseveía notablementeinfluenciado por
los factores de crecimiento. Seckel216, en 1986, demostró la gran
importancia del extremo distal nervioso en la producción de factoresde
crecimientonecesariosparael procesoregenerador.El crecimiento masivo

de célulasperineurales,fibroblastosy célulasdeSchwanndesdeel extremo
proximal y distal, da lugar a un puentepor el cual los axonesregenerantes

pueden alcanzar el extremo distal, Thomas253, 1964. Posteriormente, estos

axonesregeneradoscontinúanpor los tubos de Schwann,progresandopor
el fragmentodistal sin obstrución.

En su progresión,estos axonesson englobadospor el citoplasmade
las célulasde Schwannque hanproliferadoen gran cantidad.En el casode
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las fibra mielínicas, estos axones sufren un proceso de selección que

condicionala permanenciadel mayor de ellos,único quese beneficia del
procesode mielinización.Estasfibras mielínicas,aunqueestructuralmente

semejantesa las normales,son de tamaño más pequeñoy no es extaño
encontrarla presenciade dos fibras mielínicasen el interior de la vaina de
Schwann.

Estos hechos hacen suponer que el afrontamiento de los cabos
nervioso debe ser perfecto, para permitir el contacto entre los brotes

axonalesdel poío proximal y la vaina de Schwanndel polo distal. En caso
contrario,los axonescrecena partir del extremoproximal, pero no pueden
penetraren los tubos Schwannianosdel distal y dan lugar a una masa
desorganizadao neuronatraumáticaal final de aquél, mientras que las
células de Schwann del extremo distal proliferan de forma anárquica

originando un neuroma.

3.e.- REGENERACION DE LOS NERVIOS UNIDOS POR MEDIOS

QUIRURGICOS

Si los dos extremos seccionados del nervio se unen y se sujetan en

su sitio mediantepuntosa través de susenvolturasde tejido conectivo,o
bien se sostienenunidos por algún otro medio, se puederestableceral
menosen la zonaafectadauna partede la función despuésde un periodo
prolongado.

Lundborg’53 enfatiza en la importancia de dos factores necesarios
paraqueseproduzcala regeneracióndel nervio periférico: la lámina basal
de un conductoaxonal, y células de Schwannviables como elementos
funcionales, que participarán activamente en la resorción de mielina
durantela degeneraciónWallerianay por otro lado facilitarán el inicio de
la regeneraciónnerviosa al atraeraxonesen crecimiento desdeel muñón
proximal mediantela secreciónde factoresneurotrópicos.

En la partedel nervio distal a la sección,las fibras nerviosas de las
neuronasaferentesy eferentesestánseccionadasde suscuerposcelulares,

de modo que mueren y se necrosan.La desintegraciónde los axones
requieresólo un tiempo breve,y en unos cuantosdíasquedaun poco de
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desechocelular en el espacioqueocupabaantesel cilindroeje. Las vainas
de mielina de esosaxonesqueson seccionadasdesdesus cuerposcelulares
se descomponentambién.

Las célulasde las vainasde Schwannproliferany secreequeforman

cordonesque se encuentranen los tubos endoneurales.Esascélulas se
multiplican dentro de los tubosde la lámina basal,paraformar columnas
longitudinales llamadas “bandas de Btinger”. Los macrófagos del

endoneurofagocitan y digieren las gotas de mielina desdobladay los
residuosde los axonesmuertos.

Los fibroblastos,en particular los que estáncercadel sitio en el que
estácortadoel nervio proliferan, pero a menos que el sitio del corte se
hayainfectado,no suelenproliferar con tanta rapidezcomo las célulasde
la vaina de Schwann.

En tanto ocurrenestos cambiosdel nervio distal al corte, ocurren

cambiostambiénen el muñón proximal. Cerca de la región de corte los
axonesdegeneranal principio. Las células de la vaina de Schwann

proliferany crecenhaciael interior de nuevoy seunencon las del muñón
distal. Así seestablecela continuidada través del corte graciasa las células
de la vaina de Schwann y estascélulas tienen hendiduras entre ellas

dispuestasde forma longitudinal. Zalewski279insiste en la necesidadde
mantenerun adecuadenfrentamientode los extremos suturadosdel
nervio a fin de no deprivar al injerto de la influencia quesobreél ejercen
los factoresneurotróficos liberados desdelos extremos.En este aspecto,
Bora y Grabb19,defendieronla suturaperineural,Fig. 3, frente a Wise271,

quepreferió la epiperineural,Fig. 4.

Una vez enfrentadoslos extremos,los cilindroejes de la porción
proximal del nervio seccionadoempiezan ahora a abrirse paso hacia
delante,un poco cadadía, y despuésde unos díaslleganal espacioen el
que había unión entre las dos salientesde las células de la vaina de
Schwann.

Los axones,al crecer,se ramifican mucho y las diversasramas se

abren camino a través de dichas hendiduras y espacios según los

encuentren;gran número de ellas selas arreglanpara atravesarla región
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del corte y desdeahí para crecer a lo largo de las vías minúsculas que
existen en el sincitio proporcionadopor las células de la vaina de
Schwannhacia las aberturasde los tubosendoneuralesdel muñón distal.

Bajo buenascondiciones,las fibras crecenpor estostubosa un ritmo que
ha sidoestimadode maneravariabe entre1 y 4 mm por día. Conformese
aproximan a la terminación del nervio, crecencon un poco más de
lentitud.

Debe observarseque con independencia de lo cuidadosamenteque
se unan entre sí los nervios seccionados,no puede esperarseque la
mayoríade los axonesquecrecenencuentrenel camino adecuado.Quizá
ayudebastantequelos axones,al llegar al sincitio de la vaina de Schwann
queseforma enel sitio del corte,seramifiquenen muchasramas.De aquí
que hayamásaxonesen realidadcreciendoa travésdel nervio seccionado
quelos que habíaantesentrandoen ocasionesvarios de ellos en un tubo
endoneural.

Fig. 3. Suturaepineural.

En un tubo endoneural,el axón nuevo se encuentra contra un
cordón de células de Schwann.Estasúltimas lo envuelven de manera

gradual pero probablemente de maneramuy semejantea como ocurre
duranteel desarrollonormal. Se forma a continuación mielina nueva,
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probablementedel mismomodoque duranteel desarrollo,y las célulasde
Schwannconforma de cordón adoptanunavez mássu aspectomaduro.

Fig. 4. Suturaepiperineural.

Por otra parte, un nervio voluminoso contiene varios haces de
fibras. Cadahaz está rodeadopor una vaina densade perineuro. Existe
muchacomunicaciónentrelos fascículos,y las fibras nerviosaspasande
unosa otros. En consecuencia, el volumen relativo de los fascículos de un

nervio cambiacontinuamenteen toda su longitud.

Paraunir los dos muñonesde un nervio, habiendosido destruida

una porción del mismo, hay que tirar de los dos extremosque se desea
poner en contacto.Los nervios puedensometersea tracción hasta cierto
punto sin lesión, Sunderland237.Estoprobablementedependaen parte de
quelas fibras nerviosas no siguenun curso recto a lo largo del nervio,
sino en “zig-zag”. Al tirar de un nervio, sólamenteseenderezanlas fibras
sin someterlasa verdaderatracción.

El número defibras incluidas en un fasículo varía mucho, al igual
que el diámetro de las fibras nerviosas en el mismo. El aumento del
númerode fibras seatribuyea la ramificaciónde estasen el interior de los
mismos nervios.
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t-HISTOLOGIA DEL ALOINJERTO DEL NERVIO PERIFERICO Y

DEL RECHAZO POSTRASPLANTE

Sandersy Young211,en 1943, fueronlos primerosinvestigadoresque
hicieron referenciaal fracaso de aloinjertos como consecuenciade la
respuestainmune desencadenadacontra el tejido transplantado.Treinta
años después, Pollard y Fitzpatrick201, basados en estudios

ultraestructurales,asociaronel fracasodel alonjerto con la invasión del
tejido por linfocitos, células plasmáticasy macrófagosactivados. Sin
embargo,no pudieron identificarse el tipo de linfocitos observados,ni la

secuenciade invasión de los mismos ni pudieron ser cuantificados
debido principalmente al bajo alcance de las técnicas disponibles en
aquellos tiempos.

Estudios más recientes en transplantesde riñon y corazón, han
mostradoque sondos las subpoblacionesde linfocitos T implicados en el

rechazoalogénico.Los llamadoslinfocitos T helper o inductores (CD4),
son los quejueganun papelpredomiantea la hora de reconocer antígenos
del sistemaHLA de claseII en el tejido transplantado,mientras que los
linfocitos denominadosT citotóxicos o supresores(CD8), son aquellos
capacesde reconocerlas moléculasdel sistemaHLA de clase1, expresadas
en forma de antígenosen las superficies celulares del aloinjerto. La
relaciónentreamboslifocitos seproduceen organismosqueno han sido
previamentesensibilizadoscontra el tejido donante,donde los linfocitos

T helper desencadenanel inicio de la respuesta inmune celular

estimulando la producción de linfocitos T citotóxicos, Hall94.

Existen por otro lado otros elementos celulares que intervienen
igualmente en el inicio de esta respuestainmune secundaria a la
realización del transplante. En otros tejidos, para desencadenaresta
respuestain vivo, se requiereque el antígeno de la célula donante sea
presentadoa las células T por células especializadasllamadas células
presentadorasde antígenos(CPA) o células dendriticas,que se localizan

habitualmenteen el intersticio de la mayoría de los tejidos. En este

sentido,el sistemanervioso ha sido consideradodurante mucho tiempo
un tejido inmunológicamente privilegiado, entre otras razonespor no
poseerestascélulas responsablesen gran parte del inicio del rechazo

tisular.
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El fracasodel alotranspíantede nervio periférico ha sido asociado

tanto a la pobrevascularizaciónde los axonesen regeneración,Comtet37,
como a la severainterrupción en la arquitectura de la fibra nerviosa

debidaala actividadde célulasmononucleares.La invasión del aloinjerto
por linfocitos y macrófagosse describió como una respuestainmune
probablementedesencadenadabien por la mielina en degeneracióno
bien por la actuacióndel epineuroy tejidos circundantescomo antígenos
de trasplante.

A pesarde que en el desencadenamientode la reacciónde rechazo

en el tejido nerviosono han sido encontradasCPA como sehan descrito
en otros tejidos, diversos estudios, Lassner146,Ansselin7, Hall94, han
reconocidoun importantepapelinmunológico a las células de Schwann
que podrían comportarsecomo CPA induciendo a las células T del
huéspeda reconocerlos antígenosdel tejido donante.Una característica
esencialde unaCPA essu expresiónde moléculasdel CMH de clase1 y II,
de ahí la importancia de testar la presenciade estasmoléculas en las
células de Schwann para apoyar con ello la teoría del papel que

desempeñan,como CPA, en el inicio del rechazoen trasplantesde tejido
nervioso.

Estudios recientes confirman la observación de Pollard y

Fitzpatrick20t,en 1973, acercade la reacciónde rechazodel aloinjerto, que
se caracteriza por una importante respuesta inmunológica en la que

predominala invasiónde linfocitos y macrófagos,y en la quesedestacael
papelde la célula de Schwann como célula no pasiva que adquiere un
papeldecisivo a la hora de iniciarse la respuestainmune.

En este ámbito, Ansselin7realiza un estudioinmunológico sobre
trasplante alogénico de nervio periférico entre dos cepas de ratas

histológicamenteno compatibles, cuantificandoel númerode linfocitos T
helper (14) y T citotoxicos (T8) así como el número de macrófagosy la
secuenciade aparición de los mismos durante los días 1 al 14 que
siguierona la realizacióndel implantenervioso. Además, se estudiaen el
mismoperiodo de tiempo, la expresiónen el injerto de las moléculasdel

complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase 1 y II. Los
resultados obtenidos, muestran un aumento progresivo del número de
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linfocitos T4 y T8 a partir del cuartodía de la realización del transplante,
númeroquealcanzasu máximohaciael día 6-7, hastael puntoquesehace
muy difícil su contajeexactoen esosdías.Esteincrementoen la población
de linfocitos se hace principalmente a expensasde los linfocitos T
citotóxicos que parecenproliferar más rapidamentecomo demuestrael
descensode la relación14/18 entrelos días4-7, siendopor tanto en el día
7 postranspíanteclaramentemás bajo el número de linfocitos 1 helper
respecto a los T citotóxicos. Aunque no es del todo conocido qué
desencadenasemejanteincremento celular en tan corto periodo de
tiempo, sesabeque,coincidiendocon otros estudios,Ishida113,el rechazo
agudo postrasplantese produce exactamenteentre los días 6 a 8

postoperación,quees cuandoel injerto muestrasignosde severareacción
inflamatoria, mostrándose la arquitectura del nervio alterada por

semejanteinvasión celular, que por el contrario, no apareceen los casos
control de trasplanteautólogo. Dicho acúmulo celular predomina tanto

en los alrededoresde las lineas de sutura del injerto como en las
proximidades de los vasos sanguíneos, lo que sugiere que la diseminación

celular de linfocitos llega al tejido trasplantado desde el torrente

sanguíneo.

A partir del día 10, el número de linfocito T4 y 18, a pesar de ser

todavía muy alto, comienza a disminuir siendo más rápido el descenso de
los 18. Ya en el día 14, el aloinjertoaparececomo un conjunto de axonesy
células de Schwann en proceso de degeneración con acúmulos celulares

de linfocitos interpuestos entre ellas. Hacia el día 21 el nervio
transplantadoaparececomo un tejido fibrótico invadido por fibroblastosy
fragmentosde láminabasalde célulasde Schwann.No aparecenlinfocitos

y sedetectansignosincipientesde regeneraciónaxonal.Por el contrario,en
los transplantesautólogos,el incrementocelularnuncaalcanzael número

observadoen el aloinjerto y siempre existen niveles muy bajos de 14,
alcanzándose al final del estudio un aceptablenivel de axonesy célulasde
Schwann en proceso de regeneración.

Otra célula queintervieneen la reacciónde rechazotisular son los
macrófagosque,en el aloinjertonerviosoen ratas,siguiendoel estudio de

Ansselin7, comienzan a proliferar lentamente a partir del día 3

postranspíante, incrementando de forma importante su número
posteriormentedesdeel día 4 al día 10 en que alcanzan el punto de
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máxima concentración. Este nivel se alcanza 3 días después de la
proliferación máxima de linfocitos T4 y 18 que seproduceen el día 7. A
partir deldía 10, y hastael día 14, aunqueseobservaun lento declinaren
el contaje de macrófagos,éstos siempre son las células predominantes
respectoal númerode linfocitos que tambiéndisminuyenen eseperiodo.
La localizaciónde los macrófagoses alrededorde los axonesy células de
Schwann,a diferenciade los linfocitos que se sitúan preferentementeen

las proximidadesde los vasos. Hacia el día 21, se detectanmuy pocos
macrófagos,inmersos siempre en un tejido de predominio fibrótico sin
células de Schwann ni axones nuevos. Por el contrario, en el injerto

autogénico,a los 21 díasdel transplantese observansignosevidentesde
regeneraciónnerviosa habiéndosedetectadohasta entonces un patrón
paralelo al del aloinjerto en el incremento y posterior descensodel
número de macrófagos aun cuando en el primer caso el número de

macrófagoses siempremuy inferior al observadoen el aloinjerto.

Como se ha referido anteriormente, existen estudios, Ishida”3 que

atribuyen a la célula de Schwann el pape] de CPA. Ansselin7, confirma esta

teoría al detectar que estas células en el aloinjerto nervioso, expresan

moléculasdelCMH de clase1 y II, lo cual escaracteristicodeestascélulas, y
lo hacen ya desde el segundo día postranspíante. La expresión de estas

moléculasafectaa células de Schwann tanto de fibras mielínicas como
amielínicas y precede en dos días a la invasión celular de linfocitos T y de

macrófagos. Aunque ambas moléculas son expresadas desde el día 2 del
transplantecomo seha mencionado, es alrededor del día 6-7 cuando se

observaun mayor númerode moléculas del CMH de clase1 en relacióna
las de claseII, lo queparecetenerrelacióncon el coincidentepredominio
de linfocitos T8 queson las célulascapacesde reconocer a estasmoléculas
declase1. A partir del día 10 el número de moléculasde ambasclases ha
descendidohastahacersemuy similar, al igual que lo era el número de
linfocitos T8 y T4, que son respectivamentelos que identifican a las
moléculas del CMH de clase 1 y II. Por el contrario, en el caso del
autoinjerto nervioso, nunca se detectan moléculas de clase II,

observándoseunicamente moléculas de clase 1 en algunas células,
presumiblemente macrófagos, desde el día 4 postrasplante. Es a partir del

día 6 cuando empiezan a detectarse estas moléculas, y de forma muy leve,

en la membranade las células de Schwann que posteriormenteirán
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disminuyendode forma progresivadesdeel día 10 al 14 en que ya no se

detectaningunamoléculade clase1 enestascélulas.

con anterioridad,estudióla expresiónde estosantígenos,tipo

1 y II del CMH en trasplantealo e isogénicode nervio periférico de rata,
concluyendoque amboseran expresadosa bajos niveles en el nervio
perifériconormal (los de clase1 en las célulasendotelialesy los de claseII
en las célulasintersticiales-célulasde Schwanny fibroblastos-).

En contraposición,la expresiónde estos antígenosen las células

donantesde un injerto, dependíadel tipo de trasplanterealizado,de tal
modoquesólo el aloinjerto y nuncael autólogo,eracapazde expresarlos
antígenosde tipo II, cuyamáxima expresiónpodíaser detectadaalrededor

de los días8 al 15 postrasplante,no detectándoseposteriormentedespués
de los 30 días. Este hallazgo sugería que la célula responsablede la
expresión antigénica tipo II en el alotrasplante, después de haber

sensibilizado con ello la inmunidad del receptor,era destruida por la
reacción de rechazodesencadenadade este modo. La caracterizaciónde

estascélulascapacesde actuarcomo células presentadorasde antígenos,se
produjo posteriormente,constatándose,como se ha señalado según
Ansselin7, quesetratabade célulasdeSchwann.

Conestosdatos,y aunqueel temaque nos ocupaesla histología del
alotranspíante de nervio periférico, parece oportuno establecerun
paralelismo con los hallazgos histológicosen el autoinjerto nervioso

parapoderestablecercomparativamentelala diferenciaentre los diversos
hallazgos.

Así, analizando el aloinjerto nervioso, las primeras moléculas

detectadasmuy inicialmente son las moléculas del CMH de clase1 y II
expresadaspor las membranasde las células de Schwann,que apenas2
días después se acompañande una progresiva invasión celular de
linfocitos T4 y T8. Hacia el día 7 postranspíante se observa un importante

acúmulocelular con predominiotanto de linfocitos T4 comode moléculas
del CMH de clase 1. Este momento, comprendidoentre los días 7 al 10
postoperatorio,parececorrespondera la fase más destructiva de la
respuestainmune frente al aloinjerto. Por otro lado, el incremento
progresivode los macrófagoscuyo númerosehacemáximohacia el día 10
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y cuyapersistenciasemantienede forma importante durantelos día 10 al
14, fase en que comienza a atenuarsea respuestainmune de rechazo,

sugierequelos dostipos de linfocitos T intervienen en el reclutamientoy
activación de los macrófagos,los cuales se hacen responsablesde la
destruccióndirectade los componentescelularesdel aloinjerto,junto a los
linfocitos T4 a los que tambiénseatribuyeun papelcitotóxico directo. La

célula de Schwannpor su parte, no sólo actúa como CPA frente a los
linfocitos T, sino que finalmente se convierte en objetivo directo de la
reacciónderechazo. Hacia el día 21 fibroblastos inmersos en restos
celularesy fragmentosde láminabasalde célulasde Schwannen un tejido
predominantementefibroso en el que puede observarsealgún brote
axonal incipiente y donde la ausenciatotal de linfocitos, macrófagosy
moléculasdel CMH sugierenqueel procesode rechazoha terminado.

El estudiohistológico del autotrasplantede nervio periférico nos
muestraal macrófagocomocélula predominantedurantetodo el proceso.
Se observaun aumentoprogresivode estascélulashastaeldia 10 en que
paulatinamentecomienzaa disminuir su número, queen cualquier caso

siempre es menor que en el aloinjerto. Por otro lado, los linfocitos
invaden muy pobremente el injerto aun cuando siempre hay un
predominio de los linfocitos 18 como ocurría en el alotrasplante,y las
células de Schwann en cambio, sólo expresanmoléculas de clase 1, a

diferenciadel alotrasplanteen quetambiénexpresabanmoléculasde clase
II, lo que apoyala no función de estascélulasen estecaso,como CPA. Es
más,en estetipo de injerto, nunca sedesarrollauna reacción de rechazo
sino simplementeuna degeneracióny posterior regeneraciónwalleriana,
de ahíquela célula predominanteseael macrófago,principal responsable
del acíaramientode restostrasla degeneracióndel tejido. El queel número
de estascélulasseasiempremenor que el existenteen el alotranspíante,
puededebersea que en el autoinjerto, la célula de Schwann funciona
como fagocitadorade mielina, como se confirma en estudios de otros
autores, Grochowicz88, Lassner’46, colaborando de este modo con el
macrófagoen la función de eliminar residuosde tejido degenerado.La
función de los linfocitos en el autotrasplantepareceestarrelacionadacon
el reclutamientoy activación de macrófagosy el reconocimientode las
moléculasdelCMH de claseII expresadaspor lascélulasde Schwann,y no
con una actividad predominantementecitotóxica como aconteceen el
alotrasplante.Hacia el día 21, sólo se observan células de Schwanny
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acúmulosde brotesaxonalesen crecimiento,no detectándosesignos de
fibrosis, lo que confirma la no existenciade rechazoinmunológico en el
autotrasplante.

Ishida”3, estudiala respuestainmunológicacelular y humoral en el
trasplantealogénico,hallandoque aúncuandola reacciónpredominantey
responsabledel inicio del rechazoes característicamentecelular, ésta,a
travésde los linfocitos T helper estimulala producciónde linfocitos B, de
tal modo quese describe,coincidiendo con el hallazgo de otros autores,
Mackinnon159,unarespuestainmunológicacelularen la fasetempranadel

rechazoy una segundafasemás tardía en la que el sistema humoral
estimulala producciónde anticuerposespecíficos,quesedetectanen suero
incluso enun tiempo superiora los 3 meses.

5.-RECHAZO DEL TRASPLANTE

5.a.-TERMINOLOGIA DEL TRASPLANTE.

Desdeun punto de vista médico, y según refiere Durán58, el
trasplantepuede defiirse como el cambio o traslado de lugar de un

órgano o tejido dentro de un mismo individuo, o su extracción y
colocación en un individuo diferente.

El sujeto que cedeel órganoo tejido sellama donante y el que lo
recibese denominareceptoro huésped.En términos clínicos, trasplantees
sinónimode injerto.

El éxito de un trasplantedepende,entreotrascosas,de las relaciones
genéticas entre el donante y el receptor. Estas relaciones permiten
establecer una serie de definiciones, según refiere Durán58,basándoseen la

clasificaciónde Snell:

- Autoinjerto o trasplanteautólogo.El donantey el receptorson el
mismo individuo; esdecir, el injerto seobtiene y se colocaen el mismo
sujeto.
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- Isoinjerto, trasplante isogénico, injerto isólogo o singénico. El
donantey el receptor,aunqueson individuos diferentes,son de la misma
especiey genéticamenteidénticos: gemelosverdaderosu homocigóticoso
animalesde unamismalínea consanguínea.

-Aloinj erta, homoinjerta, injerto alólogo, trasplantealogénico o
injerto homólogo.El donantey el receptorson individuos de una misma

especie,pero genéticamentediferentes.

- Xenoinjerto,heteroinjertoo injerto heterólogo.Donantey receptor

pertenecena especiesdiferentes.

Mientras que los dos primeros tipos de trasplante,autoinjerto e
isoinjerto, son aceptadospor el receptorlos dos segundos,aloinjerto y
xenoinjerto,no son aceptadospor el receptory su destinoesel rechazodel

trasplante. De ello puede deducirse la importancia de las relaciones
genéticas entre donante y receptor.

Segúnla funciónque seesperedel trasplante,éstepuedecatalogarse
como trasplantevital o inerte.

- Trasplantevital. El órganoo tejido trasplantadocontinúa llevando
a cabotodaslasfuncionesfisiológicas propiasdespuésdel trasplante.Sería

el casodel trasplantede riñón o de corazón.

- Trasplanteinerte o estático.El tejido u órganotrasplantadopresta
su organizaciónestructural,pero no su dinámica,mientraslcs tejidos del
receptorseregenerany le sustituyen.Es el casode los injertos óseos.

Teniendo en cuentael lugar de implantación del injerto en el
receptorsedistinguen:

- Trasplanteortotópico. Ocupael mismo lugar anatómico que el
órganodel receptoral quesustituye.

- Trasplantebeterotópico.El órgano o tejido trasplantadoocupaun
lugar diferenteal de su emplazamientoanatómiconormalen el receptor.
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Considerandola edaddel donantey la del receptor,los trasplantes
recibenla denominaciónde isocrónicos,cuandoambasedadescoinciden,
mientrasquecuandoel donantey el receptortienen edadesdiferentesse
hablade trasplantesbeterocrónicos.

Segúnla técnica y los métodos empleadospara la realización del
trasplante,sedistinguenlas siguinetesmodalidades:

- Injertos anastomosados.Durante el acto operatorio se realiza

anastomosisquirúrgica entre vasos del receptor y vasos del órgano
trasplantado. Es el casodel trasplanterenalo hepático.

- Injertos pediculados o en colgajo. Conservan conexiones
vascularescon el áreadonantea travésde un pedículo, generalmentede
caráctertemporal, hastaque el injerto se vascularizaa expensasde los
vasosdel áreareceptora,momentoen el queseseccionael citado pedículo.

- Injertos libres. El injerto se separa completamente del área
donadoraen el momento de su obtención,colocándosea continuacióno
tras un períodomás o menos largo de tiempo en el áreareceptora.Su

supervivenciaquedaaseguradapor la invasión vascular del injerto por
parte de los vasos del receptor,nutriéndosehasta que esto sucedapor
imbibición: son injertos de vascularizaciónespontánearetardada.

- Injertos transfundidos.El injerto serealizamediante la inyección
de una suspensióncelular en el torrente circulatorio, en una cavidad
naturalo en el senode los tejidos o parénquimasvisceralesdel receptor.

Teniendo en cuentael estadodel donante el órgano o tejido a
trasplantarpuedeobtenersede un donantevivo emparentadoo no con el

receptor,o deun cadáver.

Según el número de órganos trasplantados,puede hablarse de

trasplantesúnico, dobleo múltiple.La implantacióndemásde un órgano
en un solo acto operatorio se denomina trasplante sincrónico o
simultáneo; si se hace en operaciones diferentes,separadaspor un
intervalo máso menosgrandede tiemposehabla de trasplantessucesivos.
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5.b.- FISIOPATOLOGíA DEL RECHAZO.

Rechazo,esel conjunto de hechosque acontecenen el receptoruna
vez realizadoel trasplantede un órgano o tejido.

Durante los primeros días que siguen al trasplantepareceque el

órgano es aceptadopor el receptor, pero a partir de un momento
determinadoaparecensignos de sufrimiento del injerto y de menoscabo
de sus funciones.El resultadofinal es la destruccióndel trasplante,cuya
estructura es sustituida por un tejido inflamatorio y fibroso, con
infiltracion perivascular de células mononucleadas de tipo
linfohistiocitario.

Así como la evolución espontáneade un auto o isoinjerto es
relativamentesimple, la evoluciónnaturalde un aloinjerto o xenoinjerto
conduceindefectiblementeal rechazodel mismopor partedel receptor.

Los diferentes componentesde la reacciónde rechazo,siguiendoel

símil de un arco reflejo, son los siguientes:

1. Antígenos de trasplanteo de histocompatibilidaddel donante,

queconstituyenel estímuloque pone en marchala reaccióninmunológica
del rechazo.

2. Arco aferenteo modode accesode los antígenosde trasplanteal

sistemalinfoide del receptor,paraquetengalugar el reconocimiento de
talesantígenoscomoalgo no propioo extrañoal organismo.

3. Centros linfoides o lugar donde se elabora una respuestaal

estímulo.

4. Arco eferente o brazode salida de la respuesta,que es doble,

comprendiendo una respuesta humoral, en forma de anticuerpos
circulantes,y otra respuestacelular mediadapor linfocitos sensibilizados
frente al antígeno específico. El arco eferente, con su doble brazo,

constituyeel mecanismoefectorde la reacciónde rechazo.

33



5.c.-INMUNOLOGIA DEL RECHAZO.

5.c.1.- Antígenosdetrasplanteo de histocompatibilidad

Antígeno de trasplante es todo aquel capaz de provocar en el
receptor, una reacción de rechazo del aloinjerto. Estos antígenos
pertenecenal donante y son fabricados por las células siguiendo el
esquemageneralde la síntesisproteica,situándoseen la membranacelular
del injerto. Constituyen la marcade individualidad del órganoo tejido a
trasplantar, debido a la enorme trascendencia que juegan en los
fenómenosde reconocimientoe interaccionescelularesdel rechazo.

Dichos antígenos, se encuentran bajo control genético, y son
reconocidoscomo extraños por el receptor, a menos que donante y
receptorseangenéticamenteidénticos. De ellos, unos son más potentes

queotros,por lo quesedistinguenantígenosmenoresy mayoreso débiles
y fuertes respectivamente,en los mamíferos.En el hombre los antígenos
máspotentessonlos llamadosHLA, codificadospor un conjunto de genes

llamado complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Existen
también otros genes,distintos del CMH, que controlan los antígenos
débilesde trasplantey que puedenigualmente participar en la reacción
inmunitariadel rechazo.

Ademásdel sistemaABO eritrocitario, que poseeantígenosfuertes

de trasplante,en el hombre existe un grupo de antígenosmayores,que
constituyenel sistemaHLA (HumanLeucocyte Antigens), situado en la

región 21 del brazo corto del cromosoma6, Farreras67.Este sistema de
antígenosestá codificado por el conjunto de genes del CMH, y se
encuentrapresenteen la superficiede todaslas célulasnucleadas,con una
concentraciónespecialmenteelevadaen los leucocitos,las plaquetasy las

célulascutáneas.

En la región mencionada del cromosoma 6, existen cuatro loci,

denominadosA, B, C y D. Los tresprimeros,seencargande la codificación
de los antígenos HLA de clase 1. El locus HLA-D, que incluye los subloci

DP, DQ y DR, rige la síntesisde los antígenosHLA de claseII. El CMH
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controla además,mediantegenessituadosentrelos loci HLA-B y HLA-D,
algunos componentes del sistema de complemento (factor B de la vía
alternativa de activación, C2, C4), a los que algunos autoresdenominan
antígenosdeclaseIII, Fig. 5.
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Fig. 5. SistemaHLA delCMH.
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Los antígenosde clase1 seencuentranen la superficie de todaslas
células nucleadassomáticas,a diferenciade los antígenosde clase II, que
sólo los poseenun número restringido de células: la mayoría de los
linfocitos B, las células1 activadas,las llamadas célulaspresentadorasde
antígeno (monocitos-macrófagos, células de Langerhans, células

dendríticas)y las célulasepitelialesdel timo.

Tanto los antígenosde clase 1 como los de clase II, muestran
analogíasestructuralescon las inmunoglobulinas.

OP DO DR EF E c A
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La presenciade antígenosHLA en la superficiecelularsedetectapor

un procedimiento serológico (utilizando antisueros antígeno-específicos

conocidos que aglutinan o destruyen las células portadoras del antígeno) o
por cultivo mixto de linfocitos. Este doble procedimiento ha permitido
distinguir dos grupos de antígenos en el sistema HLA: antígenosHLA-
serológicamentedefinidos(HLA-SD) y antígenosHLA definidosmediante
cultivo mixto de linfocitos (HLA-LD).

El primer método,el serológico,ha sidoel utilizado habitualmente
parala identificaciónde antígenosHLA-A, HLA-B y HLA-C, esdecir, los de
clase 1, aunque actualmentetambién puede ser de aplicación para los
antígenosde claseII (antígenosHLA-DR), sibien todavíano se disponede
antisueros para todos ellos. El cultivo mixto de linfocitos permite la
identificaciónde los antígenosde la regiónHLA-D.

5.c.2.-Reconocimientoantigénicadel donantepor el receptor.

Los antígenos de histocompatibilidad del donante acceden hasta el

sistema inmunocompetente del receptor, para que tenga lugar el

reconocimiento de tales antígenos como algo no propio al organismo y, de

esta forma, es inducida la inmunidad de trasplante.

Los linfocitos llamados T cooperadores o T helper (Th), reconocen

los antígenos de clase II alogénicos y los linfocitos T citotóxicos (Tc), hacen

lo propio con los antígenos de clase 1.

El acceso de los antígenos puede hacerse de tres formas:

- Células del propio trasplante que son portadoras de antígenosde
claseII, como linfocitos, macrófagosy células dendríticas,que pasana la
circulaciónvenosao linfática del receptor.

- Fracciones celulares particuladas o solubles procedentesdel
trasplante que, por vía sanguíneao linfática, llegan a los centroslinfoides.

- Algunos linfocitos circulantes del receptor pueden ponerse

directamente en contacto con los antígenosen el momento en que,
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después de abandonar la circulación sanguínea, atraviesan el injerto. Estos

linfocitos sensibilizados periféricamente, que generalmente son un

pequeñonúmero,retornanal ganglio linfático regionalpor vía linfática.

5.3.c.-Centroslinfoides

Los órganos linfoides secundarios,bazo y ganglios linfaticos
principalmente,son los encargadosde transformarel estímuloantigénico

en respuesta efectora.

El sistema inmunitario deriva de una célula precursora, que puebla

los órganos linfoides centrales o primarios: el timo, encargado de la

inmunidad de mediación celular, y la médula ósea, que rige la inmunidad

de mediación humoral.

Los órganos linfoides primarios controlan, a su vez, a los órganos

linfoides secundarioso periféricos, representadospor el bazo,los ganglios
linfáticos y el tejido linfoide de las mucosas. Dentro de éstos, se distinguen
zonastimo-dependientesy zonastimo-independientes.

Las áreas timo-dependientes de los ganglios linfáticos y del bazo,

contienen los llamados linfocitos 1, responsables de la inmunidad celular,

mientras que las áreas timo-independientes, contienen los llamados

linfocitos B, responsables de la inmunidad humoral a través de la

producción de anticuerpos.

Cuando una célula T o B virgen, es decir, que no ha tenido contacto

previo con un antígeno, se estimula antigénicamente se transforma en

una grancélula basófila,quea suvez sediferenciaoriginandodos tipos de

células:

- Células efectoras de la respuesta inmunitaria, tanto de la

respuestacelular (medianteel linfocito T efector o citotóxico, en el casode
las células T) como de la respuestahumoral (mediante las células
plasmáticassecretorasde anticuerpos,enel casode las célulasB).
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- Células memoria, que no intervienen en la primera respuesta,
pero ante una nueva estimulación por el mismo antígeno, proliferan y se

diferencianen células efectoras,de inmunidad celular o humoral, con
mayor rapidez y eficacia que las células vírgenes. Cuando el antígeno
llega por vía venosa,la respuestaes másprecoz,pero menos intensa y

persistente, existiendo una mayor respuestacuandoel antígenoalcanzalos
centroslinfoides por via linfática.

El macrófago o sus equivalentes (células presentadorasdel
antígeno o CPA) no sólo capta el antígeno alogénico, sino que ademáslo
procesa en su interior y lo expresa en su membrana, junto con su propio

antígenoHLA de claseII, para asípresentárseloal linfocito.

Dentro de los linfocitos T, existen tres subpoblaciones o subgrupos:

- Células T cooperadoras, colaboradoras, inductoras o helper (Th),
denominadas así por la ayuda que prestan tanto a las células B, en su

diferenciación hacia células plasmáticas, como a las células T en su

diferenciación hacia células efectoras o citotóxicas.

- Células T citotóxicas (Tc), que tienen un efecto citolítico por
contactodirectocon las célulasdiana queposeen el antígenofrente al que
han sido activadas. Las células Tc, junto con las células de la

hipersensibilidad retardada, reciben la denominación de células 1

efectoras.

- Células T supresoras(Ts) ejercenfunciones opuestasa las de las
células T cooperadoras. El conjunto de las células T supresoras y T
cooperadoras recibe el nombre de células T reguladoras.

Tanto los linfocitos T comolos linfocitos 13 poseenen su membrana
distintos marcadores, designados internacionalmente como CD (Clusterof
Differentiation) o grupo de diferenciación que permiten determinar los

distintos tipos y subpoblaciones linfocitarias.

Células nulas son aquellos linfocitos, en número pequeño,

denominadosasí porque no poseen inmunoglobulinas de superficie
(característica de las células E) ni receptor clonotípico (característico de los
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linfocitos T). Algunos autores creen que estas células pueden ser células T

supresoras.

Entre la poblaciónde célulasnulas,por su actividad,sehan descrito
dos subpoblaciones:

- Linfocitos K (de killer), que muestran capacidadpara destruir
células diana cubiertas de anticuerpos en su superficie (citotoxicidad

celular anticuerpo-dependiente).

- Linfocitos NK (de natural killer), dotadosde actividad citolítica
por contacto directo con células en estadiosprecocesde diferenciación

(tumoraleso infectadaspor virus).

5.c.4.-Elaboraciónde la respuestainmunológica

Para que la respuesta inmunitaria se amplifique y el rechazo se

produzca,es imprescindible la cooperacióncelular. En este sentido, los
acontecimientos suceden de la siguiente forma:

El macrófagoo susequivalentes,célulaspresentadorasde antígenoo

CPA, captan el antígeno procesándolo en su interior y expresándolo en su
membranajunto con sus propios antígenos HLA de clase II, para
presentárselo de esta forma al linfocito Th poseedor de los mismos

antígenos HLA de clase II que la CPA.

Las células 13, pueden captar el antigeno-alogénico uniéndose a él

directamente mediante su inmunoglobulina de superficie, o hacerlo
también mediante su Ig, acoplándoseal antígeno expresadoen la
superficie de la CPA. De esta forma es reconocido por el linfocito Th,

portadorcomoen el casoanterior,de idénticas moléculasde claseII a las
del linfocito 13 portadordel antígeno.

El macrófago, que constituye la llamada unidad de presentación al

unirseal antígeno,cuandoseacoplaal linfocito Th, comienzaa liberar un
factor humoral (monocina), llamado interleucina-1 (IL-1).
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El linfocito Th, estimulado por la IL-1, comienza a secretar la

linfocina IL-2, que estimula la proliferación y expansión clonal tanto de los

propios linfocitos Th, como de los linfocitos B y de los linfocitos Tc,

seleccionadosy activadospor el contactoantigénico.

El linfocito Th activado libera además otras linfocinas, tales como el
factor de crecimiento de las células B (BCGF), que estimula su

proliferación, y el factor de diferenciación de las células B (BCDF), que
estimula la secreción de anticuerpos por las células B plasmáticas. Dicho

linfocito secreta también el factor de diferenciación de las células NK

(NKDF) y el interferón gamma (gamma-IFN), que estimulan la

proliferación y activación de las células NK.

Parece ser que las células Ts son los únicos linfocitos T capaces

siempre de reconocer el antígeno alogénico sin que esté asociado a los

antígenos HLA.

En el caso concreto de la reacción de rechazo,un hecho de suma
importancia es que los antígenos HLA alogénicos, por tener una gran

capacidad inmunogenética, pueden ser reconocidos directamente por las

células inmunocompetentes del receptor sin que sea necesaria su
conjunción, en forma de unidades de presentación, con los antígenos HLA

propios, como es habitual en las reacciones inmunológicas
desencadenadas por otros antígenos. Este hecho, denominado

reconocimiento alogénico, puede demostrarse facilmente mediante el

cultivo mixto de linfocitos. Por ello, los linfocitos Tc reconocen

directamente los antígenos extraños de clase 1 y los linfocitos Th hacen lo
propio con las moléculas de clase II alogénicas.

Las células Ts puedenejercer un efecto reguladornegativo tanto
sobre el desarrollo de linfocitos B como de linfocitos Tc.

El antígenode claseII alogénicohacequelos linfocitos Th proliferen

e interaccionencon célulasT y B, dandolugar a linfocitos Tc y células B
productoras de anticuerpos, que desarrollan su actividad contra antígenos

alogénicos de clase 1. Los linfocitos, pues, proliferan en respuestaa
antígenos de clase II y se diferencian contra antígenos de clase 1. De ello
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puede deducirse que en el trasplante de órganos, con vistas a minimizar el

rechazo, la similitud de antígenos HLA-D/DR (moléculas de clase II) entre

donante y receptor puede ser tan importante o más que la similitud de los
antígenosde clase1 (HLA-A, HLA-B y HLA-C).

En resumen, como consecuenciade la respuestade los centros
linfoides a la estimulación antigénica, sucede que un pequeño número de

linfocitos que resultó estimulado por un antígeno alegénico, da lugar a la

diferenciaciónde un gran númerode célulasefectoras,es decir, seproduce

una expansiónde la respuestainmunológica.

5.c.5.-Mecanismoefectorde la respuestainmunológica.

El mecanismoefector de la reacciónde rechazoesel procesoqueel
organismo pone en marcha para deshacerse del órgano trasplantado

mediante la respuesta inmunológica, la cual es elaborada en los centros

linfoides y ejecutada en la periferia. Este mecanismo es
extraordinariamente complejo y en él participan múltiples factores, de los

que no todos están aclarados.

La elaboración de la respuesta inmunológica en los centros

linfoides tiene lugar en dos fases:

La faseantígeno-específica que es la fase más incipiente de la

reacción inmunológica y conlíeva el reconocimiento del antígeno y la

activación celular. En ella se lleva a cabo la selección clonal de las células

implicadas en el rechazo: es la fase inductora de la respuesta
inmunológica.

La fase no antígeno-específica que es la fase efectora de la respuesta

inmunológica, en la que se produce una expansión clonal y una

amplificación de la misma. En ella juegan un importante papel los
mediadores humorales secretados por los monocitos (monocinas) y por los

linfocitos (linfocinas). Igualmente, la activación de una serie de sistemas

enzimáticos (complemento, coagulación, cininas) y el reclutamiento y

acciónde otros tipos celularesquecontribuyende forma inespecífica,pero
decisiva, a la destrucción del injerto.
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El mecanismo efector de la reacción de rechazo consta de dos

componentes, celular y humoral:

El mecanismo celular está representadopor los linfocitos T
sensibilizados y sus productos de secreción (linfocinas) o mediadores

humorales de la inmunidad celular. De ellas, las másconocidasson la IL-1,
la IL-2, la IL-3 y el IFN-gamma,que actúan ampliando la respuesta

específica de la inmunidad celular y estimulando mecanismos defensivos
inespecíficos, con reclutamiento y activación de polinucleares,
esosinófilos,monocitos, macrófagos y célulasKiller (K) y NaturalKiller

(NK), que participan activamente en la destrucción del órgano
trasplantado sin necesidad de sensibilización antigénica previa.

El mecanismo humoral está representado por los anticuerpos

específicos circulantes que mediante la unión con el antígeno activan

diversos sistemas que conducen a la muerte celular, (reacción antígeno-

anticuerpo). De estos sistemas los más importantes son:

El sistema de complemento, capaz de procucir la lisis celular tras

una reacción secuencial o activación en cascada de los distintos

componentes del sistema

El sistemadela coagulación,quetras ser activado por los productos
de la lisis celular, o directamente por los complejos inmunes, produce

oclusión vascular del órgano trasplantado, a los que se suman los

acúmulos celulares intra y perivasculares que crean una situación de
estasis que favorece igualmente la trombosis.

El sistemade cininas,que aumentala permeabilidadvascular,dilata
las arteriolas periféricas y ejerce una acción quimiotáctica sobre los

polinucleares.

Estemecanismoinmunológico efector del rechazoquedailustrado
en la Fig. 6.
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5.d.-TIPOS DE RECHAZO

En el hombre se han descrito tres tipos de rechazo:

1.- Rechazo hiperagudo: Comienza inmediatamente después de

realizado el trasplante y aparece en individuos con anticuerpos
preformadosen el momento de efectuarel trasplante,como puedeser en
el caso de incompatibilidad ABO entre donante y receptor, por haber

recibido un aloinjerto previo o en el caso de las mujeres, por haber tenido

múltiples embarazos.

Se debe a una reacción antígeno-anticuerpo y a la activación

consecuente del complemento que mediante la formación de un trombo

ocluirá la luz vascular y producirá la necrosis del trasplante.

2.- Rechazoagudo: Se establecedespuésde días o semanasde
realizado el trasplante. El papel principal en esta modalidad de rechazo

corresponde a los linfocitos citotóxicos aunque también participan los
anticuerpos circulantes. Es la modalidad más frecuente de rechazo.

3.- Rechazo crónico: Se produce mucho tiempo después (meses o

años) de haber realizado el trasplante, cuando se abandona o disminuye el

tratamiento inmunodepresor. Es un rechazo de mediación humoral

predominantemente.

5.e.-PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL RECHAZO.

Existen distintos procedimientos utilizados paraevitar el rechazo:

1. Disminución de la antigenicidad del órgano trasplantado

:

mediante la utilización de métodos como la congelación, liofilización,
radiación, hipoxia, perfusión con diversas soluciones, etc.

2. Selecciónadecuadade donantey receptor: tratandodebuscarla

máxima semejanza entre los antígenos de histocompatibilidadde donante
y receptor.
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3.- Depresióninmunológicainespecifica: mediantela utilización
de métodos físicos (irradiación general o local y extacorpórea de la sangre),

métodos químicos o drogas inmunosupresoras (corticosteroides;
antimetabolitos como azatioprina; agentes alquilantes como
ciclofosfamida y antibióticos como ciclosporina y FK-506) y métodos
biológicos (esplenectomía, linfadenectomía regional, drenaje del conducto

torácico, transfusiones sanguíneas previas, suero antilinfocítico y

anticuerposmonoclonales).

4.- Tolerancia inmunológica: mediante la creación de un estado de

no reactividad frente a un antígeno específico que en condiciones
normales determinaría una respuesta celular o humoral frente al mismo.

5.- Amplificación inmunológica: mediante la administración de

anticuerpos específicos contra el antígeno de trasplante, que prolongue la
supervivencia del mismo.

6.- FK-506

6.a.-AISLAMIENTO Y SíNTESIS

La amplia utilización de la CyA como droga inunosupresorade
primera línea en la realización de trasplantes, y principalmente el haber

sido aisladade un hongo, llevó a Kino, Hatanakay Hashimoto’32 a la
búsquedade nuevasdrogascon propiedadesinunosupresoras,paralo que
utilizaron una gran diversidaddecultivos fermentados.Como resultado
deello, en 1984 estosinvestigadoreshallaron,apartir de la cepaN0 9993 de

un cultivo de Streptomycestsukubaensis,cuyo nombre se debe al suelo de

donde fue aislado en Japón, una sustancia con potentes propiedades

inmunosupresorasque fue designada, utilizando la numeración y
nomenclatura del laboratorio, como FK-506 y comercializada
posteriormentecon el nombrede Tacrolimus.

Para la obtención de estanueva droga, son utilizados 1.500 1 de

caldo de cultivo dondeesinoculadala cepade Streptomyces tsubakensis

que será cultivada a 300C durante4 días. Este organismo alcanzasu
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máximo crecimiento a las 40 horas de su incubación, momento en que
comienza la síntesis de FK-506 observándose el máximo de su producción

a las 90 horas del inicio de la incubación. La droga inmunosupresora es

aisladamediante un procesoquímico, manteniéndosedespuésa bajas
temperaturasparapermitir su cristalizacióny obtenerfinalmente a partir
de los 1500 1 de caldo decultivo, 13,6 gr de FK-506 purificado y cristalizado
en forma de prisma sin color, Goto, Kino, Hatanaka82.

6.b.- PROPIEDADES FISICOQUíMICAS Y BIOLOGICAS

FK-506 sepresentacristalizadoen forma de un prisma, siendosu
fórmula molecular C44 H69 N012-H20y su pesomolecularde 822.05.Su

estructura química pertenece al grupo antibiótico de los macrólidos.

FK-506 es soluble en metanol, etanol, acetona, etil acetato,
cloroformo y dietil-éter; moderadamentesoluble en hexano y petróleo

étere insolubleen agua,segúnrefieren los autoresTanaka243.Así mismo,
FK-506 se mantiene estable en condiciones medioambientales normales,

así como en un medio ácido muy diluido y admite ser almacenado bajo
condicionesextremastalescomo altas temperaturas,humedadambiental
elevada y bajo exposición luminosa de lámparas fluorescentes.

Biológicamente FK-506 posee actividad antimicrobiana y

antifúngica. Igualmente es considerado como un potente
inmunosupresor, tanto in vitro, por su capacidad de inhibición sobre el

cultivo mixto de linfocitos de ratón, como in vivo por su efectosupresor
sobre la actividad inmunitaría humoral y celular y sobre la reacción local
injerto contrahuéspedtambiénen el ratón, mostrandoen todoslos casos
unaactividadsuperiora la ejercidapor la CyA, Kino, Hatanaka133.

6.c-PROPIEDADESFARMACOCINETICAS

La cuantificación de FK-506 y sus metabolitos en los fluidos

biológicos es realizada mediante el método ELISA y estudios de
cromatografía. De esta forma se sabe que esta sustancia es pobre y
erráticamenteabsorbidatrasuna dosisoral de 0.15 mg/Kg, alcanzandoun
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pico de concentración máxima en plasma de 0.4 a 5.6 gg/l, que se produce a

las 0.5 a 8 horasde administrarla dosisreferida.Se demuestraademás,que
el alimento disminuye la absorciónoral de esta droga.Por otro lado, la
perfusión intravenosade esta sustancia,a la dosis de 0,15 mg/kg/día,

alcanzauna concentraciónmáxima a las 2 horas de 10 a 24 ¡igll, según
estudiosde Venkataramananet al261. En plasma,FK-506 permaneceunido

a proteinasen un 880/o.

La elevada lipofilia de FK-506 hace que sea muy extensa su
distribución tisular, hallándoseen órganos tales como pulmón, bazo,
corazón,riñón y páncreas,concentracionesmayoresqueen plasma. En el
compartimento vascular humano también se observa diferencia en la
concentración de esta sustancia, siendo de 10 a 30 veces mayor en sangre

total que en plasma. Esto se debe a la capacidad de los eritrocitos de fijar el

75 a 80% de esta droga, propiedad en la que también interfiere la

temperatura, siendo a mayor temperatura menor la fijación de FK-506 y

por tanto mayor la concentación en plasma, Japanese FK-506 study

group118.

Estadrogaesmetabolizadaampliamenteen el hígado,excretándose
invariable sólo un 1% en bilis, orina y heces durante las 48 horas

siguientes a su admistración oral o intravenosa. Como resultado de este
proceso, son identificados 9 metabolitos de FK-506 de los cualessólo dos
poseen actividad inmunosupresora in vitro, Christians34.

La metabolización hepática se debe principalmente al citocromo

P450, subtipos 1 y lila, y se lleva a cabo mediante reacciones de

desmetilación e hidroxilación, Sattler209. Por tanto, una disfunción
hepática interfiere con el metabolismo de FK-506, detectándose en estos

casos,un aumento de su concentración y vida media en plasma y una

disminución de su aclaramiento. Por el contrario no es esperable
modificaciones de la farmacocinética de esta droga en pacientes con

afectación de la función renal, Jain”7.

6.d.-MECANISMO DE ACCION
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FK-506 posee actividad inmunosupresorasimilar, aunque más
potente,a la CyA, inhibiendo las dos tanto la inmunidad celular como la

humoral. Ambas drogas poseen una marcada afinidad por las proteinas

citoplasmáticas de las células inunosupresoras (inmunofilinas).

La inmunofilina predominante a la que se une FK-506 en el
citoplasmadel linfocito 1 sedenominaFKBP12 (FK-506binding protein
12). El complejo formadopor la unión de ambasse ha propuesto como el
desencadenante biológico responsable de la interacción con moléculas

intracelulares implicadas en la señal de transducción, Bierer’5, De Franco4,
Schreiber214. Así, dicho complejo se une a su vez competitiva y
específicamente al complejo calcio dependiente, calmodulina-
calcioneurinaal cual inhibe, Fruman73,Liu148, Stewart233,impidiendo de
estaforma queprogresela señalde transducciónque tiene por objeto la
transcripción final de los genes del DNA celular que codifican la síntesis

deIL-2, Banerji9,Baumann’3,Brabletz20.

El linfocito 1 activado posee un factor citosólico nuclear de
transcripción (NF-Al), que es el responsable de que la célula T activada

expresela IL-2. Dicho factorposeeunasubunidadcitoplasmática (NF-ATc)
y una subunidad nuclear (NF-ATn) que se unen en el citosol nuclear para

iniciar la transcripción de los genes que codifican la IL-2. Este proceso es
calcio-dependiente y está mediado por la calcioneurina, la cual es

bloqueada por FK-506, impidiéndose por tanto con ello la producción de

IL-2 en células 1 humanas activadas antigénicamente, Flanagan70,

McCaffrey1M, Fig. 7.

Tanto CyA como FK-506 parecenintervenir en el bloqueode la
transcripción de un grupo de genes durante la fase de activación temprana

de la célula 1, entre los que se incluyen el c-myc proto-oncogen y
aquellos que codifican las 11-2, IL-3, IL-4, factor estimulante de colonias

de granulocitosy macrófagos(GM-CSF), tumor necrosisfactor alfa (TNF-ct)
e interferón gamma (IFN-y). Sin embargo,ambasdrogasno afectana la
transcripciónde genesdurantela fasetardía de activacióndel la célula 1,
talescomoel tumor necrosisfactorbeta(TNF-1), receptorde IL-2 y receptor
de transferrina, Hanke~, Mattila’63, Metcalfet70, Tocci249.
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FK-506 puede también intervenir selectivamente en la degradación

de 11-2 y GM-CSF de las células T, lo que confirma su actividad
reguladora de la expresión inmunogenética no sólo a nivel trancripcional
sino también postranscripcional, Hanke96.

6.e.-PROPIEDADES INMUNOLOGICAS

La activación de la célula T en respuestaal reconocimiento
antígeno-específico por los receptores de ésta, ha sido asociadacon la
adhesióncelular, con el incrementodel turnover del fosfatidil-inositol e
incremento de los segundosmensajerosinositol-trifosfato y diacilglicerol
(que a su vez producen respectivamente, liberación de calcio del retículo

endoplásmicoy activación de la protein kinasa C), así como con la
fosforilación de las proteinas citosólicas, Krensky’41, Nisbet~BrownlM. Una

vez iniciado, éste proceso bioquímico desencadena la expresión

coordinada de los genes celulares, principalmente la expresión de la 11-2,

crucial para el crecimiento y proliferación linfocitaria.

Al igual que la CyA, FK-506 no inhibe la adhesiónde las células
T, Eiras61, ni la generación de los segundos mensajeros, Bierer16, Fidelus69,

ni tampoco el incremento del calcio intracelular, Jordan126, subsiguiente al

reconocimientoantigénico por el receptorcelular; sin embargo,FK-506
parece inhibir a los componentes distales de la vía de activación de la

célula T, los cuales vinculan el proceso inicial de activación con la fase de

expresióngenéticafinal, Sigal225’22¶ Es más, FK-506 poseeselectividad para

bloquear específicamente aquellos puntos que en la vía de activación
están íntimamente relacionados con el calcio.

1. Efectossobrelas célulasT

En el timo, las células 1, a medida que emigran desde el córtex a la

médula, van adquiriendo las características de antigenicidad y

maduración necesariaspara ejercer su función inmunológica, momento
ésteen el queson vertidas a la circulaciónsanguínea.EK-506 escapazde
inhibir la diferenciacióny proliferación de estos linfocitos, así como su

248producciónde linfokinas, Pugh-Humphreys2%Thomson

48



In vitro, FK-506 ha demostrado ser 10 a 100 veces más potente que
la CyA. Diferentes estudios indican que esta droga inhibe la activación

calcio-dependientede la célula T, la cual se desencadena,a través del
complejo receptorCD3 de la célula T, Jiang123,del receptorde superficie

CD2 de la misma célula, Bierer17, y de la combinación de protein-kinasa C
activada junto con la afluencia de calcio en el citoplasma celular, Kay130.

Por el contrario, FK-506 no tiene efectosobrela activacióncelular calcio-
independientecomo seriala desencadenadapor la moléculade superficie
CD28 o por la activacion de protein-kinasa C sóla, Kay129.

También está descrito que FK-506 actúa bloquendo la división

entrela fasede descanso(GO) y la fasede activación(Gí) del ciclo celular
(que es calcio-dependiente) de la célula T, e inhibe la fase temprana de la

transcripción genética de citokinas celulares. A consecuencia de ello, este
efecto antiproliferativo se observa sólo cuando la droga se añade en las
primerashorasde estimulaciónde la célula,Henderson’02.

De estemodo, estefármaco,es capazde producir una inhibición
selectiva en la expresión de citokinas por las células T, estimuladas

antigénica o mitogénicamente, suprimiendo así la expresión genética de

IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IFN-gamma, TNF-alfa, y producción de GM-CSF,
Anderson6, Kino’34 y quedando inafectada la producción de aquellos genes

cuyatranscripciónse produceen una fasemás tardía, como son los que
expresanla síntesisdel receptor de IL-2, y receptor de transferrina, Kino134,
así como de IL-1, Dumont57, IL-6 , Yoshimura275, e IL-lO , Wang 263~

Otrosexperimentosin vitro han demostrado que FK-506 es capaz

de suprimir la reacción o cultivo mixto de linfocitos, que consiste en la
producción de linfocitos citotóxicos contra estímulos alogénicos. Esto
indica queuna de las acciones de esta droga en la respuesta inmunitaria

celular, afecta directamente a la proliferación celular secundaria a un

estímulo aloantigénico,Beck’4. Por otro lado tanto la citotoxicidadcelular,
mediada por células Natural Killer (NIK) y Killer (K), como la humoral,

mediada por anticuerpos, son inafectadas por la acción de esta droga, al

igual que la proliferación secundaria de linfocitos T en respuesta a IL-2,

Markus’60.
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Iii vivo, FK-506 es aproximadamente 10 vecesmás potente que la
CyA en suprimir la producción de anticuerpos célulaT-dependientey la
reacción injerto-contra-huésped y en retrasar la reacción de

hipersensibilidad en el ratón, Kino133.

II. Efectossobrelas célulasU

La respuestaproliferativa de células 13 humanasy de carnero,seve

afectadapor estefármaco a la misma concentracióncapazde inhibir la
acciónde lascélulasT.

In viL ro, esta droga bloquea la producción de IgM e IgG de los
linfocitos 13 humanos previamente estimulados antigénica o

mitogénicamente, pero no inhibe la producción de IL-6 (factor estimulante

de células 13) dependiente de linfocitos T, ni la de 11-6 inducida por JgM e
IgG.

In vivo, FK-506 suprime la producción de IgM de células
plasmáticas de carnero y ratas. Esta acción se atribuye en parte a la
inhibición en la producción de linfokinas de las células T activadas y en

parte a la acción que éste fármaco posee de inhibir directamente la

activación calcio-dependientede la célula 13; aunque, por otro lado

también se haya descrito una probable acción inhibitoria de la

proliferación de linfocitos 13, en respuesta a ciertos estímulos calcio-

independientes como son la protein-kinasa C y la IL-2.

En contraste con las células T, FK-506 bloquea la división celular en

la fase tardía de activación (Gí) del ciclo celular. De este modo, la

supresión de la proliferación celular B se evidencia sustancialmente

cuando la droga se administra a partir de las 24 horas del estímulo

proliferativo con anti-IgG, a diferencia, como se ha mencionado
anteriormente, de la acción sobre linfocitos T, que se observa unicamente

dentro de las primeras horas de la estimulación celular T, debido a que la

droga actúa en este caso sobre la fase temprana de activación del ciclo
celular.
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III. Efectos sobre células no linfoides

Diversos experimentosdemuestranque, sólo a concentraciones
mucho mayores de las requeridas para inhibir la proliferación de las

células T, FK-506 suprime parcialmente la liberación de IL-1-alfa de los

monocitosactivadoshumanos y de los macrófagosalveolares,Keucho131,
e inhibe la producciónde TNF-alfa tambiénde los monocitos activados
antigénicay mitogénicamente,Andersson6.Por tanto,puedeconcluirseen
este aspecto,que las concentracionesde este fármaco, que deprimen
marcadamente la proliferación lifocitaria T, apenas son capaces de
modificar la función fagocítica de los monocitos, Woo272.

En otro aspecto,ha sido demostradala interferenciade estadrogaen

diversoseventoscelularesde linaje hematopoyético,como la liberación

de serotonina e histamina, Ig E-dependiente, por mastocitos de rata,
Hultsch’08, mastocitoscutáneoshumanos, y basófilostambién humanos,
así como por neutófilos, De Paulis51. También queda demostradasu
actividad antiinflamatoria con la inhibición de prostaglandina D2 en

mastocitosde piel humanaestimuladospor anti-Ig E y conel bloqueode la
liberación de leucotrieno C4 de basófilos humanos y mastocitos
alveolares,De Paulis50.

In vivo, FK-506 atenúa la eosinofilia pulmonar inducida
antigénicamente,en el cobaya, Morris 178, asícomo la producciónde factor
activador de plaquetas y leucotrieno B4. Sin embargo, la activación

plaquetariamediadapor calcio y su agregaciónno seve afectada por esta
droga, lo que indica que la sensibilidad a FK-506 no es una
característica universal de las células de linaje hematopoyético,Johnson’24,

Pelekanou’92.

En cuanto a las células progenitoras sanguíneas,este fármaco
demuestra tener un efecto estimulante directo sobre las mismas,
estimulando el crecimiento de unidades formadoras de colonias de
eritrocitos,granulocitosy macrófagos,Hirao’05.

6.f.- DOSIS Y VIAS DE ADMINISTRACION
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Al igual que haocurrido conla CyA, el régimende tratamiento con

Tacrolimus varía considerablementesegún los diversos órganos a
trasplantar, y está siendo modificado continuamenteen un intento de
minimizar los efectossecundariosasociados,que en la mayoría de los
casosson dosis-dependientes.

A nivel clínico, la mayoría de los trasplantes hepáticos y renales se

han realizadoutilizando como vía de administración preferentela vía
intravenosa y comenzando la infusión del fármaco tras la

revascularización del injerto, prolongándose su administración hasta que

la terapia pueda continuarse vía oral. Inicialmente las dosis utilizadas en

estos trasplantes fueron de 0.075 mg/Kg en infusiones de 2-4 h dos veces

diariamente.Recientementesin embargo, y en un intento de reducir las
altas dosis plasmáticasde la droga,el Tacrolimus se administró vía
venosaa unadosis menoro igual a 0.lmg/kg/24h,Klintmalm’36.

El pasoa terapiaoral sehacenormalmentedentrode los 4 primeros
díaspost-transplante,y la dosisutilizada con mayor frecuencia en la clínica

es de 0.15 mg/Kg/12h, a pesarde que las dosis óptimas se ajustan al
máximo a las característicasclínicas del paciente así como a su función

hepática y renal y a las concentracionesde Tacrolimus alcanzadasen
plasmay sangre.Paraobtenerun manejo más ajustado de la dosis del
fármaco y su aplicación a cada caso, se ha diseñado un programa
informático capazde seleccionar la dosis óptima calculada en relación a

múltiples parámetros y características del enfermo trasplantado, Mc

Michael168.

Los requerimientos de FK generalmente van disminuyendo con

el tiempo, aunqueen cualquier casoes necesariomantenersiempre una
terapiaa largoplazo paraevitar el rechazo.

Estudios recientes comparativos entre pacientes pediátricos y
adultoshanreveladonecesidadde mayoresdosisde mantenimiento en la

poblacióninfantil en un seguimientode un añopost-trasplantede hígado,
McDi armi I’57
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En la mayoría de los casos no se contemplan tratamientos
preoperativoscon Tacrolimus,aunqueinicialmente se hicieron pruebas

en trasplantados renalesaplicandounaterapiacorta de0.15 mg/Kg/enuna
ó dos dosis, 2 días previos al trasplante.

La administraciónconjuntade estefármacocon otrasdrogasdeberá
hacerse con precaución, principalmente si son metabolizados vía

citocromoP40 lila. Igualmentedeberá evitarsela administraciónconjunta
conCyA por la sumacióndel potencialnefrotóxicode ambasdrogas.

En el ámbito experimentalhan sido múltiples las dosis ensayadas
así como las diferentes vías de administrsación (vía oral, intramuscular,

intravenosa e intraperitoneal) utilizándose para ello principalmente ratas,
pero también otros animales como ratones,hamsters, cabras,perros,
cerdosy monos.

En ratas,Ochia’88, administra la droga a 0.32 y 1.0 mg/Kg/día i.m.,
alcanzando en ambos grupos, un 100% de supervivencia en el trasplante

alogénicocardiaco.Inamura”9,en el mismoanimal, consigueprolongar la
supervivencia en el trasplantealogénico de piel, utilizando dosis de
0.32mg/Kg/dia,tambiéni.m., confirmándoseque dicha dosis es óptima
paraobtenerun adecuadoefecto inmunosupresoren la rata, sin llegar a
producirseefectos secundariossignificativos.Esto quedademostradoen el

estudiorealizadopor Nalesnik’81queutilizandodosis quevan de 1.0 a 4.0
mg/Kg/díai.m., en ratas,describecomo efectossecundariosuna pérdida

de pesoinicial, queluego serecupera,un incrementode nivelesde glucosa
y una disminución del tamaño del timo dosis-dependiente.Sí se
mencionansin embargo, efectosnefro y hepatotóxicosa dosis más altas
en el mismo animal.

En el perro, varios autorescomo 0chia186 y Collier36, demuestran

quedosisorales de 1.0 a 1.5 mg/Kg/día son suficientes parasuprimir el
rechazo en el trasplante renal alogénico, aunque varios animales
presentanevidenciahistológicade vasculitis aguda,queno seha descrito

hastael momento en ratas,y que afectandoa arteriascoronarias ha sido
causade muerte en estos animales. En contraste con este hallazgo,
Collier36, realizaun estudioparalelode trasplanterenal en perros tratados
con dosisinferioresde FK506, haciéndoseevidente quedosisoralesde 0.5
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mg/Kg/día no previenenel rechazo renal, aun cuando sí se observan
casosde vasculitis. Estosinvestigadoresdefiendenquela vasculitis puede
producirseigualmenteen animalesno tratados,Toddo250.

6.g.-ESTUDIOS EXPERIMENTALES

En general,puededecirseque la administración de FK durante
periodoscortospost-trasplante,esefectivaen la prevencióndel rechazode
aloinjertos en diversos modelos experimentalesa dosis 10 a 100 veces
menoresquelas utilizadascon CyA. Así, en la rata y perro, dosisde FK
de 0.1 a 0.3 mg/Kg/día i.m. ó de 1.0 a 1.5 mg/Kg/díav.o., son suficientes
para suprimir el rechazo de trasplantesalogénicos de hígado, riñón,
corazóny piel, Sato212.

Estudios realizadoscon animalesindican que la supervivenciadel
injerto en ellos se obtiene únicamente con la administración

postoperatoriadel fármaco,como quedademostradocon el hecho de que
FK-506 consiguieraprolongar la supervivencia de trasplantescardiaco,

pulmonar, renal y hepático en la rata y perro, incluso comenzandoa
admistrar el tratamiento inmunosupresorhasta 3 y 4 días despuésde

128 frente arealizadoel trasplante,Katayama , experimentosen los que la
administraciónde FK al donante o receptorse realizó antes de llevar a
cabo el trasplante,no obteniéndosecon éxito la prolongación de la

supervivenciadel injerto, Fabrega66.

La posibilidad de inducir tolerancia inmunológica con una terapia

corta de FK a altasdosisha sido descritatanto en trasplantealogénicoen
ratas(piel, corazón,páncreas,hígado,intestino delgadoy pulmón ), como
en otros trasplantes(hígadoy riñón ) realizados en animales de mayor

tamaño,Gotoh8’t.

El trasplantehepático ha sido muy experimentadoen animales
obteniéndosesupervivenciasuperiora 100 díasen ratas,perrosy monos.

Se han utilizado terapiascortasy de mayorduraciónpost-tasplante,siendo

másefectivaslas primeras,Gotoh83.Porotro lado,medianteFK-506 seha
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conseguido prolongar la supervivencia en un trasplante hepático
259

ortotópicorealizadoentreunaratay un hámster,Valdivia

El trasplanterenal se ha realizado con éxito en ratas, perros y
chimpancés, obteniéndose una prolongación de su supervivencia que va

de 16 días a 176 tras la utilización de terapia post-trasplantecon FK,
Griffint

Otros órganos han sido trasplantadosigualmente con éxito en
animalesgraciasa la inmunosupresiónobtenidacon estefármaco.Así, el
trasplantealogérúcocardiacoseha realizadono sólo enratas y perrossino
tambiénen primatescomo chimpancésy monos,Hildebrandt103.

Por otro lado, en roedores, perros y monos se ha conseguido
tambiénprolongar la función y supervivenciadel páncreastrasplantado,
Gotoh83,Ericzon62,y en ratasy perrosla de intestino delgado,Hatazawal
El trasplantealogénicode piel en ratasy ratones,el trasplantecornealen
conejos,Kobayashi’40,el demiembrovascularizadoenratas,Kuroki’43, y el
depulmónenratasy perros,Hirai104, handemostrado,como los referidos
previamente,una mayor prolongaciónen el tiempo de supervivencia

respectoa CyA al ser tratadoscon FK. Por último, recientementesehan
realizadoen Japónlos primeros trasplantesde nervio periférico en ratas
cuya inmunosupresiónse ha conseguidocon éxito mediante terapiacorta
con FK-506, Hoto106,produciéndose en uno de los casosel rechazoal
suprimir la terapiacon estefármaco.

6.h.-EXPERIENCIA CLíNICA

En la valoración de la eficacia clínica de una droga
inmunosupresoradeberíaincluirse siempre no soio la valoración del

paciente,tanto donantecomo receptor,sino tambiénla supervivenciadel
injerto y las característicasdel rechazoen el casode queésteseprodujera.
Es importante tener en cuenta todos los elementos y condiciones que
intervienen en el proceso del trasplante, en su evolución y en su
resultado, ya que con frecuencia puede observarseuna diferencia

importante entre los datos teóricos del diseño experimental y los
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resultados obtenidos en la ulterior aplicación clínica del fármaco
inmunosupresor.

Los elementos,cuyo manejo y control cuidadosos, básicamentese

asocianal éxito del transplante,puedenser divididos en tres categorías
relacionadascon el actoquirúrgico:

- El periodopreoperatorio,queincluyela selecciónde donantey

receptor y la seleccióndel injerto compatible.
- El periodointraoperatorio,queincluyela técnicaquirúrgica.
- El periodopostoperatorio,queincluye el manejoy seguimientodel

pacientetrasplantado.

En lo referentea la selección deposiblescandidatospara recibir un
trasplante de hígado o riñón, y en ausencia de contraindicaciones
absolutaso relativas, los candidatoshabitualmente son niños o adultos

que presentanenfermedadeshepáticaso renalesseverase irreversiblesy
paraquienes la alternativa terapéutica médica o quirúrgicano existe o
es muy restrictiva (diálisis). Además, principalmente en pacientes
trasplantadoshepáticos,el pronósticotambiéndependede la enfermedad
primaria, la edaddel pacientey la severidadde las condicionesdel mismo,

Gordon81.

El mayor impacto en la seleccióndel paciente,sin embargo,se ha
producidocon los últimos avancesen el conocimieto de los mecanismos
inmunológicos queintervienen en el procesoglobal del transplante.La
profundizaciónen estamateria,ha llevado a reconocer la importancia de

la histocompatibilidadentredonantey receptor.Es más,el reconocimiento
inicial de la relevanciaquesuponela existenciade grupo sanguíneo(ABO)
compatible, seguido del marcaje del sistema antígeno leucocitario
humano (HLA), y el evitar trasplantesentre individuos previamente
sensibilizadoscon anticuerpospreformados,ha supuestola contribución
másimportanteen el éxito de la cirugía del trasplante,DiethelmSS.A esto,
recientementese han añadidootros elementos tambiéndecisivos en la

consecucióndel éxito del transplante,comoson los avancesen las técnicas

quirúrgicas y la utilización de agentes inmunosupresoresde mayor
efectividad,talescomoCyA, y másactualmenteFK 506.
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La importanciadel tipaje tisular previo a la seleccióndel receptor,se

estableceprincipalmenteen el transplanteintrafamiliar, y de hecho,existe
controversiacon respectoa su valor en receptoresde órganosprocedentes
de cadáveres.Sin embargo,la existenciade mejorasen la supervivenciade
injertos hepáticos de donantescadáveressin nexo familiar con el receptor,
y en los que se había realizado un marcaje del complejo HLA tipos 1,
Yagihashi273,e igualmente, la existencia de mejores supervivenciasen
transplantesrenalesde cadáveresno relacionadosgenéticamentey en los
que tambienserealizó un estudiotisular HLA Tipo 1 y II, Opelz’~, han
dejadopatentela importanciade hacerun estudiotisular previo, (HLA) a
la selección de donante y receptor para garantizar una mayor
supervivenciadel injerto tanto en órganosprocedentesde cadáverescomo
de miembrosgenéticamenterelacionados.

De forma similar, las pruebascruzadaspara linfocitos citotóxicos
realizadasen receptoreshepáticosfueronconsideradasinicialmente como
intrascendentes,hasta que experienciasposteriores demostraron una

disminución en la supervivenciade aquellosinjertos en los quese había
podido demostrarla existencia de anticuerpospreformados.Por todo ello,
recientementese ha destacadola importancia de hacer estas pruebas
cruzadasentre donante y receptor que confirmen la compatibilidad
inmunológica entre ambos, disminuyendo la posibilidad de acortar el
tiempo de supervivenciadel injerto, Nakamura179,Takaya241.

Sin embargo,y a pesar de todas las experienciasexistentes y la

amplia variedad de trabajos que atestiguanla necesidadde hacer un

estudioy tipificación inmunológica,garantizandouna compatibilidaddel
sistema sanguíneo ABO, complejo HLA y pruebas cruzadas
linfocitotóxicas, en ocasionesy a menudo con relativa frecuencia, la
urgenciahabitualasociadaa la necesidaddel trasplante,la amplia variedad
de antígenosHLA expresadosy la escasadisponibilidadde órganos,hacen
que no siemprepuedaser realizadoun tipaje exhaustivo y completo del
órganoa trasplantarquedandosujeto ésteen granpartede las ocasines,al
juicio clínico y las circunstancias en que se desarrolle la necesidaddel

trasplanteencadacasoparticular.

En cuantoa la seleccióndel donante, la mayoría de los órganosse

obtienende cadáveres,aunquealgunosprovienende donantesvivos. En
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algunos paises como Japón la donación de órganos de pacientes
cerebralmentemuertosno es del todo aceptada,incluso en este mismo
paísel trasplanteprocedentede cadáverestodavía es muy inferior a los
realizadosen otros muchospaíses.

En lo referentea la preservaciónde órganos,los mayoresavancesse
debena la introducciónde la solución de la Universidad de Wisconsinen
1987. Estasoluciónha ampliado la preservación del riñón a 50 horas con
perfusión pulsátil y de 35 a 40 horas si se almacena en frío. La
preservación hepática actualmente es posible durante 24 horas,
Diethelm55, aunque parece ser que una conservación del órgano por más
de 18 horasseasociaaun mayor riesgode fallo del injerto, More!177.

La eficacia clínica de Tacrolimus ha sido evaluadaprincipalmente
en centrosespecializadosen transplantesen USA, Japóny Europa,siendo
la mayor experiencia clínica con este fármaco la aportada en la
Universidadde Pittsburg,Pennsylvaniaen USA.

Los resultadosde los ensayosclínicos realizadoscon Tacrolimus

deberíanser analizadosestrechamente.La razón es la existenciade un
vasto número de investigaciones con resultados publicados que no

siemprehan sido sometidosa una ulterior revisión. Jain”7 en relación a
esto,describeuna mayor incidenciade rechazodentrodel primer trimestre
que sigue a la cirugía,y sin embargootros investigadoreshan publicados
como favorables,resultados de supervivencia de un injerto tras un

seguimiento exhaustivo en un periodo postranspíanteinferior a tres
meses.

En las investigacionesclínicasevaluadasnormalmentese empieza

el tratamiento con Tacrolimus nada más revascularizarseel injerto,
administrándoseinicialmente de forma i.v. hastaque puedaser aplicado
el tratamiento yo. Es más, en la mayoríade los casosambas formas se

solapandurante1 ó 2 días.En cuantoa la pautaposológicamáshabitualen
la experienciaclínica, recientemente ha sido modificada en un intento
de reducir la magnitud de la dosisinicial postrasplante,administradavía

intravenosay prolongar la aplicación diaria de fármaco vía oral para
disminuir los potenciales efectos secundarios. El régimen más

comunmenteutilizado incluye administracióni.v. de Tacrolimus en una
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dosisde0.1 á 0.15mg/Kg/díahasta queel inicio de terapiaoral a dosisde
0.3 mg/Kg/día seafactible. Sin embargo,deberíatenerseen cuentaquela
posología óptima del Tacrolimus, como se ha referido, está siendo
continuamentemodificada y ajustada,de hecho, una experienciamuy
recienteindica la utilización de dosis inicial i.v. menoreso igualesa 0.1 a

0.2 mg/Kg o 0.035 á 0.075 mg/Kg/díaseguidasde dosisorales de 0.1 á 0.2
mg/Kg/día,Klintmalm’39.

El ajustede dosisen los estudiosevaluadosnormalmenteserealiza
midiendo las concentracionesplasmáticasdel fármaco y valorando la

función hepáticay renal.La mayoríade los ensayosrealizadosadministran
una terapia de mantenimiento con corticoides, y tratan el rechazo
incrementando las dosis del fármaco inmunosupresor primario, y
añadiendoaltasdosisde esteroidesy/o preparacionesantilinfociticas.

6.i.-TOXICIDAD Y EFECTOSADVERSOS

FK-506 ha demostradoclaramenteser un potente inmunosupresor,
sin embargodiversos estudios experimentalestanto en ratas como en

perros,ponende manifiestoque el fármaco no estáexentode toxicidad y
efectossecundariosadversos.

La aparición de pérdidade pesoen la rata de Lewis al iniciar un

tratamiento con altas dosis deFK-506 es uno de los primerosefectos
que se aprecian en experimentos con ratastrasplantadas,Nateskik’82. Con
la misma dosis estos animales recuperan su peso normal casi por
completo en tan sólo dos semanasmás. También se ha descrito una

reduccióndel pesodel timo dosis-dependiente,consistenteen una atrofia
medularsimilar a la producidapor la CyA y quepone de manifiestola
influencia de ambasdrogas en el sistemainmunosupresor.

En el mismo estudiocon ratas,ha sido demostradauna tendenciaa
presentar niveles elevados de glucosa en sangre, lo que parece
correspondera un incremento en el recambio de las células acinares

pancreáticase incluso en ocasionesexistenciade necrosisde las mismas.

59



Por otro lado y a pesarde habersehalladoeosinofiliaperivascularen
el pulmón, no existe evidencia cliicopatológica de vasculitis en este
estudio,en contrastecon los resultadosobtenidosen estudioscon perros
dondela toxicidadvascular representauna real e importante limitación a
la hora de utilizar estadroga.

En ratas,la administraciónconjunta de FK y CyA en animales
sometidosa isquemiarenal,muestraqueFK tiene menor nefrotoxicidad

que la CyA, Todo252.

En perrosquerecibendosisoralesde FK, sehan descritovómitos e
importante emanciación dosis-dependiente.Sin embargo, el efecto
secundariomás importante es la vasculitis, que se observaen pequeñas
arteriasen las queseproducenecrosisde la media a vecestan severaque
desencadenanecrosis focal o infarto cardiaco.Esto no seobservaen ratas
ni siquierarecibiendodosismuchomásaltasde FK.

Todo lo descritohacesuponerquela toxicidadde estadrogapuede
ser un fenómenoespecie-especifico,puestoque cambioshistopatológicos
importantesobservadosen el perro no se desarrollanen la rata, salvo

pequeñosalteracionesen el páncreas,ya que ambospresentannecrosis
acinar,aunquede unaforma muchomásleve en las ratas.

Podemos concluir que FK-506 es el mayor inmunosupresor

conocido hastael momento.No exentode toxicidad,éstaesimportanteen
el perro, menor en ratas y desconocidaen primates. Sin embargoen
pequeñasdosis, no existe toxicidad ni siquiera en perros. Además,este
fármaco puedeser utilizado en combinación con CyA , esteroides y
presumiblementeotras drogas,por lo que su toxicidad puedeaún verse
másreducida.

FK-506, comercializado con el nombre de Tacrolimus, ha
demostradotambiénquepuedeser aplicado clínicamente,habiendosido
evaluadasu eficaciaen centrosespecializadosen trasplantede USA, Japón

y Europa. Además de comprobar sus importantes propiedades
inmunológicasen sereshumanos,estos estudioshan permitido conocer

con mayor exactitud la tolerabilidad y efectos secundariosde esta droga
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tanto en pacientesrecién tratados, como retrospectivamente, en aquellos
querecibieroninicialmenteel mismofármaco.

La interpretacióndel perfil de tolerabilidadde 12K no esfácil debido
a la variedad de dosificacionesutilizadas clínicamente, de hecho la
mayoríade los efectosadversosdescritosestánsiempre referidosa la dosis
utilizada. En general, la toxicidad es dosis dependiente,aunque algunas
reacciones,tales como el desarrollode disartrias, son idiosincrásicaso
requieran múltiples factores para manifestarse,no relacionándosetan
directamentecon la dosisdel fármaco,Fung’6.

Los principalesefectosadversosdescritos con Tacrolimus en seres
humanos son la nefrotoxicidad, las infecciones y las complicaciones
malignascomo neurotoxicidady diabetogénesis,efectos todos que han
sido descritosen otras terapiasinmunosupresivas,incluyendo la CyA,
Faulds68.

La tolerabilidad de esta droga en pacientes trasplantados ha sido

similar enreceptoresadultos y en niños, Tzakis257.

La incidencia, la presentaciónclínica y las característicasde la
nefrotoxicidadproducidapor Tacrolimus en pacientestransplantados,se

consideraidéntica a la derivada del uso de CyA, McCauley1~.Así, fue
similar la incidencia de casosquedebidoa la nefrotoxicidadprecisaronla
retirada de ambos fármacos. Igualmente, los requerimientos de
hemodiálisis en otro estudio, fueron similares para ambas drogas,
Klintman’37, European Study Group65.

La mayoría de los receptores tratados con Tacrolimus han
manifestado nefrotoxicidad aguda (caracterizadapor aumento de
creatininaen el primer mes de tratamiento),Stock’34. La nefrotoxicidad

crónica (en la queel aumentode creatiinapersistedespuésde un mes de
tratamiento) se describió en un 30 á 50% de los pacientessometidos a
trasplantey tratamientoinmuno-supresorcon 12K, Porayko202.

Diversos estudioshan permitido comprobarque la nefrotoxicidad

puede disminuir al reducirse la dosis de Tacrolimus utilizada, sin
embargo,no existe una relación claramente directa entre niveles de
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Tacrolimusen sangrey alteraciónde los parámetrosque miden la función
renal. A pesarde ello, existen estudiosmás recientesque demuestran
mayor incremento de niveles de creatinina en sangreal utilizar dosis
mayoresde estadroga.De estoshallazgossededucequela toxicidad renal
asociadaal uso deFK-506, puedeaparecer no sólo con la utilización de

dosis elevadasdel fármaco, sino incluso al utilizar dosis dentro de un
rango terapéuticocomo óptimo,JapaneseFK506 StudyGroup’20.

CyA y Tacrolimus parecen inducir nefrotoxicidad con una
incidencia muy similar, sin embargo,aunquela variación en los niveles
de creatininaensangreen los trasplantadossedescribetambiénpor igual,
y los cambios histológicos sean muy similares, para ambas drogas,
Randahawa205,recientesestudioshanpuestode manifiestoque los efectos
producidossobre el filtrado glomerular en un riñón que ha recibido
tratamientocon ambasdrogas son, a largo plazo,menosseverosparalos
tratados con Tacrolimus, aunque todavía serán necesarios nuevos
estudiosque apoyenhistológicamenteestaafirmación.

La infección sigue siendo una de las principales complicaciones

causantesde morbi-mortalidadimportanteen pacientestrasplantados.En
un estudio reciente con 110 pacientes receptoresde un hígado y
sometidosa terapiacon 12K, se apreció una tasade infección cercanaal
50%, de la cual el 380/o sufrió infeccióncatalogadacomo severa(neumonía,
peritonitis y colangitis entre otras). La mayoría de los casosfueron de
etiología bacteriana,siendo el cytomegalovirusla infección vírica más

frecuentemente presentada.Las infecciones fúngicas fueron menos
comunes predominando la candidiasis y la aspergilosis,Torre-

Cisneros’54.

Estudios comparativos que se han realizado en pacientes

generalmentetransplantadosde hígado,utilizando la CyA y el Tacrolimus
como inmunosupresores,han puestodemanifiesto quela frecuenciade
infecciones de diferentes categoríasfué considerablementemenor para
Tacrolimus,Esquivel64. No sóloseha asociadoestefármaco a una menor
incidencia de bacteriemia,(quizá relacionadacon la menor necesidadde
corticosteroidesde apoyoen el tratamiento),sino que también ha sido

menor la incidencia de infecciones fúngicas y por cytomegalovirus
respectoa la presentadaenpacientestratadosconCyA, Sakr’10.
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Se han desarrolladotranstornoslinfoproliferativos post-trasplante

en unaproporciónsimilar para ambasdrogas,(menora un 2%), existiendo
en amboscasosuna fuerte asociaciónentreestos trastornose infección
concomitantepor virus de Epstein-Barr,Nalesnik’81.En relacióna esto,ha
sido descrito en esta droga un potencial mutagénico, in viLro, sobre
linfocitos humanos utilizando dosissupraterapéuticas,Yu278.

Los efectos adversosneurológicos asociadosal uso de FK en

pacientes postranspíantados,se presentan con mayor frecuencia al
administrar el fármacovía venosa.Estos efectospuedenser clasificados
como mayores (mutismo acinético, afasia, ataques,confusión, psicosis,
encefalopatíay coma persistenteentre los más importantes),y como
menores (temblores, cefalea, alteraciones del sueño, pesadillas,

disestesiaso fotofobia,entreotros),Eidelma&~~.

La toxicidad neurológica mayor ha sido descritaen el 10% de los
pacientessometidosa estudio, frente al 20% que presentaronsíntomas
menores. En la mayoría de los casossin embargo,la toxicidad es un

fenómeno reversible que se resuelve disminuyendo la dosis o bien
sometiendoal pacientea una terapiadiscontinua.

La tasade incidenciadeestosefectosadversosconFK fué similar a

la presentadaen terapiascon CyA, cuya aparición tambiénse relaciona
con la vía de administración intravenosa,Klintmalm’38.

La aparición de hiperglucemia en pacientespost-transplantadosy

tratados con Tacrolimus, requirió insulina en un 15% despúesde 3
mesesde iniciado el tratamientoy en un 20% a los 6 mesesdel mismo,
disminuyendoa un 5.5% para los tratamientosprolongadosmásde 1 año.
Más allá de 18 mesesningún pacienterequirió insulina en esteestudio,
Tabasco-Milligan240.

Sin embargo, la incidencia de hiperglucemia fué mayor en

pacientestratadoscon Tacrolimus respectoa los que recibieron CyA,
European FK506 Study Group65.
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La incidencia de diabetesde comienzo reciente en relación al

tratamiento con 12K fué muy baja, (2%) tanto en pacientespediátricos
como en adultos,Carrol31.

Otros efectos adversos han sido descritos con este tratamiento
inmunosupresor,así, la aparición de hipertensiónes casi constanteen los
pacientestrasplantados,con una incidenciasimilar para los tratadostanto
con12K como con CyA, EuropeanFKSO6 StudyGroup65. Sin embargo,el
número de pacientesdiagnosticadosde hipertensión en relación a su

trasplantey que pudo abandonarposteriormente la medicación para
tratarla,fué mayoren pacientestratadoscon Tacrolimus, Shapiro221.

La hiperpíasiagingival y el hirsutismo, comúnmenteasociadosa la
CyA, no parecenser efectosasociadosa la terapiacon FK de una forma
significativa, Fung76.

Otros efectospoco frecuentementeasociadosa Tacrolimus fueron
insomnio, temblores,cefalea, sensaciónde hormigueo,mialgias, prurito,
fatiga, fotofobia y síntomasgastrointestinales,Fung75,de todos ellos, sólo
el temblorseha presentadomásfrecuentementeconTacrolimus que con
CyA, Esquivel64.

En sólo 8 de 1400 pacientes,(0.6%), de pacientesque recibieron
tratamiento con FK, se produjo anemia hemolítica, descritatambién en

tratamientosconCyA, Abu-Elmagd’.

6.j.- COMPARACION DE FK-506 CON CyA

Tanto FK 506 como CyA son dos drogas quepresentanun espectro
similar en cuanto a sus propiedadesinmunosupresoras,a pesarde ser
estructuralmentediferentes,como se ilustra en la Fig. 8, sin embargo, FK
506 ha demostradoser iii vivo , 100 veces más potente en inhibir la
activaciónde célulasT respectoa la CyA.

En cuanto a sus propiedades farmacodinámicas,dentro del

mecanismointracelular de acción, ambasdrogaspresentanalta afinidad
por las llamadas inmunofilinas o proteinas intracitoplasmáticas de
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células inmunológicas. El complejo formado por esta unión se ha
consideradocomo la señal biológica que interactúa con las moléculas
intracelulares implicadas en la señal de transducciónque producirá el
efecto inmunosupresorde ambas drogas. Igualmente, los dos fármacos
bloqueanla transcripciónde un pequeñonúmerode genesdurantela fase

tempranade activación de la célula T, genesque codifican sustancias
estimulantesde la respuestainmuxttariacomoson las interleukinas2, 3, y
4, Hanke96.

Experimentalmente,ciclos cortos de iFK 506 postrasplante,han
confirmadosu eficaciaen la prevención del rechazoalogénicoa dosis10 a
100vecesinferioresa las utilizadasen tratamientossimilarescon CyA, de
tal forma que en ratas ha quedadodemostradoque dosis pequeñasde
FKSO6 sonsuficientespara suprimir el rechazohepático,renal y cardiaco,
asícomoel de piel. En la mismalínea experimental,y en contrastecon la
CyA, FK 506 también ha demostradoser capazde suprimir el rechazo
agudo cardiacoy de intestinodelgadoenratas, Gotoh84.

El éxito de los trasplantes de órganos ha mejorado
significativamenterespectoa las pasadasdécadasreflejandoun avanceen

muchasfacetasde esteáreaquirúrgicaentrelas queseincluyenla selección

del paciente, la técnica quirúrgica, la preservaciónde los órganos y el
manejo postoperatorio.Sin embargo,el mayor impactoen en el éxito de

los trasplantesseha producidocon la introducciónde la CyA. De hecho,
mientrassolamenteuno de cadatrespacientessobrevivíanun año trasla
realizaciónde un trasplantehepático en la era anterior a la CyA, desdesu

aparición,la supervivenciaha aumentadoen másdel doble. Por otro lado,
no essorprendentecomprobarquecasi todoslos protocolosde tratamiento
inmunosupresorpostrasplanteincluyenCyA, generalmenteen asociación
con azatioprinay/o prednisolona.Paratratar las crisis de rechazoagudo,
los esteroidesen dosisaltasse han mantenido como la modalidadmás

común de tratamiento,aunque las preparacionesantilinfocíticas se han
utilizado como alternativaen los casosde resistenciaa esteroidesdurante

los episodiosde rechazoagudo,Klintmalm’38.

A pesar de los importantes avancesen el área del trasplante,
alcanzadosdurantela épocade la CyA, todavía son muchaslas mejoras
queseesperanen esteámbito. Así, el rechazo(particularmenteel rechazo
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crónico), las infecciones y la toxicidadde lasdrogassonlos tresproblemas
de mayor importancia que deberánser mejorados o solventadosen un
futuro. De hecho, el rechazoy la infección son las principales causasde
morbilidad y mortalidad, concretamenteen pacientesque reciben un

trasplantehepático. Esta observaciónrefleja la incapacidadde las pautas
inmunosupresorashabituales en bloquear selectivamentela respuesta
inmunológia al trasplante,dejando intactas otras defensasdel huésped,

con lo que se evitarían las infecciones como una de las más temidasy
frecuentescomplicacionesal trasplante de órganos.Además,cadauna de
las drogasinmunosupresoraspresentaserios problemas de tolerabilidad
que son intrínsecosa las mismasdrogasy, por otro lado,en el casode la

CyA a menudo se hace difícil diferenciar entre un rechazo crónico y
nefrotoxicidaddebidaa la drogaen pacientesreceptoresde un riñón. Por
todo ello, no essorprendentequecontinúe intensamentela búsquedade
nuevas drogasde mayor efectividad y menor toxicidad, que puedandar

por finalizadala era de la CyA.

En cuantoa la experienciaclínica de la CyA respectoal FK 506,

concretamenteen experienciascon trasplantehepáticoy renal queson en
amboscasoslos más frecuentementerealizadas,se ha comprobadoque
tanto FK 506 como CyA son más efectivosen suprimir los episodiosde
rechazoagudomásquelos crónicos.Sin embargo,como terapiade rescate,
en combinacióncon corticoides,FK 506 mejora los índicesbioquímicos e
histológicosde la función del injerto, lo que resultaen un aumentoen la

supervivencia del injerto para más de un 50% de los pacientesque
experimentanrechazoo toxicidad asociadacon terapia basadaen la CyA.
Utilizada estadrogacomo inmunosupresorprimario cuandosecombina
con corticoidesen pacientestrasplantadosde hígado,tanto éstos como la
supervivencia del injerto, no difieren significativamente para ambas
drogasen los dos estudios randomizadosmás importantes realizados,
aunqueen uno de ellos ambosindicadoresfueron ligeramentemayores
para12K 506, EuropeanFK 506 StudyGroupt

En otras investigacionesen el mismo ámbito, ésta drogademostró
mayores índices de supervivencia tanto del injerto hepático como del

pacienterespectoa la CyA, lo que refleja, al menosen parte, el marcado
efectohepatotróficodel FK 506. Por el contrario, en el caso del traspante
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renal, los resultadosde supervivenciaglobal de injerto y pacientefueron
222

muy similaresparaambasdrogas,Shap¡ro

En el caso de rechazo de trasplante hepático, e incluso en los casos

refractarios,12K 506 utilizado como terapiade rescate,resultó ser bastante
máseficaz quela CyA, precisándosedosismenoresdecorticoidesdurante
estosepisodios e inclusopudiéndoserretiradosen algúncaso,Todo251.

Tanto paraFK 506 como para CyA, los efectosadversosdetectados
con su uso, ademásde dependeren partedel incremento de las dosis,

también tienen una característicaidiosincrática que hacemás difícil su
control en muchos casos.Paraambasdrogaslos efectossecundariosson
muy similares,así, los más destacadosson la nefrotoxicidad,infeccionesy
complicacionesmalignas,asícomo neurotoxicidady efectodiabetogénico.
Cuantitativamentealgunosefectosadversospuedenaparecercon menor
frecuenciacon FK 506 que con CyA. Así, la incidencia de infecciones,
pareceser menor con FK 506, así como la aparición de hipertensión e
hipercolesterolemia detectadas en algunas investigaciones. Una
importante ventaja de 12K 506 es su no asociación a complicaciones como

hirsutismo e hiperpíasiagingival, característicasfrecuentesen la terapia
con CyA, dato de considerableimportancia en el caso de pacientes
infantiles y tratamientosde largaduración,Esquivel64.

En términos económicos,tambiénha sido demostradoun costecasi
deldobleen el tratamiento con CyA en trasplantadoshepáticosrespectoa

los tratadoscon 12K 506. La diferenciapuedereflejar distintostiempos en la
duración de la hospitalización y mayores gastos en los cuidados
postoperatorios,Staschak230.

En conclusión, el papel de 12K 506 en la terapia de pacientes
trasplantadosde hígado o de riñón, está todavía desarrollándose.Sin
embargo, existen estudios numerososque ya muestran a este nuevo

inmunosupresorcomo una valiosa alternativa terapéuticaen pacientes
que experimentan rechazo o toxicidad secundaria a los fármacos
utilizadosy en quienesel trasplantehepáticoo renal (y la diálisis en el caso
del fracaso renal), son a menudo la única alternativa. Como terapia
inmunosupresoraprimaria, 12K 506 puedeser consideradauna opción a
CyA, especialmenteen pacientestrasplantadosde hígado. Queda por
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definir su lugar exactoentre los fármacosinmunosupresoresdisponibles
en la actualidad, aunque bien podría ocupar el lugar de la CyA,
consideradacomola droga inmunosupresoramásimportantede todos los
tiemposhastanuestrosdías.

7.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE FIBRAS NERVIOSAS

En 1939 fue Coons quien introdujo por primera vez, un nuevo
conceptoen el diseño de la técnica histoquimica, basadoen el uso y
aprovechamientode la especificidadde la reacción antígeno-anticuerpo,
medianteel uso de anticuerposacopladosa trazadoresfluorescentes.Así se
inició el desarrollode las técnicasinmunocitoquimicas.Actualmente,estas

técnicas son de uso común y se han generalizado tanto en la
experimentaciónbiológica comoen el uso del diagnósticohistopatológico.

La mayoría de los anticuerpos utilizados en las técnicas
inmunohistoquimicas pertenecen a las IgGs; grandes glicoproteinas
formadaspor dos cadenaspesadasy dos ligeras,unidasmediante puentes
disulfuros. Cadamolécula completade IgC poseedos sitios idénticos de
unión al antígenoa través del fragmentoFab.El fragmentocristalino, Fc,
es capazde unirse a una gran variedadde moléculas (IgGs, proteína A,
etc...),lo cual facilita la visualizaciónde la reaccióninmunológica a través
del marcajede estasúltimas.

Comoocurreen el casode todaslas técnicasexperimentales,parala
técnica inmunohistoquimica se pueden describir cinco criterios de
fiabilidad, Petrusz200, eficacia, exactitud, precisión, sensibilidad, y
especificidad.

La eficacia proporciona información sobre la relación que existe
entre la intensidad de la reacción específicay el fondo. La exactitud

relacionaun valor dado en ensayoscuantitativos,con el valor real. En
inmunohistoquimica, la exactitud depende de en gran medida del

microscopioqueseutilice; en particular,en la técnicadel PAP estevalor es
de 20-80 nm. La precisiónserefiere a la reproductibilidadde las medidas.
Las técnicasinmunohistoquimicas,una vez estandarizadas,presentanun

alto grado de precisión; sin embargo,este valor no puede expresarse
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matemáticamente,ya quelos resultadosestánen función de variaciones
en la técnica,los reactivosutilizados, la obtención de antisueros,etc... La

sensibilidad en inmunohistoquimicase puede definir como la menor
concentración de un antígeno presenteen un tejido que es posible
distinguir del fondo. Finalmente,la especificidadde estatécnicada cuenta
de la capacidaddel anticuerpoparadetectarun determinanteantigénicoen
particular,excluyendoel otro, Sternberger231.A pesarde la especificidaddel
anticuerpo,en la aplicación de la técnica inmunohistoquimicase debe
satisfacer también la especificidad del método, es decir, durante el
transcurso de la reacción todos los reactivos utilizados han de ser
selectivos, de forma que no reaccionencon ningún otro componente
tisular.

Aunque existen diversos trazadores enzimáticos que se han
utilizado en inmunohistoquimica (fosfatasaalcalina, citocromo oxidasa,
fosfatasa ácida, etc...), la peroxidasa de rábano resulta ser el trazador
enzimático más ampliamente utilizado. Además de su idoneidadpara la
deteccióna nivel de la microscopiaóptica, el producto del revelado con
diaminobenzidina (DAB), Karnowsky127,tras su posterior osmificación,
resulta opaco a los electrones. La peroxidasa ofrece, además, la posibilidad

de ser aplicadaen los diversossistemasde detecciónindirectadel antígeno,
contribuyendo a aumentar la sensibilidad de la técnica
inmunohistoquimica,que desarrolladainicialmente para la microscopia
óptica, se puedeaplicar a la localización ultraestructural(PAF, Avidina-
biotina, intensificacióncon plata, etc...). El principal inconvenienteresulta
ser la dificultad en la cuantificación de la reacción y cierta difusión del
productode la reacciónquelimita, en cierto sentido,su resolucióna nivel
ultraestructural.

8.- ESTUDIO POR ANALISIS DE IMAGEN DE FIBRAS NERVIOSAS

El análisis de imágen esuna técnica que está tomando un impulso

cada vez mayor en ciencias biomédicas ya que cuenta con numerosas
aplicacionesLiu”6 y Ong’89 Es en la décadade los 80 cuandocomienzasu
utilización en biomedicina ya queanteriormenteseaplicabanplantillas y
métodos semicaserospara cuantificar estructuraso como máximo se

contabacon planímetrosparamedir áreas,perímetros,número de células
etc. El desarrollode estatecnologíase debeen parte a que el costede los
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ordenadoresbajó considerablemente,así como al incremento de la
potenciade los mismos y al desarrollode equiposy tarjetasespecializadas
parael procesode imágenes,Moragas’76y Kisner’35.

Las técnicas de análisis de imagen suponen la realización de
medidas y la obtención de valores directamentesobre un documento
digital, apoyándosesobre imágenes visualizadas en el monitor del
ordenador.La digitalización de una imagenconsisteen la conversión de
un sistemaanalógico,es decir, sin coordenadasespacialesde referenciay

con amplitud continua,a un sistemadigital, que esdiscreto.La imagen,es
la función de una magnitudfísica proyectadasobreuna superficie plana,
en el casode imágenesmonocromas(tonalidadesdegris o blancoy negro).
Así, una imagensedefine como una matriz de puntos formada por “m”
columnas y “n” filas. Cada punto o “pixel” tiene asignadoun valor
determinadode intensidad,tambiéndenominadonivel de gris, segúnla
informaciónalmacenadaen 8 bits. Un bit sólo puedetomar dos valores,el

o y el 1, por lo queel número total de posibilidadeses (256 posibilidades>.
Así, el valor de nivel de gris asignadoa un “pixel” puedevariar entre los
valoresO (negroabsoluto)y 255 (blancoabsoluto).Una vez digitalizada,la
imagen se realza y mejora con filtros y funciones adecuadospara cada
aplicación,con el fin de binarizarla (consisteen extraer de la imagen las

estructurasque se quieren valorar) y asociarla a procesos tópicos de
morfologíamatemática(pararealizarmedidas,contajesetc.).

9.- ESTUDIO ELECT’ROFISIOLOGICODE CONDUCCION
NERVIOSA

La monitorización de la transmisión neuromuscular permite
cuantificar (mediante registro gráfico o por apreciación visual> la
profundidaddel bloqueoneuromuscular.

La monitorización de la transmisiónneuromuscular,tal como la
concebimoshoy en día, seinicia en el año 1941 con los trabajosde Harvey

y Masland. Desde entonces importantes y variados estudios fueron
descritosy discutidosen la literaturamédica.Si bienescierto queAlt, Gray

y Utting en los años1970-71 desarrollarony popularizaronmagistralmente
el usodel tren de cuatro (4 estímulossucesivosa la frecuenciade 2Hz) nos
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parecejusto aquí no olvidar los nombres de Wilson y Roberts, de la
Universidadde Liverpool, como los pionerosen la introducción del tren
de cuatroparala monitorizaciónde la transmisiónneuromuscular.

Los trabajosde VVaud y Waud del año 1971 permitieron establecer
interesantesy útiles correlacionesentrelos diferentestests de evaluación
de la función neuromusculary el porcentajede receptorespostsinápticos
teóricamenteocupadospor un relajanteno despolarizante.

En el año 1975, Lee demostró que el tren de cuatro permite
cuantificar ciertos niveles de curarización tras la administración de
relajantesno despolarizantes,teniendoen cuentasolamentela apreciación

visual de los movimientos de los dedos de la mano, sin que fuera
necesariorecurrir al registrográfico.

10.- ANATOMíA DEI. NERVIO CIATICO DE LA RATA.

El plexo sacrode la rata estáformado por partedel cuarto nervio
lumbar, el quinto y partedel sexto.Da salida a dos gruposde nervios, un
troncoanterior(ventral) y otro posterior(dorsal)quese unen y consolidan
en la regiónpélvica comonervio ciático.

Este tronconerviososalede la pelvis por la escotaduraciática y pasa
por debajo del músculo glúteo mediano apoyado sobre los gemelos
pelvianosy obturadores,luegode encontrarseal músculo piriforme en su
camino descendente.El tronco común a menudo está dividido poco
despúésde su origenen dos ramasterminalesprincipales,el nervio tibial
y nervio peroneal.Tras la división o incluso antes (esta circunstanciaes
francamentevariable),el ciático pasasobre los músculos adductores y

semimembranoso,delante del semitendinosoy cubierto por el músculo
adductorcranealcortoy bícepsfemoral.

A nivel de la regióncrural posteriorsedescubrenlos nerviostibial y

peronealagrupadosen un tronco común junto al nervio sural, ramaalta
delnervio peroneal,quele sigueen su trayecto.Estetronco común da el
aspectomacroscópicode tronco único. Estosnervios recorren unidos el
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muslo en toda su longitud, para separarseen la parte alta de la región

poplítea,aunquea veceslo hacemásproximal.

Por debajode la rodilla, el nervio peronealse divide rápidamente
en nervio músculo-cutáneoy nervio tibial anterior quevan a inervar los
músculos anterioresy lateralesde la pierna y los músculos dorsalesdel
pie. El nervio tibial da impotantes colaterales para los músculos
superficialesy profundos de la celda posterior de la pierna, antes de

dividirse en nervio plantar medianoy nervio plantar lateral que van a
inervara los músculosplantaresdel pie, Hg. 9.

11.-OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Desdela realización del primer aloinjerto de nervio periférico en
1878 en humanos,ésteha sido un tema controvertidoe incluso desterrado

por muchos autores,no hallándoseuna adecuadaaplicaciónen la clínica
hasta el momento. Sin embargo, la idea de poder disponer de tejido

nervioso para hacer frente a lesiones de extensión o complejidad
importantes, unida a la creciente realización con éxito de trasplantes

nerviososautólogos,ha originadoun progresivointerésen el campodel
transplantealogénico.

Dado que la posibilidad de que se produzca el rechazo
inmunológicodel injerto, constituyeel mayor impedimentoparaqueéste
se lleve a cabo con éxito, han sido numerososlos intentos de anular la

respuestainmunológica desencadenadatras la cirugía del transplante.
Varios han sido los métodos utilizados,bien aplicadossobreel huésped,

bien sobreel mismo injerto para evitar la activación de la inmunidad del
receptor.De entrelos muchos tratamientosaplicadoscon mayor o menor
éxito, ha quedadopatente que en los últimos años el avance en la
utilización de drogasinmunosupresorasha generado gran número de
trasplantesconresultadosnotorios,tanto de forma experimentalcomo en
la clínica. Sin embargo, todavía son muchos los efectos secundarios

asociadosa la utilización prolongada,y a veces a altas dosis, de éstas
drogas.

72



Nnclun¡urn caudales

Ag!utaea cran~cfls e~
si gíLdacus cron¡aIis

A - circunflexo
~emor¡s oteralis

Rr.niusculcres nischicd¡ci

NAsc~,¡adicus

N.tib¡aI[s

N peronceus ccmmcjnis

Apoplirea

N.cutcneus suroe atercl¡s

N.percnaeus superf¡c¡cI¡s

N . cu~oneus fernorts cauda ¡

Nautaneus sume ccudalb

R.su;aIis opoplitece

Truncas lumbosacralis

N Asch cd cus

Aglutaen coudcbs un .g!ataeus caudalis

N cutoneus Femoris cauda 1k

Hg. 9. Anatomíadel nervio ciáticode la rata.



En esta línea, con nuestra investigación pretendemosevaluar la

eficacia de un nuevofármaco inmunosupresor,con el quesehan logrado
transplantescon éxito de otros órganos, valorando la efectividad del
mismo en el transplantede nervio periférico. Paraello, hemos utilizado
ratasde distintas cepaspara disponer de tejidos con diferente marcaje

antigénico, permitiendo así la posibilidad de reacción de rechazo
inmunológico. Del mismo modo, y partiendo igualmente de una
situación común en la clínica humana,hemos seccionadoun segmento
de nervio ciático de rataqueposteriormenteha sido transplantadoa otra
de distinta cepa. Desdeel mismo día del transplante,las ratas operadas
hansidosometidasa la acciónde estadrogadiariamentey a dosisrelativas

a su peso. En base a esto, podemos concretizarnuestros objetivo del
siguientemodo:

A) Estudiodel patróncelular asociadoa la reaccióninmunológicade
rechazo,en las ratas no tratadas,mediante la utilización de marcadores

inmunológicosespecíficosque permitanidentificar cadauna de las células
implicadasen dicho proceso,y su comparacióncon el tejido de las ratas
inmunodeprimidas.Con ello pretendemosdemostrarque,al estarla fibra
nerviosalibre de la reaccióninflamatoria asociadaal rechazo,se consigue
regenerarel nervio trasplantadoen los animalestratados.

13) Estudiode la regeneraciónnerviosa, llevando a caboun análisis
morfometrico de la fibra nerviosa regeneradabajo la acción del fármaco
inmunosupresor,y su comparacióncon los grupos control no tratados.

Con ello somos capacesde detectar la densidad de fibras nerviosas
regeneradas/unidadde superficie.

C) Estudioelectromiográficomediante estimulacióneléctricacapaz
de desencadenarcontraccióndel grupo muscular inervado por el nervio
operadoy sucomparaciónconlas fibrasno tratadas.Con ello pretendemos
confirmar la regeneraciónde la fibra nerviosa tratada,que adquiere
capacidadpara transmitir el impulso aplicado haciéndolo evidente
mediantela contracciónmuscular.

El objetivo global del estudio realizado, estructuradoen las tres
partescomentadas,ha sido demostrarel posiblebeneficio de la aplicación
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clínica del fármaco 12K 506 para inducir tanto la regeneración histológica
del nervio, al inhibir la reacción de rechazo, como su regeneración
fisiológica permitiendo la transmisión del impulso hasta la fibra

muscular.

En función de los objetivosplanteados,se ha estructuradoel trabajo

en los siguientesgrupos:

Grupo lA: Trasplantealogénico.Grupocontrol. 5 semanas.

Grupo iB: Trasplantealogénico.Grupo control. 11 semanas.
Grupo2A: Trasplantealogénico.Grupo tratado.5 semanas.
Grupo2B: Trasplantealogénico.Grupo tratado.11 semanas.

Cada grupo consta de 10 animales, lo que supone el trasplante de 20

nervios ciáticos

HIPOTESIS DE TRABAJO

Paraplantearla hipótesisde trabajohemospartido de las siguientes
premisas:

A) En una fibra nerviosa lesionadasólo existirá regeneraciónde la
mismasi el soma celular permaneceintacto.Posteriormente,del extremo
proximal seccionado, habrán de nacer nuevas ramas en longitud y
diámetro, en dirección al extremo seccionadodistal, para crear nuevas

conexionessinápticas restableciendoasí la continuidad de la fibra y su
funcionalidad.

B) Los defectosnerviososdeberíanpoderser reemplazados,de una
forma ideal, por segmentosdel mismo nervio y mismo emplazamiento

queel segmentodefectuoso,para garantizaral máximo la recuperaciónde

su funcionalidad. Siendo insuficiente la fuente de material nervioso
autólogoen en el ser humano,se estableceel aloinjerto de nervio como la

estructuraideal pararepararlesionesde estetejido.

C) La diferencia de resultados obtenidos entre el transplante
mitólogo y alogénico de nervio periférico radica principalmente en el
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rechazoinmunológico del injerto, queseproducecomo consecuenciadel
reconocimientode los antígenosde histocompatibilidaddel mismo, por el
huésped.

Teniendo en cuenta lo anterior, y como hipótesis de base, nos
planteamos la posibilidad de que un reciente fármaco de síntesis,

denominadoFK-506, con propiedadesdepresorasdel sistema inmune,
pudierainhibir la reacción de rechazoresponsablede la mayoría de los
fracasos de trasplante nervioso alogénico.

En este ámbito, FK-506, ha demostrado ser un potente

inmunosupresorde síntesis,de probadaeficacia en trasplantesde otros

órganos como pulmón, corazón, hígado y riñón, que ha demostrado ser de
10 a 100 vecesmáspotente in vitro, quela CyA, e in vivo , ha resultado
ser 10 vecesmáspotentequela mismadrogaen inhibir la reaccióninjerto-
contra-huésped,habiéndoseaplicadoclinicamenteen algunostrasplantes
de órganos,y aunque no exento de toxicidad y efectos secundarios
adversos,que se presentansiempre en relación a la dosis y vía de

administración,éstefármacoha demostradocarecercasi por completo de
toxicidad en animales de experimentaciónal administrarlo a dosis
reducidas.

Por tanto y según estas premisas podemos concretar nuestra
hipótesis planteando que, siendo FK-506 el mayor fármaco
inmunosupresorconocido hastael momento, y siendosu potencia muy
superiora la de otros fármacos actualesy su toxicidadconsiderablemente
menor, al haberseobtenido con ésta droga, resultadosnotorios en el
trasplantede otros órganos,podemossuponerqueel resultadopuedeser

igulmente positivo al aplicarlo como inhibidor de la reacción
inmunológica de rechazo en el trasplante de nervio periférico, obteniendo

con ello, una adecuadaregeneración histológica del mismo y una
recuperaciónde su funcionalidad,lo quepodrá ser de utilidad clínica en
humanos parasolventar lesionesnerviosasde extensióny complejidad
importantes.
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II.- MATERIAL Y METODOS

A.- MATERIAL

1.- ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Parala realización del estudio sehan empleadoratasmacho de las

cepasWistar como receptoras,y ratas BN (Brown Norway) como cepa
donante.Ambas presentan diferentesmarcadoresde identidad,para dar

cabidaa la posibilidadderechazopostrasplante.

Todos los animales han sido suministradospor Iffa-Credo®y sehan
mantenidoen las condiciones habitualesen el animalario del Servicio de

Medicina y Cirugía ExperimentaldelHospital Universitario San Carlosde
Madrid.

Los animales,todos de pesoaproximadoentre 225-275g para hacer

homogéneoslos grupos, fueron observadosdurantelos díasprevios a la

intervención y seleccionadossolamenteaquellos libres de enfermedades
como diarrea, parasitaciónexterna, conjuntivitis, caida de pelo o rinitis.
Duranteesteperiodo tuvieronuna dietaad libitum.

1.a.- DIETA DE MANTENIMIENTO

Se ha suministradouna dietade mantenimientoRata-RatónLética®
tipo IPM-R20 cuyo análisisquímicobásicoesel siguiente:

- Humedadmáxima9.00%
- Proteínabruta17.00%

Lisina, mínimo 0.70%
Metionina+Cisteína,mínimo 0.50%

- Grasabruta,mínimo3.00%
- Fibra bruta,máximo 5.000/o
- Cenizas,máximo5.00

- Calcio, mínimo 0.80%
- Fósforo,mínimo 0.655
- Cloruros, mínimo 0.60%
- M.E.L.N. 57%
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Todo ello supone una energía metabolizable de 2950 Kcal/Kgr. Los
animaleshantenidolibre disposiciónde piensoy abundanteaguapotablea

su alcance,administradaen biberonesde 250 ml utilizando un separador
entre éstosy el pienso.

2.- INSTALACIONES

Se han utilizado las instalacionesdel Servicio de Medicina y Cirugía
Experimental del Hospital Universitario San Carlos, así como del
Departamento de Biología Celular en la Facultad de CienciasBiológicas de la
UniversidadComplutensede Madrid dondesehanrealizadolas técnicasde
perfusiónintracardiacay el estudioinmunológico. La morfometría, se ha
llevadoa caboen el Departamentode Anatomía Patológicadel Instituto de

Salud Carlos III de Madrid y el estudio electrofisiológico en Servicio de
CirugíaExperimental del HospitalClínico SanCarlosde Madrid.

2.a.-ESTABULARIO Y CONDICIONESDE MANTENIMIENTO

Se han utilizado en todos los casos jaulas individuales de
Makrolón®, Policarbonato,Tecniplast tipo 2C, transparentes,con techo de
reja metálicaqueincluye un compartimentodondesecoloca la comida y el

biberónde agua.Las dimensinesde la jaula son de 260 x 200 mm de medida
interna de la cubetacon 120 mm de altura (50 mm de cama con viruta) y
area de basede 410 cm2. Como camao lecho se ha empleadoviruta para
animales de laboratorio Ultrasorb Panlab®, carente de polvo, colorantes,
insecticidas,fungicidasy sin productosquímicos.

En todoslos casossehanobservadolasdirectriceseuropeasrelativasa
enjaulado de roedores de laboratorio n0 86/109 de la CEE del 2 de

Noviembre de 1986, tanto en lo que se refiere a la superficie mínima del
suelo de la jaula en relaciónal pesode la rata,humedady temperaturade la
habitación,Arias8,Vaquero260.

Los animalessealojaronen unahabitacióncon un periodode 7 horas
de luz y 17 horas de oscuridadparasimular al máximo las condicionesde
vida habitual de los roedores, animales preferentementenocturnos. La
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temperaturade la habitaciónse mantuvo constantea 230C y la humedad
relativa al 47%. La habitacióndisponíade aire acondicionadoy seimpidió
el pasoa personasno autorizadasparaevitarestrés en los animales.

2.b.-QUIROFANO EXPERIMENTAL

Se dispuso de quirófano para cirugía experimental equipado
básicamentecon:

- Mesaquirúrgica.
- Lamparamóvil.
- Campanade anestesiade éterparapequeñosanimales.
- Microscopioquirúrgico.
- Aire acondicionado.
- Máquina rasuradora.

3.- MATERIAL QUIRURGICO

3.a.- INSTRUMENTAL MACROQUIRURGICO

Se ha utilizado material macroquirúrgico,aunquedelicado,durante
la disecciónde la piel y músculo hastallegar al nervio ciático de la rata. El

conjunto utilizado secomponede:
- Mangode bisturímetálicode diversostamaños.
- Hojasde bisturí de diferentesnumeraciones.

- Porta-agujasde Mayo.
- Tijera quirúrgicade Mayo rectay curva.
- Tijera de diseccióncurva.

- Pinzade disecciónde Adsoncon y sin dientes.

- Pinzashemostásicasfinas tipo ‘mosquito” (Hartman)curvas.
- Separadoresmanualespequeñosde Farabeuf.

3.b.-MATERIAL DE MICROCIRUGIA

3.b.1.- MEDIOS DE MAGNIFICACION

Se hanutilizado comomediosde magnificaciónquirúrgica:
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A) MICROSCOPIOQUIRURGICO:

Se ha empleado para las técnicas de microcirugía nerviosa el
microscopiooperatorioCarl ZeissJenaOpm110, cuyascaracterísticasson:

- Iluminación: lámparahalógena6V 20W.
- Margende inclinación: -15, + 120 gados.
- Distanciade trabajo:200, 300y 400mm.
- Aumentos:7.5 X.
- Diámetro del campovisual: 22 mm.

B) GAFAS LUPA:
De 3 aumentos, utilizadas para la disección inicial hastallegar al

nervio.

3.b.2.-SUTURAS

Se hanutilizado varios tipos de sutura:
- Suturade Nylon monofilamentode 10-0
caracortantey dobleaguja.

- Suturade polipropileno tipo Vycril Blue
con agujacurvade caracortante.

- Suturade sedatrenzadade 3-0 con agujaTU/lS (Marín®, Lorca,
España).

con agujacurva CU-1 de

(Ethicon®,Inc.) de 5-0 y 6-0

3.b.3.- INSTRUMENTAL MICROQUIRURGICO

Se ha utilizado instrumentalmicroquirúrgicode acero inoxidable, de
la casaChifa®, mateparaevitar reflejos, compuestode:

- Porta-agujasde Barraquerrectoy curvo sin cierre, con mecanismode
resorteparaevitar maniobrasbruscascon mangoplano.

- Tijeras deWescottparadisecciónfina (curvasy romas) y paracorte
(rectasy puntiagudas).

- Pinzasrectasy curvastipo relojero denominadaspinzasDumont.

- Clampsvascularesutilizadosen nuestrocasopara clampajede la

arteriapoplíteaquehemosdisecadoa la hora de la extraccióndel
nervio para tener mayor longitud de resección.
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4.- FK-506

Para la realización de estetrabajo seutilizaron 2 viales de 20 mg del

fármaco inmunosupresor FK-506, facilitado por los laboratoriosFujisawa
(Osaka,Japón).

FK-506 perteneceal grupo antibiótico de los macrólidos.Su fórmula
molecular es C44 H69 N012-H20 y su pesomolecular es 822.05,Fig. 8. El
fármaco es soluble en metanol, etanol, acetona,etilacetato,cloroformo y

dietiléter; moderadamentesolubleen hexanoy petróleo-étere insoluble en
agua. Así mismo, se mantiene estable en condiciones medioambientales
normales, así como en un medio ácido muy diluido y admite ser
almacenadobajo condiciones extremas tales como altas temperaturas,
humedad ambiental elevada y bajo exposición luminosa de lámparas
fluorescentes.

La forma de presentaciónpara su administracióni.m. es en viales
conteniendoel fármaco en forma de polvo seco de color blanco, cuyas
característicasde identidadsonlas siguientes:

Producto:FK-506 (20 mg/vial)
Lote N0: 700952K
Fechade análisis/envasado:10 de Marzode 1995
Descripción:Polvo blanco
PH: 6.30
Disolventes:Etanol ( 0.045%)
Agua: 0.840/o
Excipientes:54 mg/vial

La preparaciónde la suspensiónpara su administración i.m. es la
siguiente:

Teniendoen cuentaquecadavial contiene20 mg de FK-506 y 54 mg

de excipiente, cada 37mg de la formulación contenida en el vial
correspondena 10 mg de FK-506 que habráde disolverseen suero salino
hastaobtenerla concentracióndeseada.En nuetro trabajo se han utilizado
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dos viales de 20 mg de FK-506 que sehan diluido en lOOcc de suero salino
cadauno.La dosisutilizadaha sidode0.32 mg/kg/díade tratamiento.

Una vez realizadala solución, éstapermanececomo suspensión,que
ha de almacenarseenrefrigeradoro congeladory tiene una estabilidadde al
menos2 mesesdesdesu obtención.Parasu correctaadministración,vía i.m.
la soluciónha de agitarseenérgicamenteantesde utilizarse, y debidoaque
la suspensiónpuede producir cierta irritación tisular local durante su

administración,esrecomendableaplicar el fármaco alternandoel lugar de
punción durantelos díasde tratamiento.La formulación utilizada en este
estudiosólo admite ser utilizadaen animalesy nuncaen humanos.

5.- ANTISUEROS

Para realizar el estudio inmunohistoquimico se han utilizado

antisueros de rata que permiten la detección de las células más
representativasimplicadasen la reacciónde rechazopostrasplante.

Los anticuerpos primarios anti-rata empleados, cuya referencia,
antígeno específico que detecta y clon al que pertenecese detallan a
continuación,son los siguientes:

Antiex específico Ac monoclonal

MCA52
MCA55G

MCA48G
MCA 274
MCA 94
MCA 50

CDS
CD 4 y macrófagos
CDS
Macrófagos
CMH clase1 (RT lAa)
CMH claseII (la)

MRC OX 19
W3/25
MRCOX8
MRC OX 41
F 16-4-4
MRC OX 17

EL anticuerposecundarioutilizado correspondeal PAP

C 100 3K 250.
de referencia

Todoslos productosutilizados han sido obtenidosde los laboratorios
Serotec®(Reino Unido> a través de su delegaciónen España(casaAtom®
en Madrid).

Ref.
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6.- MATERIAL COMPLEMENTARIO

6.a.-ANESTESICOS

Inhalatorios: Se han utilizado para la inducción anestésica,éter

dietílico quees un líquido incoloro, irritante, volátil, inflamabley explosivo
quesedescomponepor la luz, el aire y el calor, por lo quedebe mantenerse
en recipienteopaco.

Inyectables: Se utilizaron combinacionescon los siguientes
agentessegúnlos casos:

- Anestesiageneralparala realizacióndel transplante:

- Atropina 1 cc
- Valium 10 mg (Diazepam®)
- Ketamina (Ketolar®)

- Suero fisiológico al 0.9%

2 cc
2 cc
5 cc

La dosisadministradafue de 1-1.5 cc de la mezcla

señalada,segúnel pesode la rata.

- Anestesia utilizada para la realización del estudio

electrofisiológico:

- Atropina
- Ketamina(Ketolar®)

Suerofisiológico al 0.90/o

1 cc
2 cc
5 cc

La dosisadministradafué igualmetede14.5cc en
relaciónal pesodel animal.

82



6k.- ANTISEPTICOS

Se han utilizado dos tipos de antisépticoshabitualesen cirugía de
diferente composiciónquímica, que son la clorhexidina (Hibitane®) y un

lodóforo (Betadine®).

6.c.- RASURADORA

Para rasurara la rata seha empleadola rasuradora denominada
DetachableBlade Small Animal Clipper OsterGoldenA 5 modelo 5-55 H,

con potencia de 35 Watt y frecuencia de 50 Hz.

6.d.- BASCULA

La básculautilizada es la denominada Lética® digital, modelo LE-
2000.

6.e.-MATERIAL ICONOGRAFICO

Para la fotografía macroscópicase ha utilizado una máquina
fotográfica Minolta® Dinax 3000-1, con obturadorde velocidad controlada
automáticamentede forma electrónica, lentes de aproximación y flash
circular.

Para la realización del estudio inmunohistoquimico se ha utilizado

un fotomicroscopio Zeiss. Se obtuvieron diapositivas del material
histológicoobservadoutilizando una películaAGFACHROME RS 100 PLUS
profesional(iso 100/210>y reveladasutilizando el kit de hobby-pacCAl 501
4329de Kodak.

Para la realización del estudio morfométrico se ha utilizado una

cámaracolor (Hitachi KP-C 503 acopladaa un microscopioNikon).
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6.f.- TALLADORA

Para realizar los cortes semifinos con piramidotomo (imia) se ha

utilizado una talladora T.M. 60 Reichter OM 43.

6.g.-ANALISIS DE IMAGEN

Pararealizarel contaje axonalde las fibras nerviosasse ha utilizado
un sistema de análisis de imagen con el software MI]? 4ADV de C.I.D.
España,integradoen un ordenadorpersonal(PC, Pentium),Fig. 10.

7.- SISTEMA DE ELECTROFISIOLOGíA

Para la evaluaciónde la conducciónelectrofisiológicase ha utilizado
el dispositivo TOF GUARDI~T de la casa Biometer International A/S, Fig.
11.

CARACTERISTICASDEL MONITOR TOF~GUARDNM

El monitor de la transmisiónneuromuscularTOF-GUARD está
compuesto por un estimulador de nervios periféricos y un
electromiográfico,con un microprocesadorqueintegra de forma automática
los potenciales de acción muscular y los registra en un inscriptor

termosensibley en una pantalla digital, Fig. 12. Produceuna estimulación
automática con trenes de cuatro estímulos de 0.1 ms de duración de
duración a una frecuenciade 2 Hz repetidoscada 20 seg,estableciéndose
previamentey de forma automáticael nivel del estímulos supramáximo

(autocalibración).El sistema integra toda el área del potencial de acción
muscularcomparandode forma continuadalas áreasobtenidascon el valor
de autocalibración efectuado al comienzo de la estimulación (Ti);
simultáneamente compara, en cada tren de cuatro estímulos, el área

evocadapor la primeray cuartaestimulación,expresandolos resultadosen
porcentaje.
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Fig. 10. Análisis de imagen morfométrico. Software MIP4ADV (PC

PENTIUM).
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Fig. 11. Sistemade electrofisiología.
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Area de estímulo simple
T1= —------ —--- X 100

Area control

Area última respuestaT4
TR= —--- X 100

Area primera respuestaTi

B.- METODOS

1-DISEÑO DELESTUDIO EXPERIMENTAL

En el presenteestudio sehan utilizado ratas Wistar macho adultas de
3 mesesde edady pesoaproximadode 250 g. Las ratasfueron sometidasa
trasplantealogénicodenervio ciático, procedentede ratasdonantes Brown
Norway, deedady pesosimilaresa lasreceptoras.

Tras el acto quirúrgico, las ratasfueron distribuidas en 8 grupos,
estudiándoseen cadauno de ellos20 injertos nerviososprocedentesde las
10 ratasquehanconstituidocadagrupo. Del total, 4 de estosgrupos(lA, 2A

y 18, 2B) fueron destinados al estudio inmunohistoquimico, utilizándose
el resto deellos (3A, 4A y 38, 48) para el estudio morfométrico o contaje
axonal.Todaslas ratasfuerona suvez utilizadaspara estudiarla conducción
nerviosa del injerto, hasta su sacrificio y posterior procesamientode las
muestrasen distinta forma, segúnserealizarasobreellasuno u otro de los

estudios mencionados.La mitad del total de de los animales fueron
sometidos a tratamiento inmunosupresorcon 12K 506 a dosis de 0.32
mg/Kg/día vía i.m. diariamentedesdeel díade la cirugíahastaun total de 5
y 11 semanas.La otra mitad no recibió ningún tratamiento,estableciéndose
como grupo control, y sacrificándoseen los mismos tiempos. Quedapor
tanto establecidala estructuradel presenteestudio comosigue:

Estudio inmunohistoquimico:
Grupo lA: Alotrasplantecontrol. 5 semanas.

Grupo2A: Alotrasplantetratado.5 semanas.
Grupo iB: Alotrasplantecontrol. 11 semanas.
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Grupo28: Alotrasplantetratado.11 semanas.

Estudio morfométrico:
Grupo3A: Alotrasplantecontrol. 5 semanas.
Grupo4A: Alotrasplantetratado.5 semanas.
Grupo38: Alotrasplantecontrol. 11 semanas.
Grupo48: Alotrasplantetratado.11 semanas.

Estudio de conducción nerviosa:
GruposlA, 2A, 18, 28, 3A, 4A, 3B, 48.

2.- TECNICA QUIRURGICA

2.a.- ANESTESIA

Inicialmentese utilizó como anestésicogeneralpor vía inhalatoria, la

aplicaciónde una atmósfera de éter por medio de algodonesempapados
contenidosdentrode unacampanatransparenteparaanestesiade pequeños
animales,hastaqueéstosquedantotalmentedormidos. Previamentea esta
circunstanciasesueleobservaren el animal fasesde agitación

2.b.-COLOCACION DEL ANIMAL

Cuandola rata se encuentraanestesiadase procede a su colocación

sobrela mesaquirúrgica dondeseha dispuestouna planchade corcho a la
quesefija la rata con esparadrapoen posición lateral con las extremidades

dorsalesen semiflexión y adducción,posturaen la que el nervio ciático se
encuentrasin tensióny fácilmenteaccesible.

2t.- ASEPSIA

Para establecerunas condiciones de asepsiamínimas del campo
quirúrgicoseprocedea surasuradoqueserealizaensecoen la región dorsal

del miembro inferior, desde la línea media hasta más abajo de la
articulación de la rodilla. Cranealmente,el límite se estableceen la cresta
ilíaca del mismo lado. A continuaciónseprocedea la limpieza de la zona
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con un vaporizadorde Clorhexidrina,Hibitane®. Por último se aseptizael
camporasuradocon Betadine®.

2.d.—TECNICA QUIRURGICA

Se incidela piel conbisturí en la partedorsaldelmiembro inferior en
unalíneaque siga unadirección desdemedio centímetroanteriorde la raiz
de la cola hastala articulaciónfémorotibial. Se disecala piel y tejido celular

subcutáneohastallegar a la aponeurosisa nivel de la musculatura,sobrela
queseabordaen la uniónentrelos músculosabductorcruris cranealy biceps
femoral, sin seccionarninguno de ellos limitándose a separarlosy colocar
separadoresconfeccionadoscon clips sujetapapeles.Conviene evitar la
confusión con la unión entre el bicépsy semitendinoso,punto por el que
tambiénesposible llegar al nervio pero con un abordajemás dificultoso y
sangranteal existir mayor cantidadde vasosen estaregión. De estamanera
sealcanzael nervio ciático. Hastaaquí la técnicaquirúrgica se ha realizado
con gafas lupa de 3 aumentos.A partir de estemomento se utilizará el
microscopioquirúrgicopara conseguiruna disecciónlo másprecisay menos
traumáticaposible.

El nervio ciático se expone desdesu salida por debajo del músculo
piramidalhastaun nivel lo másdistal posibley que debevisualizar siempre
la bifurcaciónentibial y peroneal.En estafaseaún no hemosactuadosobre
el nervio directamente.Se procedeahora a la disección roma del nervio

ciático separándolode las estructurascircundantesa las que se une por un
tejido conjuntivo laxo, hastaque estequedatotalmenteliberadoy expuesto
comosemuestraen la Fig. 13. A continuaciónseprocedea la extraccióndel
nervio, para lo cual serealizan dos cortes limpios para evitar la aparición de
cabosinsatisfechos,exactamentebajo el músculo piramidal y en el extremo
opuestoantesde subifurcación.

La interposición del aloinjerto nervioso se realiza mediante la
extracciónde un fragmento de nervio ciático de aproximadamente10-15
mm de unaratade la cepaUN (Brown Norway) siguiendolos mismos pasos

comentadosanteriormentepara su disección,Fig. 14. Una vez obtenido el
injerto, éste semantieneen suerofisiológico y seprocedea la diseccióndel

nervio ciático de la ratareceptorade la cepaWistar y posterior excisión de
un fragmentode unos 4-5 mm dondese interpondráel injerto. Se sutura
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Fig. 13. Nervio ciático de rata donante.
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Hg. 14. Técnica quirúrgica del aloinjerto nervioso (fragmento donante).





ahorael cabo distal del injerto con el cabo distal del nervio receptor con
técnicade puntosepi-perineuralesy de igual manera los cabosproximales
evitandoen todo momentoqueexistatensiónen las zonasde unión, Fig. 15.

Una vez realizadala anastomosisprocedemosal cierre por planos
uniendo los grupos musculares antes separados,mediante suturas
reabsorbiblesde Vycril® de 5-0. Posteriormentese cierra la piel mediante
sutura continua de seda de 3-0, se aplica clorhexidina líquida (Hibitane®)
sobrela sutura y tejidos cutáneoscircundantesy se depositael animal en
unajaula con camalimpia hastasu despertarcompleto.

3.- ESTUDIO ELECTROFISIOLÓGICO DEL NERVIO

CITICO

Para una investigación científico-clínica rigurosa y exigente será
preciso recurrir a estimuladores complejos y sofisticados, con ondas

cuadradaso rectangulares,con la posibilidadde variar la frecuenciade los
estímulosdesde0.01á 1.000 Hz conposibilidadderegularel voltaje desde15
mV hasta350 mV.

Tipo de electrodos.- Se utilizaron agujas subcutáneas,teniendo
cuidado de dejar las puntasde las agujaspróximas, pero no dentro, del
nervio; procurandotambiénquelas puntasde las agujasesténseparadasla

unade la otra por lo menosunadistanciade 1 cm. Tanto las agujascomo los
hilos eléctricosdeberánser fijados a la piel con adhesivosy orientadosen el

sentidodel eje longitudinaldel nervio, Fig. 16.

Polaridadde los electrodos.-El electrodonegativo se colocasobre la
partedistal del nervio y el electrodopositivosobrela porciónproximal.

Intensidadde los estímulos.-Los estímulos son supramáximos.El

estimuladoresregulable,procediendode la siguientemanera:Se colocanlos
electrodossobre la línea del nervio ciático.Se escogela frecuenciade 0.1 Hz
(estimulaciónsimple = un estímulo cada10 sg). Se conectael estimulador
manteniendoel nivel de intensidaden el valor másbajo y se observasi hay
o no respuesta mecánica a nivel de la extremidad. Se aumenta
gradualmentela intensidadde la estimulación, de división en división,
hasta que se obtienen respuestasvisibles en la extremidad. Una vez
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Fig. 15. Técnica quirúrgica del aloinjerto nervioso (aloinjerto anastomosada

a nervio ciático receptor).



Fig. 16. Detalledelestudiodeconduccióndelnervio ciático.
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obtenidasestasrespuestas,se coloca el indicador de intensidad de 0.5 a 1
unidad por encima de aquella que desencadenólas primeras respuestas
visibles de la extremidad.Esta intensidades la llamada “supramáxima” o

“supralaminar”.

Frecuenciade los estímulos

-

- 0.1 Hz estimulaciónsimple o twitch: Interesa,sobretodo, cuandolo

que se estudiaes el “análisis de tiempos”. La amplitud de las respuestas
mecánicasa la frecuenciade 0.1 Hz esla amplitud de referenciaparalos tests
o para el estudio que utilizan otras frecuencias.Los tiempos puedenser
repetidosen valoresabsolutoso bien ser anotadosen valorescorrelativos.

- 2 Hz tren de cuatroo “train of four”: La frecuenciade 2 Hz es una
frecuenciaantifisiológica que produceun agotamientode la liberación de
acetilcolina sin acelerar ni la recaptaciónde colina, ni la resíntesis de

acetilcolina,ni la movilizaciónde la acetilcolinade reserva.De aquíque una
seriede cuatroestímuloscon una frecuenciade 2 Hz acabeproduciendoun
agotamientomás o menospronunciadode las tres últimas respuestas.Un
punto de máxima importancia cuando se utiliza la monitorización con
salvasde cuatroestímulosesel intervalode tiempoquedebede existir entre
las diferentessalvasquedebenser,como mínimo,igualeso superiores,a los
10 segundos(tiempo mínimo necesariopara que se rehagala carga de
acetilcolinainmediatamentedisponible).En otras palabras,la repeticiónde
salvas de cuatro estímulos con intervalos de tiempo inferiores a los 10
segundosacabarápor producir un agotamiento de acetilcolina que nos
llevará a un falso diagnóstico.En términosprácticos,la primera respuestade

un tren de cuatroestímulostiene una amplitud perfectamenteidéntica a la
respuestaa una estimulaciónsimple (0.1 Hz). La amplitud de la primera
respuestade un trende cuatrose correlacionaesencialmentepor el número

de receptorespostsinápticosocupados(bloqueados).Pero las tres últimas
respuestas,particularmente la cuarta, presentanun agotamiento, una
disminuciónde amplitud en relacióna la primerarespuesta.

30-200 Hz o estimulación tetánica: Las frecuencia superiores a 30 Hz
producenrespuestasmásampliasde las queseoriginan con la frecuenciade

0.1 Hz (por causarunamayor liberación de acetilcolinay consecuentemente
por estimular un mayor número de receptores postsinápticos. La
valoraciónde la tensión-desplazamientoproducida por la estimulación

tetánicadebeserhechadurante5 segundos
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4.- SACRIFICIODE LOS ANIMALES Y OBTENCIONDE MUESTRAS

Los animaleshan sido sacrificadosen dos tiempos, a las 5 y a las 11
semanasdesdela realización del alotrasplantenervioso. Dentro de estos
tiempos a su vez, se ha diferenciadoun grupo de animales tratadoscon
inmunosupresory otro grupo control que no recibió tratamiento. Por otro

lado, la mitad del total de los animales, se destinaron a un estudio
inmunohistoquimicoy el restoa un estudio morfométrico,siendoen cada
casodiferente la técnicade sacrificio y extracciónde muestras,así como su
posteriorprocesamiento.

4.a.-GRUPODE ESTUDIOINMUNOHISTOQUIMICO DEL NERVIO

CIÁTICO

Las ratasfueron anestesiadasmedianteinyección intraperitonealde
Equitesín®(JansenLab.) a dosisde 60 mg/kg. A continuaciónseprocedióa
la toracotomíade los animalespara descubrirel corazón.Con el fin de evitar
la coagulaciónsanguínease inyectó intaventricularmente1 ml de heparina
sódica(1% p/v).

Posteriormentese realizó una incisión en la cavidad ventricular
izquierdaa travésde la cual seintrodujouna cánulahastala embocadurade

la arteriaaorta(perfusiónvía aorta ascendente).A continuaciónseprocedió
duranteunos minutos, al lavado con suero salino (CINa 9%) del sistema
cardiovascularparaeliminar los elementos sanguíneos tras seccionar la
aurículaderechay facilitar así la posterior circulación del líquido fijador,

evitandosiempre la interrupción en el flujo de perfusión. Tras el lavado
vascular y vía aorta ascendente, se procedió a dar paso500 ml de una
solución fijadora, durante 40 minutos aproximadamente.La mezcla

aldehídicafijadora estabacompuestapor 4% (p/v) de paraformaldehido,
0.1% de glutaraldehídoen tampón fosfato 0.1M (pH=7.4),Karnowsky’27, con
el fin de compatibilizar una óptima preservaciónmorfológica con la

conservaciónde las propiedadesantigénicas,químicasy/o funcionalesde las
moléculasa detectar.
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Posteriormenteseprocedióa la rápida,pero cuidadosaextracciónde
los nervios ciáticos operados,identificando y separandolas porciones
proximal, distal y medial de la operaciónquirúrgica, realizándose en un

segundotiempo una postfijación de las muestrasdurante4 h a 40C, para
evitar la retraccióncelular, en una solución de paraformaldehído(4% p/v)
entampónfosfato 0.1M (pH= 7.4).

4.b.-ESTUDIOMORFOMÉTRICODEL NERVIO CIÁTICO

Los animales,como en el grupoanterior,fueron anestesiadoscon 60

mg/kg de Equitesín®(JansenLab.) intraperitonealmente.A continuaciónse
procedió a la toracotomía de los animales. Se inyectó 1 ml de heparina
sódica(1% p/v), para evitar la coagulaciónsanguínea.Posteriormentese
procedióal lavado con suerosalino (CINa 9%) por vía intracardiacay, sin

permitir interrupción en el flujo de perfusión, se introdujo vía aorta

ascendente,500 ml de una solución fijadora, durante 40 minutos
aproximadamente.La mezcla aldehídicafijadora estabacompuestapor
glutaraldehído1% (y/y) en tampónKarnovsky (pH=7.4),Karnovsky127.’

La soluciónKarnovsky constade:
soluciónA: Tampóncacodilato0.2M.
soluciónB: paraformaldehído10 % (p/v).

Tras la fijación seprocedió a la rápida,pero cuidadosaextracciónde
los nervios ciáticos operados, identificando y separandolas porciones
proximal, distal y mediade la operaciónquirúrgica.

5.- PROCESAMIENTODE LAS MUESTRASDE NERVIO CIATICO

5.a.-ESTUDIOHISTOLÓGICOA MICROSCOPIAÓPTICA
CONVENCIONAL

Una vez extraidoslos nervios operadosde ambosgrupos,como seha

descrito,partede las muestrasfueronprocesadaspara poderser visualizadas
a microscopioóptico. Paraello, tras la fijación y extracciónde los nervios,
éstossevolvieron a fijar en la misma solución durante4h a 40C. Tras el
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lavado de las muestrashistológicasen tampónfosfato (0dM, pH=r7.5), éstas

fueron crioprotegidasen una solución tamponada(tampón fosfato 0.1M,
pH=7.5) de sacarosa2.3M durante12 horasa 40C. Tras la crioprotecciónlas
muestrasfueron seccionadas,utilizando un microtomo de congelación.Los
cortes de 10-20 mg fueron montados sobre portaobjetos previamente

tratadoscon gelatina/cromalumbre,teñidoscon hematoxilina-eosinay azul
alcián-hemalumbre-picrocarmínde índigo. Los cortesfueron deshidratados

en una serie alcohólica creciente, aclaradoscon xileno y montadoscon
DePeX.

5.b.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL NERVIO
CIATICQ

Una vez extraidaslas muestras,seprocedióal lavado de las mismas

en tampónfosfato (0.1M, pH=7.4),durante2h, tras lo cual se procedióa la
crioprotecciónde los tejidos utilizando una solución 2.3 M de sacarosaen
tampón fosfato 0.1M (pH=7.4) durante toda una noche a 40C. Al día

siguientelas muestrasfueronincluidasen gelatina,parala confecciónde los
bloquesque conteníanlas muestras:

Sacarosa15% (p/v).

Gelatina15% (p/v).
Tampónfosfato0dM (pH= 7.5).

A continuaciónse procedióa la fijación de los bloquesde gelatinaen

unamezclade formaldehídoal 3.5% (y/y) y sacarosa30% (p/v) en tampón
fosfato 0.IM (pH~z7.5),durante5h a 40C. Tras la fijación de los bloques,se
procedió a la obtenciónde cortes de 30-40 mg mediante microtomía de

congelación.Los cortesfueronlavadosrepetidasvecesen PES 0.1M (pH=7.5)
(Tampónfosfato salino) y tratadoscon una solución de H202al 0.3% (y/y)

en PBS (0.1M, pH=z7.5),durante30 minutos, para llevar a cabola inhibición
de la peroxidasaendógena.Tras repetidoslavadosen PBS (0.1M, pH=7.5),los
corteshistológicosfueron tratadoscon una solución al 1% (p/v) de NaBH4
(SigmaChem.Co.) en PESdurante30 minutosa temperaturaambiente,con
la finalidad de revertir en parte la fijación y restablecer con ello la
antigenicidad,Baschong’2.
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Los cortes se lavaron repetidasveces en PBS, y posteriormentese
trataroncon una solucióncentrifugadaa 3000 g durante15 minutos de 0.5M
de L-lisina en BBS durante2 horas a temperaturaambiente,o glutamina

0.5M en PBS con la finalidaddebloquearlos gruposaldehídoslibres.

A continuaciónse procedióa la deteccióninmunohistoquimicade los
diversos antígenos, mediante inmunomarcaje indirecto, siguiendo el
método inmunohistoquimicodel PAF, Sternberger231’232.

Los cortesfueron incubadoscon los siguientesantisuerosespecíficos,
incubandoprimero 2h a temperaturaambiente y posteriormentetoda la
nocheen neveraa 40C,manteniendosiempre los medios de incubaciónen
continua agitación.Los antisuerosespecíficosutilizados (Serotec®) fueron
diluidosen PBS utilizando las dilucionesquese especificana continuación:

Antisuero antirataMRC OX-19 (Anticélulas T): Dilución 1:50; W3/25
(Anticélulas T helper y macrófagos):Dilución 1:50; OX-8 (Anticélulas T
citotóxicas): Dilución 1:50; OX-41 (Antimacrófagos, granulocitos y células
dendríticas):Dilución 1:100; F 16-4-4 (Anti CMH clase1 de rata,equivalentea
Ag RT lAa de rata):Dilución 1:50; MRC OX-17 (Anti CMH ClaseII de rata,
equivalenteacadenaalfa del Ag la de rata,homólogo del Ag la-E de ratón):
Dilución 1:100.

Tras repetidoslavados en PBS, los cortes se incubaronen el anti-
mouse IgG, desarrolladoen cabray diluido 1:500 en BBS, durante2 horas a
temperaturaambiente.Posteriormenteselavaron los cortesrepetidamente

en PBS y seincubaronen el complejo PAP-mouse(1:500) en PBS durante2
horasa temperaturaambientey agitandode forma permanenteel medio de
incubación. Los cortes se lavaron 3 veces en BBS y se incubaron en la

solución cromógena de 0.5 mg/ml de hidrocloruro de 3,3’ -

diaminobenzidina(DAB) durante10 minutos, a temperaturaambientey en
agitación.A continuaciónseprocedióal reveladode la reacciónutilizando
una solución de 0.5 mg/ml de DAB y H202 (0.01%, y/y) durante 10
minutosa temperaturaambiente.Tras lavarlos cortescon BBS, estosfueron

montadossobreportaobjetospreviamentegelatinizadoscon una mezclade
gelatina/cromalumbre,con la finalidad de adherir los cortes a los

portaobjetos,deshidratadosen unaserie alcohólicacrecientey montadoscon
DePeX.
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La técnicade la metenaminade plata,Gaííyas’9,fué utilizadaconel fin
de intensificar la reacción de algunos de los cortes seleccionados
previamente. Bara ello, se incubaron los cortes en una solución de
metenaminade plata durante10 minutosen estufaa 560C. Tras treslavados

de cinco minutos en H20 destiladase trataron con una solución al 0.2%
(p/v) de AgCl2 en H20 destilada durante 2 minutos a temperatura

ambiente.Tras lavar nuevamentelos cortesen aguadestilada,setrataron
con tiosulfato sódicoal 2.5% (p/v) en H20 destiladadurante2 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente el material fue lavado con H20
destilada,deshidratadoen una serie de alcoholes en gradacióncrecientey
montándolosutilizando un medio permanente(DePeX).

CONTROLESDE ESPECIFICIDAD:

- DE LOS ANTISUEROS: Los antisueros utilizados en este estudio
experimentalhansido adquiridosa travésde la casacomercialSerotec®. Los
protocolos de especificidad han sido publicados previamente,
determinándose que las posibles reacciones cruzadas, determinadas
mediante técnicasde ELISA y MA, son consideradasnulas o cercanasa

nivelesno detectables.

a.- Antisuero conteniendo Ac ¡nonoclonales MRC OX-19

.

contratimocitos y célulasT derata(CD5V EstosAc reconocencomo antígeno
una glicoproteina de los timocitos, un determinante expresadoen la

superficie de todos los timocitos y células T periféricas. Este anticuerpo
resultaútil en la identificaciónde las célulasT ya que, adiferenciade lo que

ocurrecon otros marcadoresde célulasT de rata,pareceespecíficoparaesta
estirpecelularDallman4041,Barclay’0. No reconoceni macrófagos,ni células

NK (Natural Killer) ni mastocitosni otros tipos celulares,DalIman41.El
antígenoreconocidoespecíficamentepor esteantisueroesuna glicoproteina
de69.000D depesomoleculary pareceserhomólogaa Ly-1 deratóny al CD5
humano.

Utilizamos una dilución 1:50 puestoquesecomprobóqueera la que
mejoresresultadosofrecíasin tinción inespecíficade fondo.

b.- Antisuero conteniendoAc monoclonalesF 16-4-4 contraAg

RT lAa de rata: Estos Ac reconocen como antígeno al CMH de rata
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parcialmentepurificado.El anticuerporeaccionacon la cadenaMr de45.000

D del antígenode la clase 1 del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), Hart y Fabe97.Reaccionacon todaslas cadenastestadas,pero más
débilmentecon la cadenaRT1c, Hart y Fabe98.Hastael momento actual ha
sido utilizado paradeterminarinmunohistoquímcamentelos antígenosde
clase1 del CMH.

Utilizamos una dilución 1:50 puestoque secomprobóqueera la que
mejoresresultadosofrecíasin tinción inespecíficade fondo.

c.- AntisueroconteniendoAc monoclonalesOX-S contra linfocitos T
citotóxicos (CDS): Estos Ac (Ig G) reconocen un determinante sobre la
mayoría de los timocitos (90~95O/o), una subpoblación de las células T

periféricas, la mayor parte de las NK y los leucocitos granulares
intraepiteliales. Brideau22; Dallman40; CantreW% Lyscom y Brueton154. El
antígeno reconocidoes un complejo de glicoproteinas de superficie de
34.000, 39.000y 76.000£2 de pesomoleculary resultahomólogo al antígeno
CDS humano y al antígenode ratón Ly-2. El anticuerpo se une a una
subpoblaciónde células T que median la supresión de la formación de
anticuerpos,Brideau” y el precursorde célulascitotóxicas,Dallman40.

Utilizamos una dilución 1:50 puestoque secomprobóqueera la que
mejoresresultadosofrecíasin tinción inespecíficade fondo.

d.- Antisuero conteniendo AC Monoclonales W3/25 contra

linfocitos T helper (CD4V Estos Ac (Ig G) reconocen un determinante
presenteen la mayorpartede los timocitos (90-95%), poblaciónde célulasT
periféricasy macrófagos,Wiíliams270;Brideau22;Barclay10.El anticuerpose
unea la poblaciónde T-helper,célulasquemedianla actividadde las células

Ty 5.

Utilizamos una dilución 1:50 puestoquesecomprobóque era la que
mejoresresultadosofrecíasin tinción inespecíficade fondo.

e.- Antisuero conteniendoAc monoclonalesMRC Ox 41 contra
macrófagos. granulocitos y células dendríticas: Estos Ac reconocen

específicamentea la mayoríade los macrófagos,incluyendolos residentesen
el peritoneo, los alveolares y los macrófagosactivados. Además detecta
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granulocitosy una poblaciónde células dendríticas.El antígenoreconocido
en los macrófagosesun polipéptidode 110-120.000D, Robinson207.

Utilizamos unadilución 1:100 puestoquesecomprobóqueerala que

mejoresresultadosofrecía sin tinción inespecíficade fondo.

f.- Antisuero conteniendoAc MRC OX 17 contracadenaalfa del

Ag la de rata: EsteAc, hecho en ratón contra un determinantede la cadena
alfa de la la de rata(homólogoa la IaE deratón), reconoceun determinante
monomórfico de la IaE de ratón, Fukumoto84y se utiliza para determinar
inmunohistoquimicamentelos Ag de claseII del CMH.

Utilizamos una dilución 1:100 puestoquesecomprobóqueera la que
mejoresresultadosofrecíasin tinción inespecíficade fondo.

- DE LA REACCION INMUNOHISTOQUIMICA: En todas las
reaccionesinmunohistoquimicasrealizadas,se llevaron a cabo de forma
paralelalos siguientescontroles:

a.- Substitucióndelantisueroespecíficopor sueronormal de ratón.
b.- Omisióndel antisueroespecífico.

5.c.- ESTUDIOMORFOMÉTRICODEL NERVIO CIÁTICO

Una vez realizadala extracciónde las muestras,éstasfuerondivididas

endos grupos,idéntificadoscomo1 y II. En el primerode ellos, las muestras
sesometierona unapostfijación durante4 h a 40C,paraevitar la retracción
celular, en una solución de paraformaldehído(4% p/v) en tampón fosfato
0.1M (pH= 7.4). El segundo de ellos, por el contrario, se sometió a la
postfijaciónen la mismasoluciónduranteun períodode 12 horas.

A continuaciónlas muestrasse trataron con OsO
4 al 2% en tampón

durante 12-24 h a temperaturaambiente. Bosteriormente se procedió al
lavado de las muestrasen tampón fosfato (0dM, pH=z7.4),durante 2h, en

nevera a 4
0C. A continuación las muestrasfueron deshidratadasen una

seriealcohólicacreciente,conteniendoel alcoholde 700 acetatode uranilo al
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10/0 (p/v), soluciónen la quepermaneciódurantetoda la nocheen la nevera
a40C. Al díasiguientesecontinuó la deshidratación,y previo lavadode las

muestrasen óxido de propileno, las muestrasfueron incluidas en Araldita
(Fluka Chemie A.G.). Tras la confección de los bloques, se procedió a la

polimerizaciónde la resmaepoxienestufaa 560C durante3 días.

Las piezas fueron talladas utilizando una talladora TM 60
ReichertOM U3; los cortessemifinosobtenidoscon el piramidotomo(1 mii)
sefijaron sobreportaobjetosde vidrio y setiñeroncon solucionesde azul de
Toluidina y parafenildiamina,que tienenla siguientecomposición:

Solución deAzul deToluidina

:

lg deAzur II.
1 g deTetraboratosódico(Borax).
1 g de azul de metileno.

1 ml de glicerinaal 30 %.

H20 d hastacompletar100 ml.

Solución deparafenilendiamina

:

10/0 (p/v) parafenilendiamina.

100 ml metanol.

La tinción de los cortescon azul de toluidina se realiza en caliente,
mientrasque la de parafenilendiaminaselleva a cabo en frío duranteunos
15 minutos. Los cortesson lavadosen metanol, y son secadosal aire. La
parafenilendiaminatiene avidezpor depositarseen las estructurasteñidas
con osmio.

Finalmente los cortesse deshidratarony semontaron utilizando un

mediopermanentecomoel DePeX.

Una vez procesadaslas muestrascomo seha descrito se procedió al
contajeaxonalde las mismas.Paraello se ha utilizado un sistemade análisis
de imagen con el software MIB4ADV de C.I.D. Españaintegrado en un
ordenadorpersonal(BC , Bentium>.

97



Comopasoprevio a la medidasecalibró todo el sistemaparapermitir

la valoraciónen micras.

Se captaronimágenesen color real con una cámaracolor (Hitachi KB-
C503) acopladaa un microscopio Nikon a partir de seccionesde nervio
ciático de ratas de distintos grupos teñidas con parafenildiamina y
visualizadascon el objetivo 40x,Fig. 17.

Una vez digitalizadas,las imágenesse transformaronen monocromas
segúnla componenteverde,Fig. 18 y seaplicaronlas siguientesfunciones:

- Realcede contornos,queofrece como resultadoun reenfoquede la
imagendelimitandoestructuras,Fig. 19.

- Segmentaciónpor nivelesde gris,para extraerde la imagenlas fibras
nerviosas,Fig. 20.

- Positivado,quegeneraunaimageninversa,Fig. 21, lo quenos
permitirá posteriormenteaislar los axones.

- Eliminaciónde objetos,parasuprimir el fondo de la imagen junto
con las vainas de mielina y conservar únicamentelos axones,Fig. 22.
Identificación y contaje de objetos, que reconoce y cuenta de forma
automáticalos axones,reflejandoel númerototal, Fig. 23.

El número de axoneses equivalenteal número de fibras nerviosas,
Fig. 24. No se valoraron éstas directamente ante la imposibilidad de

segmentaríasde forma individual por el contacto íntimo entre la mayoría
de ellas.

Con todaslas funciones descritasseelaboróun “macro’ o conjunto
defuncionespreprogramadas.Baracadasecciónserealizó la primera vez de
forma interactivapara fijar las condicionesde luminosidad y contraste,así
como paraestablecerlos umbralesde segmentación.Se procedió también a

crear ficheros independientespara cada una de las muestras,para el
posteriortratamientoestadísticode los resultados.

Se valoró un mínimo de 100.000g cuadradasde nervio ciático por

sección,medianteel estudiode sucesivasimágenes.
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Fig. 17. Imagen digitalizada en color real de secciónde nervio ciático.

(Tinción parafenilendiamina,X40).

Fig. 18. Imagen monocroma (blanco y negro) obtenida a partir del
componenteverdede la imagenen color real.
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Fig. 19. Imagenobtenidatras aplicar un filtro de realce de contornosa la
figura 18.

Fig. 20. Imagenbinarizadaobtenidamediantesegmentaciónde la figura 19.
Los umbralesdenivel gris empleadospermitenextraerlas fibras mielínicas
derestode las estructuras.





Hg. 21. Imageninversade la figura 20 obtenidamedianteaplicación de un
filtro positivado.

Fig. 22. Imagenobtenidaa partir dela figura 21 trasquitar el fondo mediante
un filtro deeliminacióndeobjetos.Estafunción permiteaislarlos axonesde
las fibrasnerviosaparasu posteriorcontaje.
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Hg 23. Identificacióny contajedelas estructurassegmentadasen la figura 22.

Fig. 24. Imagen obtenida superponiendoun gráfico que representalas

estructurassegmentadasen la figura 22, sobrela imagen monocroma de la
figura 18. Secompruebaquelas estructurascontadascoincidencon las fibras
nerviosas.
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El proceso de análisis de imagen se completó con el cálculo del

númerode fibras nerviosaspor 100 ii cuadradasde nervio ciático.

6.- TRATAMIENTO ESTADíSTICO

El métodocientífico estadísticohaceposibleel valorary medir aquello

que aparentementeno tiene medida, la variabilidad biológica, ya que no

bastacon la descripcióncualitativade unasobservaciones.

En Medicina comoen cualquierotra rama de la Cienciano seconcibe

quesepuedanllevar a caboinvestigacionescuyosresultadosno puedanser

expresadosen forma numérica,precisándosedatos concretos.No obstante,

infinidad deveceslasvariablesquesetienenqueanalizaren la prácticade la

investigación son esencialmente de tipo cualitativo. El test más

comúnmenteutilizado paraestetipo de análisisesel test de Chi-Cuadrado.

En algunos casoslas variablescualitativas presentanuna especiede

ordenación,variablesordinales,quepermiten el poder asignarleuna serie

de valores cuantitativos arbitrarios. El investigador siempre tiende hacia

estetipo de ordenaciónya que es sabidoque los métodos estadísticosde

valoración cuantitativa son más fiables que los que se basanen una

ordenacióncualitativa.

El investigador,analizandosu investigación,desarrollaríade modo

numérico su criterio cualitativo clasificatorio. El método es válido en

general,aunquepresentacierta arbitrariedaden cuantoa la asignaciónde los

valores.La experienciaindica, sin embargo,que pequeñasdiferenciasentre

diferentes sistemas de clasificación, rara vez dan lugar a conclusiones

dispares. Creemos que queda bastante justificada la validez de la

transformaciónen datos numéricos de las observacionesen nuestra serie

experimental.
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El siguiente pasoes encontrar el estadísticode contraste que nos

proporcioneuna mayor información en el análisis de nuestrosresultados.

En esteestudioseha optado tras un análisis preliminar de los resultados,

por un test no-paramétrico(Test de Mann-Whitney). Estetipo de test,al no

dependerde la distribuciónde la variable, no precisala condición previa de

normalidad de las poblaciones,a diferenciade los testsparamétricos,como

la t deStudentquesi exigenparasu aplicaciónuna distribución normal de

la población. Como en nuestrosdatos numéricos la variable es de tipo

discreto(ya quesólopuedetenervaloresde 1, 2, 3, 4...) no esposiblesiempre

el poder efectuar una aproximación a la normal, ni aún tras una

transformación logarítmica. No obstante, en aquellos casos que sobre

nuestrosdatosno sepudo aplicarestetipo de test,serealizó el test de Chi-

CuadradoconcorreccióndeYates.

Porotra parte,dadoqueel número de casosanalizadosen cadagrupo

esmenorde 30, secumple otro requisito fundamentalparala aplicaciónde

estostipos de testsy esquela poblacióna analizarno seamuy grande.
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111.-RESULTADOS

1.- Resultadosdel estudioa microscopiaópticaconvencional

A estenivel de microscopiade luz no seobservangrandesdiferencias

entre las muestraspertenecientesa los animales control (operadosy no
sometidos a ningún tratamiento posteriormente), Fig. 25 y aquellos

operados y sometidos posteriormente al tratamiento con un
inmunosupresor,Fig. 26. Los resultadosdemuestranqueel nervio ciático en

los animalescontrol seencuentraalgo desgajadoy separadode su envuelta
conjuntiva,Fig. 27, peroen generalsu estructurano presentaalteracionesen
particular, aunquepuedeseñalarseuna cierta desorganizaciónen las fibras.
Puedenobservarseciertos acúmuloslinfoides en las zonas en las que se

seccionanlos puntosde sutura,Fig. 28.

En los animales tratadoscon el inmunosupresor,se observa una
buenaestructurahistológica del nervio ciático, Fig. 29. A mayor aumento
puedendistinguirsealgunascélulas denaturalezamacrofágica,Fig. 30. Sin
embargo, la mayorpartede las célulasdenaturalezalinfoide de observanen
la periferia del nervio, por fuera de su envuelta y alrededorde las zonas

correspondientesa los puntosde sutura,Fig. 31.

2.- Resultadosdel estudioinmunohistoquimico

2.a-LocalizacióninmunohistoquimicadeTimocitosy célulasT:

La observacióndel inmunomarcajecontratimocitos y célulasT (CD 5)
reveló reacción positiva en algunas células linfoides en el interior del
nervio ciático y asociadasa la periferia del mismo y a los puntosde sutura

enla zonamedialdel nervio, tanto de los animales control de 5 como de 11
semanas,Fig. 32. En los nervios procedentesde los animales sometidosa
tratamiento durante 5 y 11 semanas con FK, la reacción
inmunohistoquimicacontra timocitos y células1 es másdébil, y selocaliza
principalmenteen la envueltaconjuntivaque se halla rodeandoal nervio y

en algunascélulasperiféricasal propionervio,Ng. 33.
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Hg. 25. Seccióntransversalen corte gruesode un nervio ciático deuna rata
control en suzonamedial, dondeseobservanmacrófagosy desorganización
en susfibrasnerviosas.Tinción paralenilendiamina.(X50)





Fig 26. Corte gruesode una sección transversalde la zona distal de un
nervio ciático de rata tratadadurante11 semanas,donde se observauna
buenaestructuraciónde las fibras de mielina. Tinción parafenilendiamina.

(X50).
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Fig. 27. Imagenamicroscopiaópticade una seccióntrAnsversal de nervio
ciático pertenecientea un animal control, donde se observanenvueltas
conjuntivas teñidas de azul, claramente alteradas. Tinción azul
alcián/hemalumbre¡pictrocarmíndeindigo. (X 12.6).
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Fig. 28. Panorámicade una seccióntransversal en su zona medial del
nervio ciático deunarata control, dondese observanacúmulos de células

linfoides y desorganización.Tinción azulalcián ¡hemalumbre/picrocarmmn
deíndigo. (X 7.875).
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Fig. 29. Panorámicade un corte transversalde nervio ciatico en su zona
medial de unarata tratadacon FK, dondese observanestructurageneraly
envuelta conjuntiva bien organizadas y gran profusión de vasos
sanguíneos.Tinción azul alcián/hemalumbre/picrocarmínde índigo. (X

7.875).
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Fig. 30. Corte gruesode una seccióntransversalde la zona proximal del
nervio ciático de una rata tratadadurante11 semanas,dondese observan
célulasmacrofágicasen el entornode los numerososcapilaressanguíneos,
junto a una excelenteorganizaciónde fibras y envuelta conjuntiva del
nervio. Tinción azul detoluidina. (X50).
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Fig. 31. Detalledel corte transversalde un nervio ciático en su zonamedial
pertenecientea una rata tratada,donde se observanacúmulos de cálulas

linfoides en torno alos vasos.unción azul alcián/hemalumbre!
picrocarmíndeíndigo. <X20).
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Fig. 32. Sección transversaldel nervio ciático de una rata control de 11
semanas,que identifica timocitos y células T de rata (CUS), y donde se
observanalgunascélulasT marcadasen el interior delnervio. (X20).
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Fig. 33. Seccióntransversaldeun nervio ciático de una rata tratadadurante
11 semanas,que identifica timocitos y célulasT de rata <CD5), y dondese
observaun débil marcajecelular en el interior delnervio. (X 7.875).
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No seobservóreacciónalgunaen ninguno de los controlesnegativos
llevadosa caboparalelalente.

A la vista de estos resultadosparecequedardemostradoque en los
animales tratadoscon FK es menor la aparición de timocitos y células T
periféricas,con respectoa los animalescontrol.

2.b.-.-Localizacióninmunohistoquimicade célulasT citotóxicas(CD3>:

La observaciónmicroscópicade la distribución inmunohistoquimica
contra ente antígeno en los animales control revela reacción positiva
alrededor de los puntos de sutura, apareciendotambién fuertemente
marcadoel interior del nervio ciático en la región medial operada,tanto de
forma reticular, Fig. 34, como con numerosascélulas,Fig. 35. En las regiones

proximal y distal la reaccióninmunohistoquimicaes muchomásdébil.

En los nervios procedentesde los animales tratadoscon FK tras la

operación la reacción inmunohistoquimica contra este antígeno resulta
muchomásdébil, tanto a nivel de los puntosde sutura,como en el interior
del propionervio. Sin embargoes de destacarqueen los animales tratados

durante5 semanascon FK, Fig. 36, la reacciónes algo más intensaque en
aquellostratadoscon el inmunosupresordurante11 semanas,en los quela
reacción tiene una distribución a modo de enrejadoo en algunas células
dispersasdébilmenteinmunomarcadas,Fig. 37.

No se observóreacciónalgunaen ninguno de los controlesnegativos
llevadosa caboparalelalente.

Parecededucirsea la vista de estasobservacionesque en los animales
tratadoscon FK la apariciónde subpoblaciónde las célulasT periféricas(CD
8) la mayor partede las NK y los leucocitosgranularesintraepiteliales es
menor queen aquellosanimalescontrol.
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Fig 34. Corte transversalde la región medial de un nervio ciático de rata
control de 5 semanas,que identifica timocitos y células T de rata (CD8~, y
dondeseobservareaccióninmunopositivaenel interior delnervio. (X20).





Fig. 35. Corte transversalde la región medial de un nervio ciático dé una
ratacontrol de11 semanas,queidentifica célulasT periféricas(CD8),y donde
seobservareaccióninmunopositivaen numerosascélulasdelnervio. (X20).
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Fig. 36. Corte transversalde la regiónmedialdel nervio ciáticoderata
controlde 5 semanas,queidentificacélulasT periféricas(CD 8) y dondese
observareaccióninmunopositivaescasaen el interior del propio nervio y
asociadaa la zonade sutuira.(X20).
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Fig. 37. Corte transversalde la regiónmedial delnervio ciático de una rata
tratadadurante 11 semanas,que identifica células T periféricas (CD8), y
dondepuedeobservarsereaccióninmunopositiva débil en algunascélulas
del interior delnervio ciático (X20).
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2.c.- Localización inmunohistoquimicade célulasT helper(CD 4):

La observación miscroscópica del marcaje inmunohistoquimico

contra este anticuerpo revela una reacción muy positiva asociada a la
periferia de los puntosde suturay en el interior del nervio ciático, tantoen
la zonamedial, como en la zona distal del propio nervio de los animíes
control. Los resultadosobservadosson semejantesen los animales de 5
semanasy en aquellosde 11 semanas,Fig. 38.

En las muestrashistológicas del material procedentede animales
tratadoscon FK la reacción inmunohistoquimica contra este antígenoes
másdébil, observándosealgo de positividaden torno a los puntosde sutura
y en el interior delpropio nervio, Fig. 39.

No seobservóreacciónalgunaen ninguno de los controlesnegativos
llevadosa caboparalelalente.

Queda demostradocon estos resultados experimentales qUe la
población de célulasT periféricas(T-helper) y macrófagosesmenor en los
animalestratadoscon FK y que el tratamientoprolongado(11 semanas)hace
que disminuyaaúnmásla apariciónde estasestirpescelulares.

2.d.-Localización inmunohistoquimica de macrófagos y células

dendríticas:

En los animales control tanto de 5 como de 11 semanas,la reacción
inmunohistoquimicapositiva contraesteantisueroapareceintensatanto en

los puntosde sutura,comoen el interior del propionervio ciático y tanto en
la región medial como en la proximal y distal de los animales control, Fig.

40.

En los nervios ciáticos procedentesde los animales tratadoscon un
inmunosupresorla reacción inmunopositivafrente aesteantisueroresulta
másdébil, si se comparacon el grupopresedente.La reacciónes débil en las
zonas de las suturas y en las regiones medial, proximal y distal.

Aparentementeno seapreciandiferenciasentreel marcajeobservadoa las 5
y a las 11 semanasde tratamientoexperimental,Fig. 41.
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Fig. 38. Corte transversalde la región medial del nervio ciático de un~ rata
control de 5 semanas,que identifica célula T periféricas(CD4) y dondese

observaunareacciónpositivaasociadaa la zonadesutura.(X20).





Fig. 39. Corte transversalde la regiónmedial delnervio ciático de un~ rata
tratadadurante5 semanas,queidentificacélulasT periféricas(CD4) y donde
puedeobservarsereaccióninmunopositivamásdébil queen la ratacontrol,
alrededorde los puntosdesutura(X12.6).
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Fig. 40. Cortetransversalde la región medial del nervio ciáticode una rata

control de 11 semanas,que identifica maaófagosy células dendríticas,y
dondepuedeobservarsereaccióninmunopositivaen numerosascAldas del

interior del nervio, apareciendoel marcaje con una disposición de tipo
reticular.(X20).





Fig. 41. Corte transversaldel nervio ciático de una rata tratadadurante5
semanas,que identifica macrófagosy células dendríticas,y donde puede

observarseuna reacción inmunopositiva débil en comparacióncon el
control, en el interior del nervio. <X20).
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No seobservóreacciónalgunaen ninguno de los controlesnegativos
llevadosa caboparalelalente.

A la vista de los resultadosexperimentalesobservadosparecepoder
concluir que el tratamiento con FK (5 y 11 semanas)haceque disminuya la
aparición de macrófagos,granulocitosy células dendríticas,con respectoa
los animalescontrolesno tratados.

Le.- Localizacióninmunohistoquimicadel CMH clase1 (Ag RT 1 Aa
de rata):

En las secciones procedentes de los animales control el
inmunomarcajepositivo contraCMH de clase1 seobservapreferentemente

en la zonaen la que seencuentran los puntosde sutura, y formando una
estructuraen forma de entramadoen el interior delnervio ciático tanto en
la región medial como en las proximales y distales. Así mismo esta

distribución seobservatanto en los animales de 5 semanascomo en los de
11 semanas,Fig. 42.

En los nerviosciáticosprocedentesde animalestratadosdurante5 y 11
semanascon FK la reacciónpresentauna distribución semejante,asociadaa
los putosde suturay formandoun entramadode naturalezareticular en el

interior de las seccionestransversalesde los nervios ciáticos.La distribución
de la reaccióninmunohistoquimicapositiva es semejanteen las secciones
medial,proximal y distal del nervio ciático, Fig. 43.

No seobservóreacciónalgunaen ninguno de los controlesnegativos
llevadosa caboparalelalente.

A la vista de estosresultadospuededecirsequeel tratamientocon FK
hace disminuir la reacción contra CMH de clase 1, con respecto a los
animalescontrol.
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Hg. 42. Seccióntransversalde la regióndistal del nervio ciático de una rata
control de 5 semanas,queidentifica al Ag RT1Aa de rata, equivalenteal

CMII de clase1 del hombre, y donde puedeobservarseinmunorreacción
positivaen numerosascélulasen el interior delnervio. (X20).
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Fig. 43. Seccióntransversalde la región medial de un nervio ciático deuna
rata tratada durante 5 semanas,que identifica al Ag RT1Aa de rata,

equivalenteal CMI-! de dase1 del hombre, y donde puede observarse
reacciónpositivadébil en el interior delnervio, con una disposiciónde tipo

reticular. (X7.875).





2.f.- LocalizacióninmunohistoquimicadelCMH claseII (Ag IaE de

rata):

En las muestras procedentesde los animales no sometidos a
tratamientocon FK la reaccióninmunocitoquimica contraesteantisuerose
observaen numerosascélulas dispersaspor el propio nervio ciático como

asociadaso rodeandoa los puntos de sutura,no observándosediferencias
significativasentreel marcajeobservadoa las 5 y 11 semanas,Fig. 44.

En las muestras procedentesde los animales tratados con FK la
reacciónaparecemásdébil queenel grupode animalescontrol, apareciendo
cierta reacción alrededor de los puntos de sutura y cierta reacción
inmunopositivadispersaen el interior del nervio, Fig. 45.

No seobservóreacciónalgunaen ninguno de los controlesnegativos
llevadosa caboparalelalente.

Por los tanto, puededecirsequeel tratamiento con FK produceuna

disminuciónen el marcajeespecíficocontraesteantígeno.

3.- Resultadosdelestudioelectrofisiológico

La evidenciade regeneraciónelectrofisológicaseobservóa los 3 meses
en33 de las 40 ratastratadasconFK-506. Porcontra,en sólo 13 de las 40 ratas
control en el mismo tiempo seaprecióregeneraciónen el mismoperíodode
tiempo. La mediaen la conducciónnerviosa del nervio ciático fue de 42.5
m/seg (05, 3.9). La media de velocidad de conducciónmotora a los tres
mesesen los animalesquerecibieron inmunosupresióncon FK fue de 26.1

m/seg (05, 5.0), con una diferencia significativa (pcO.05) respecto a la
conducción media de 18.1 m/seg (05, 4.6) en los animales control. La
diferencia en la velocidad de conducción entre los dos grupos no fue
evidentehastaquela regeneracióntuvo lugar entrelas ochoy diez semanas.
Una diferenciasimilar pero más pronunciadaseaprecióen las amplitudes
de los potencialesde la acciónmuscular. La amplitud media preoperatoria

fue de 10.7 mv (OS, 1.9). A los tres mesesdel postoperatorio,la amplitud
mediaen los animalestratadoscon FK fue de 3.8 mv (OS, 1.8), dondeen los
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Fig. 44. Corte transversalde la regiónmedial del nervio ciático de una rata
controlde5 semanas,queidentificaal Ag la de rataequivalenteal CMH de
dase II del hombre, y donde pueden observarse numerosas células
inmuopositivasen tomoa la zonadesutura.(X20).
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Fig. 45. Cortetransversalde la región medial de un nervio ciático de rata

tratadadurante5 semanasque identifica al Ag la de rata, equivalenteal
CMII de daseII del hombre,y dondepuedeobservarsecierta reacciónen
torno a los puntosdesutura,aunquemásdébil queen el control. (X20).
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animales control fue de 1.7 mv (OS, 1.1). La diferencia es significativa
(p.cO.Oil).

Una vez registradoslos resultadosde la electrofisología,Tablas1 y II se

pudo apreciar que sólo existieron diferencias significativas, p<013í, en el

períodode las dos semanasen el grupo control cuandose comparacon el

mismoperíodode las ratastratadasy conel restodeperíodos.

Así en el grupode las ratascontrol a las 2 semanasseaprecióquepara

un estímulomediode 41.06% (r=21-64)aparecióuna respuestacontráctil del

63.O6~/~ (r=60-152).

Frente a esto se comprobó como en el grupo de las ratas tratadas,

también a las dos semanasdel trasplante,se registró una respuestadel

100.80%,con un estimulodel51.85%de promedio(r=z20-117).

En el resto de periodos estudiadosy grupos se alcanzó el 100% de

respuestacon estímulos querondaron el 50%. Comparandoestos grupos

entresí no seapreciódiferenciassignificativas.Se exceptúael grupode ratas

tratadasen el períodode las 10 semanasdondeseprecisóun estímulomedio

del 72% (r=28-177) para alcanzarun 94.120/o de promedio de respuesta

contráctil muscular.

La comparaciónde la necesidadde estímulo en el grupo de ratas

tratadasa las 10 semanas,fue significativamentemayor que en el resto de

períodosestudiadose independientementedel grupo de ratascomparado,

pcO.Ol,Fig. 48.

4.- Resultadodel estudiomorfométricopor análisisde imagen:

A nivel de la microscopia óptica la observación de las cortes
histológicasnos ha permitido poner de manifiesto ligerasdiferenciasentre

unasmuestrasy otras.En las muestrasprocedentesde los animalescontrol
(no tratadoscon el inmunosupresor),se observannumerosascélulas de
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TABLA II: ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

CONTROL n

n=20

a

a

n=20

a

a

n=16

TRATADAS

2 SEM n 16

—

—

n 10

E 41 06% r21—64 E51.85% r~20—117

R 63 06% r=60—152 R~100.80% r&77—130

3 SEM E 50 90% r=21—213 E=45.66% r~21—87

R 112 60% r=84—137 R=95.05% r=82—155

4 SEN n 16 E 54 62% r=27—2O4 E~53.56% r=25—121

E 112 56% r=S0-155 R~104.50% r=80—179

5 SEN n 16 E 47 25% r=27-110 n=8 E~47.50% r=26-104

R 113.43% r=70—178 R~107.50% r=67—169

10 SEN ii 10 E 59 30% r=25—115 n=8 E~72.00% r=28—177

—

E 95 10% r=70-120 R=94.12% r=86—119

E=Estímulo(%)

R=Respuesta(%)

r=Rango

n=muest r a



naturalezamacrofágicaentrelos paquetesde fibras mielíicas. Así mismo,
en estasmuestrasseobservacierta desorganizaciónen las fibras nerviosas,
Fig. 46. Estasobservacionesaparecentanto en la región medial operada

comoen las seccionesproximal y distal del correspondientenervio ciático.

La observaciónde las muestrashistológicaspertenecientesa aquellos
animales operadosy sometidos posteriormenteal tratamiento con un
inmunosupresor nos ha permitido poner de manifiesto que
histológicamente la estructura del nervio se mantiene en excelentes

condiciones,tanto a nivel del propio nervio ciático como en la envuelta
conjuntivaquesehalla rodeándolo,Fig. 47. A estenivel puedenobservarse

tambiénalgunasestructurascelularesde naturalezamacrofágica,aunqueen
menor número que el observadoen los animales control, generalmente

asociadasa los numerosos vasos sanguíneosque se encuentran en el
interior de la seccióntransversaldel nervio. Las regionesproximal y distal

presentanunascaracterísticashistológicassemejantesa lasobservadasen la
región medial de los animales tratados: una buena conservaciónde la
estructurahistológica y un número relativamenteescasode células de
naturaleza macrofágica. En estas regiones son numerosos los vasos
sanguíneosquediscurrenparalelosa la direccióndel nervio ciático.

En lo referente al estudio morfométrico de las muestrashistológicas
observadas,el análisis de imagen ha permitido cuantificar la densidadde
fibras nerviosaspor en una muestrade 20 nervios pertenecientesa 10
rataspor grupo,operadasbilateralmente.

Los resultadosobtenidos,Tabla III, muestranque del total de los
animales estudiados,es la zona proximal del nervio operado en los
animales tratadosdurante 11 semanas la que presenta una media de

regeneraciónaxonalmuy próxima a la mediaobtenidapara la zonamedial
del nervio en el mismo grupode animales,siendoestaligeramentemenor
para suzonadistal.

En la mismalínea, la mediade resultadosglobalesparalos cuatro
grupos estudidosrefleja un patrón de regeneraciónsimilar entre ellos,
destacandosiempre un mayor número de fibras en la zona proximal y
medial de los nervios estudiadoscon una diferencia escasaentre ellos y
siendomayor la regeneraciónen el segmentoproximal, lo cual contrastacon
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TABLA III: ESTUDIO MORFOMETRICO DE FIBRAS NERVIOSAS

N0 Muestra
n=20

N0Fibras
M

Area medida(p2) M NoFibras/100(kl)
M

1 TP-11 S 6280 120721,07 5,20

2 T M-11 8 5610 113942,82 4,92

3 TU-liS 5046 105008,82 4.80

4 IP-5S 5804 125125,58 4,63

5 T M-5 8 5455 119595,57 4,56

6 TU-SS 5133 115237,16 4,45

8 GP-lI 8 6844 154994,88 4,41

9 CM-li S 4321 100292,49 4,30

10 C 0-11 8 4531 114972,87 3,94

11 C F-5 8 3864 103500,73 3,73

12 CM-SS 4408 132752,81 3,32

13 C 0-5 8 2867 107985,87 2,65

T= Grupode animalestratados.

Q= Grupode animalescontrol.

P=Zona proximal al nervio ciático trasplantado.

M= Zonamedialdel nervio ciático trasplantado.
13= Zona distal al nervio ciático trasplantado.

5 S= 5 semanas.
11 5= 11 semanas



Hg 46. Sección transversalde un nervio ciático de una rata control en su
zona medial, dondese observa desorganizaciónde las fibras mielínicas

periféricasy célulasdenaturalezamacrofágica.Tinción parafenilendiamina.
(X50).
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Fig. 47. Cortegruesodeuna seccióntransversalde un nervio ciático derata
tratada durante 11 semanas, donde se observan algunas células de
naturalezamacrofágicay unaestructurade lasfibrasnerviosaqueengeneral
esbuenay bien organizada.Tinción azuldetoluidina.(X50).
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la zonadistal dondeel númerode fibras cuantificadasescomparativamente
inferior en todoslos gruposestudiados.

En cuantoal resultadocomparativode los 4 gruposde animales,
la mediade axonescuantificadosesclaramentesuperioren el grupo de ratas

tratadas con inmunosupresor y aún mayor en aquellos en que el
tratamientoseprolongó hastaun total de 11 semanas,respectoa los grupos
control que no recibieron tratamiento, y especialmentelos que fueron
sacrificadosen un plazo menor, de 5 semanas,donde la regeneraciónfué
sensiblementemenor.
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IV.- DISCUSION

1.- EFECTOS BIOLOGICOS DEL FK 506 Y SU ACTIVIDAD

AUTOINMUNE.

Durantemuchotiempo la regeneracióndel tejido nervioso periférico
ha sido motivo de investigacióny controversia.Desdeque Waller26t hace
másde un siglo, describióla degeneraciónnerviosaen una fibra lesionada,y
su posterior regeneracióndesdeel extremoproximal del nervio afectado,
han sido muchos los científicos que han profundizadoen este aspecto,y
numerososlos procedimientosconservadoresy quirúrgicosquesehan ido

desarrollandoa lo largo de este tiempo en un intento de hallar una
recuperacióndel tejido nerviosoperiféricolesionado.

Superada la idea de que los nervios podían regenerar
espontaneamentey quesu manipulaciónpodría impedir su funcionalidad,
no es hasta mediados del siglo XIX, cuando comienza a aceptarsela
reparaciónde un nervio periférico lesionadomediantela suturade su tejido
conjuntivo.

Es en esteúltimo siglo cuandose producenavancessignificativos en
el desarrollode la cirugía, perfeccionándosetécnicasquirúrgicasconcretas,
que posterirmentey ya en los últimos añosse han asociadoa medidas
capacesde acelerar la regeneración axonal, tales como el empleo de
sustanciasneurotróficaso cultivos de células de Schwann, Weinberg264,
Ikeda’09,o la aplicaciónde camposelectromagnéticospulsátiles,Raji204.

Sin embargo,en los últimos tiempos, se ha visto incrementadoel
número de accidentesy lesionestraumáticas,que han originadoa su vez,

un aumentoen la necesidadde disponerde tejido nervioso adicionalpara
hacerfrente a defectosde magnitud y extensiónimportantes.En esta línea,
cirujanos como Barnes1t,Guttman93,y Seddon217,realizaronexperimentos
trasplantandonervio periférico tanto en animales como en humanos ya a
mediadosde nuestrosiglo.

Habiendo definido Hubbel’07 con anterioridad,el autoinjerto como
materialidealpara el trasplante,fue sin embargomayor el incrementoen la
experimentacióncon aloinjertos, debido a la imposibilidad de que un
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mismo individuo puediera disponer de material suficiente para hacer
frente a defectosimportantesdel tejido. Bor ello, tras importantesavances

en el tratamiento conservadory quirúrgico del nervio periférico, en la
actualidad,el trasplantealogénicode tejido nerviosoperiférico, ademásde
ocuparun papelesperanzadory relevanteen el tratamientode su patología,
puede ser consideradocomo el tratamiento con mayores espectativasde

futuro en nuestrosdías.

Sin embargo,la regeneraciónnerviosa esperadatras un trasplante,
con frecuencia se ha relacionado con fenómenos de rechazo, que ya
Mackinon155 defendiócomo responsablesdel fallo del aloinjerto, el cual
mostrabauna reacción inflamatoria difusa y una fibrosis secundaria,que
fueron atribuidas a una reacción inmune del huésped.Es por tanto la
posibilidad de rechazo la principal amenaza del éxito del trasplante
alogénico,y espor ello queen los últimos añossehanestudiadoy propuesto
múltiples procedimientosencaminadosa disminuir o hacer desaparecerel
rechazodel tejido trasplantado.En la presenteinvestigación, las fibras

nerviosa no sometidasa tratamientoinmunosupresormuestranacúmulos
de células linfoides en su interior asícomo de naturalezamacrofágica,Fig.
27 y sus fibras sehallan desgajadasy separadasde su envuelta conjuntiva,
Fig. 28, a diferenciade las tratadascuyaestructurasemantieneen perfectas
condiciones,Figs.29 y 31.

Así, en el año 1943, en un intento de disminuir la capacidaantigénica

del injerto, Weiss265 inicio las primeras técnicas de preservación de
aloinjertos medianteel uso de la liofilización. BosteriormenteMarmor161
utilizó la irradiación previa y Afanesieff4 años después,los aloinjertos
preservados en solución de cialita. En el mismo ámbito, diversos
investigadoresahondaronen el campode la inmunología en un intento de

incrementar las defensas del receptor, o minimizar la reacción
inmunológica de rechazo,por ejemplo mediante el descubrimientopor
Dausset44,en 1958, de los marcadoresantigénicos tisulareso sistemaHLA,

lo queha permitidohacerunamejor selecciónde donantesy receptores.

Otroscientíficos intentaron con diversos procedimientosdebilitar o
anular el rechazo de los trasplantes,utilizando la irradiación corporal

subletal y los corticoides. Bocos años después se introdujo la 6-
mercaptopurinacomo droga inmunosupresoraentre los recursosposibles
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parainhibir el rechazo,lo queconstituyóla basede la inmunodepresióncon
fármacos.Bosteriormente,estadrogafue reemplazadapor la azatioprina,un
análogo de la 6-mercaptopurina.Estos agentestenían la capacidad, al
administrarseconjuntamentecon los corticoesteroides,de actuarde forma
sinérgicainterfiriendo con distintasfasesde la respuestainmune.

Entre las adquisicionesmás recientes e importantes, destaca el

empleode anticuerposmonoclonalescomo agentesinmunosupresores,y el
descubrimientode la CyA, introducida en la clínica humanaen 1978 por
Cafre,y consideradahastahacepoco,como la drogainmunosupresoramás

importantede todos los tiempos.

Con estoshallazgose investigaciones,quecomienzana mediadosdel
siglo pasado,podemosconcluir que siendoinsuficientela fuentede material
nervioso autólogo en el ser humano, queda establecidoel aloinjerto de
nervio periférico como la estructura ideal para reparar lesiones de este

tejido. Sin embargo, histológicamente, a pesar de que todos los
alotrasplantesnerviosos, presentanun inicio de regeneraciónen su fase
temprana, siempre están abocadosal fracaso, que se produce por una
importantereaccióninflamatoria de predominio linfocítico, que conducea
la necrosis,fibrosis secundariay subsecuentefallo. Es por esta razón por la
quesehacenecesariodisminuir o anular la respuestainmune del receptor

frente al injerto. En el estudio quenos ocupa,ya seha mencionadoquelas
muestrascontrol presentanuna importantereaccióninflamatoria así como
desestructuraciónde susfibras, no habiéndoseobservadofibrosis secundaria
ni subsecuentefallo, Figs. 25 y 28.

Bor otro lado, sabemosqueesteefectodepresorde la inmunidad seha

obtenidocon algunosfármacos,y ha sido aplicadoen anteriorestrasplantes
alogénicosde nervio. Sin embargo,dado que los efectosadversosde éstas
drogas,incluida la CyA, han superadoa las ventajas en este tipo de
trasplantes,su utilizaciónen el hombreen estecasono ha sido aconsejable.

El descubrimiento,en 1984, de un nuevo inmunosupresorde gran

actividad,identificadoinicialmentecon el númerode códigodel laboratorio
como FK-506 y denominadoposteriormentecon el nombre genérico de
Tacrolimus, ha mejorado considerablementelas espectativasdel trasplante
de órganos,demostrandoun avance importante con respectoa la terapia
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convencionalcon CyA, en el sentidode quereducela incidencia de rechazo,
queesla principal complicación postrasplante.Estos alentadoresresultados
hansido obtenidosexprerimentalmenteen diversosórganosy tejidos y en
ensayosclínicos en trasplantede hígado,riñón, y corazón.Bresentaademás
este fármaco, un amplio margende seguridadcon menor incidencia de
complicaciones infecciosas, hipertensión e hiperlipidemia. No
constatándosetampoco,evidenciade hiperpíasiagingival o ginecomastiay
posibilitandoun uso másbajode corticosterioidesorales.

La característica clave de FK-506 es su capacidad para inhibir

específicamentela producción de Interleukina-2 y la activación de los
receptoresde Interleukina-2 en las células-T. Los estudios realizados
demuestranque el efecto inmunosupresorin vitro es cien veces más

potente que la terapia anterior estándarcon CyA, y en estudios con
animales,FK-506 eseficaz inhibiendo la proliferaciónde linfocitos con dosis
10 a 100vecesinferioresaCyA, Sato.212

La similitud entre el mecanismode accióny los efectoscelulares de

FK-506 y CyA, es sorprendentedadaslas diferencias en su estructura
química, Heitman~. Ambos agentes actúan en las primeras fases del
procesode activaciónde las célulasT, Tocci249.Como consecuencia,el efecto
antiproliferativo de FK-506 solo se observa in vitro si se administra el

medicamento durante las primeras horas después del estímulo que
desencadenala activaciónde lascélulasT. Cuandoseadministradurantela
primera hora despuésde la activación,bloquea totalmentela proliferación
de las célulasT y todoslos eventosposterioresasociadoscon la función de
estascélulas.Sin embargo,un retrasode 6 horasentreel estímulo activador
y la administracióndel fármacohacequeéstetengamuy poco efecto sobrela
proliferación de dichas células-T,Schreiber214.En nuestroestudio,la droga
inmunosupresora es aplicada al concluir la cirugía del trasplante, y

posterioresdosisson administradasen díassucesivospudiéndoseobservar
un inmunomarcajepara linfocitos T másdébil en los nervios tratadoscon
FK506 que en aquellos no tratados, lo cual verifica la actividad
antiproliferativa de esta droga sobre las células T en el tejido nervioso
trasplantado,probablementeen relacióna su administracióntemprana.

Ambas drogas poseen una marcada afinidad por las proteinas
citoplasmáticas de las células inmunosupresoras(inmunofilinas). La
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inmunofilina predominantea la que se une FK-506 en el citoplasma del
linfocito T se denomina FKBP12. El complejo formado por la unión de
ambasseha propuestocomo el desencadenantebiológico responsablede la
interacción con moléculas intracelulares implicadas en la señal de

transducción,Bierer15.Así, dicho complejo seune a su vez competitiva y
específicamenteal complejo calcio dependiente,calmodulina-calcioneurina
al cualinhibe, Stewart’33,impidiendode estaforma queprogresela señalde

transducciónque tiene por objeto la transcripción final de los genesdel
DNA celularquecodificanla síntesisde IL-2, Banerj~

FK-506 puedetambiénintervenirselectivamenteen la degradaciónde

IL-2 y GM-CSFde las célulasT, lo queconfirmasu actividadreguladorade la
expresióninmunogenéticano sólo a nivel transcripcional sino también
postranscripcional,Hanke96.

La potenteactividad inmunosupresorade este fármaco se debe no
sólo a su inhibición sobrela inmunidadcelular como hemosseñalado,sino

tambiéna la actividaddepresorasobre la inmunidad humoral. Así, FK-506,
es capazde inhibir la activación de las células B, en parte a través de su
efecto sobre las células 1 y también directamente, bloqueando la
transcripcióndel genTN-alfa por el anticuerpoanti-Ig. FK-506 actúa en la
última fasede la activación de las célulasB e inhibe de maneraimportante
su proliferación, aún cuando se administra 24 horas despuésdel estímulo
activador,Peters199.Esteaspectono ha sido objeto de nuestrainvestigación
que se ha centrado en el estudio de la respuesta inmunitaria
exclusivamente celular del FK 506, puesto que es la que media
principalmente en la reacciónde rechazo.

En cuantoa la experienciapreclíica llevadaa cabo con FK-506, seha
demostradoque tanto en estudios in vivo como in vitro, esta droga
constituyeun potenteinmunosupresor,quees 100 vecesmáspotentequela
CyA para inhibir las respuestasproliferativas de las células T in vil ro,

incluidas la reactividadmixta de los linfocitos y la producciónde células-T
citotóxicas,Kino134. En varias especiesanimales,incluida la rata y el perro,
FK-506 ha demostrado su eficacia en la prevención del rechazo del

aloinjerto, por lo generala dosisde 10 á 100vecesmenoresque la dosis de
CyA necesariaen los mismosmodelosanimales,Peters’99.
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En los estudiosde trasplantesde aloinjertosrealizadosen animales,se
logró una supervivenciaprolongadade los implantescon la administración
postoperatoriade FK-506, aún en los casosen quecomenzóa administrarse
cuatro o cinco días despuésdel trasplante,Ochiai’88. Sin embargo,no se
obtuvo ningún beneficio cuando se administró la droga al donante o al
receptorantesdel trasplante.

La supervivencia prolongada de los aloinjertos hepáticos se ha
demostradoen la rata,el perroy el mono, aunquelos injertos de piel de los

mismosanimalesdonantesfueronrechazados,1sai112.FK-506, tambiénseha
asociadoa la supervivencia prolongada de los implantes en modelos
animales de trasplanterenal, Todo252. Así, la eficacia para prolongar la
supervivenciade los aloimplanteshepáticosy renales,demostradaen los
estudios animales, ha permitido considerar a FK-506 como un posible
tratamiento nuevo para la prevención y el tratamiento del rechazo del
implante alogénico.

2.- JUSTIFICACION DEL PLAN DE EXPERIMENTACION.

Segúnlo discutidohastaaquí, la inmunosupresiónpostrasplantede
nervio periférico con FK 506 se presenta como una alternativa

esperanzadoraa los tratamientosactuales,los cuales tienen por objetivo
común el mantenimiento del injerto, evitando la reacción de rechazo
asociadacon frecuenciaal trasplante.

En el presente estudio, se ha elegido la rata como animal de
experimentación por existir cepas distintas poseedorasde diferentes
marcadoresantigénicos, ratas Brown Norway como donantes y Wistar
como receptoras.Ambas difieren en los antígenosde identidad tisular,
codificados por los genes del complejo mayor y menor de
histocompatibilidad,diferencia que deriva en el desencadenamientode

una respuestade rechazosecundariaal trasplante. A su vez, esto ha
permitido una mejor valoración del efecto inmunosupresorde la droga
utilizada, FK 506. Basándonosigualmente en la experiencia de otros

autorescomoAdarsh2,Mackinnon155,el nervio periférico estudiadoha sido
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el ciáticopor sumayoraccesibilidad,y el pesomedio de las ratasutilizadas,
ha sido de 250-300mgr.

En lo que se refiere a las dosis del fármaco administradas,Sato212

destacaqueen la rata,dosisde 0.1 a 0.3 mg/Kg/díai.m. son suficientespara
suprimir el rechazode trasplantesalogénicosde hígado,riñón, corazón y
piel. Nalesnik182,realiza un estudio con varios gruposde ratasa las que
administradosis de 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg/Kg/díayo, de FK 506 , estudiando
susposiblesefectostóxicos tras diversos tiempos de tratamiento,que van
desde7 a 34 días.A pesarde quelas dosisutilizadasson considerablemente
superioresa lashabitualesen estosanimales,los únicosefectossecundarios
observadosfueron la pérdidade peso inicial, el aumento de niveles de
glucosa y la reduccióndel timo dosis-dependientecomo indicador de la
influenciadirectaqueestadrogaejercesobreel sistemainmune. En ningún
caso se detectó evidencia de vasculitis, en contraste con su aparición
frecuente en perros. A mayores dosis, FK 506 se asoció a nefro y
hepatotoxicidad.

Otrasexperiencias,Ochiai’87, demuestranque dosis de 0.1, 0.32 y 1.0

mg/Kg/díaadministradasi.m. durante5 díasa la semana,logranaumentar
la supervivencia del alotrasplante cardiaco en ratas hasta un lOO”/o,
especialmentelas dosis de 0.32 y 1.0 mg /Kg/día. En contraste,el mismo
efectoes conseguidocon CyA a dosis muy superioresque van de 5 a 20
mg/Kg/día,0ch1a1187.Resultadosqueseconfirman por otros autorescomo
Inamura”0, que utilizando dosis i.m. de 0.32 mg/Kg/día de FK 506,

consiguede forma significativa prolongar la supervivencia del trasplante
alogénicode piel en ratas,obteniéndoel mismo efectocon CyA, a dosisde

32mg/Kg/día, comparativamente más altas que las de FK 506. En
concordanciacon estasexperiencias,en el estudio que nos ocupa se han
utilizadodosisdeFK 506 de 0.32 mg/Kg/díaadministradasvía i.m. durante
5 y 11 semanas.

Kuroki’43 administratratamientoscortos,de 14 días,postrasplantede

miembro vascularizadoen ratas, y estudia la regeneraciónnerviosa y
recuperaciónfuncional del injerto. Lasratasson tratadascon dosisde FK506
de 0.32 y 0.64 mg/Kg/día i.m. y con 15 mg/Kg/día de CyA. Se establecen
ademásdos grupos comparativos de trasplante isogénico, donde no se
producerechazo,y trasplantealogénico sin tratamiento inmunosupresor,
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dondeseevidenciaun fuerte rechazomuy precozmente.En los gruposde
animalestratados,tanto con FK 506 a diferentes dosis, como con CyA, se
demuestrauna regeneraciónnerviosa satisfactoriaque comienza a las 4
semanaspostrasplantey que se mantiene un tiempo considerabletras
suprimir la terapia inmunosupresora.En total, un 40% comienza a
presentarun rechazogradualde todoslos tejidos iniciándoseen la piel, y del
60% restante,un 40~/~ sufrirá un rechazoprogresivoy lento, mientras que
un 20% sobreviviráde forma indefinidatrasla supresionde la terapiacorta
inmunosupresora,registrándoseuna supervivenciamuy próxima en los

tres grupos tratados, auque destacaun ligero aumento en el índice de
supervivencia del grupo que recibió EK 506 a dosis de 0.64 mg/Kg/día,
respectoalos tratadosconCyA y con0.32mg/Kg/díadeFK506.

23

Buettemeyer, admiistra dosis superiores a las habituales,
inmunosuprimiendoratas con 2mg/Kg/díade FK 506 i.m. a las que se
realiza trasplante alogénicode nervio ciático. En estecaso,se prolonga el

tratamiento durante3 mesesestableciéndoseluego un grupo al que se
mantieneuna dosis intermitente de 2 mg/Kg/dia dos veces por semana,
durante dos meses más, y otro grupo al que se suspende la

inmunosupresiónduranteel mismo tiempo. Los animales en los que se
prolonga el tratamiento, aunque de forma discontinua, no presentan
evidenciade rechazo,y por el contrario, éste se acabaproduciendoen los
casosen los que se suprime el tratamiento, evidenciándoseun menor
número de fibras regeneradasque no obstante consiguenmanteneruna

discretafuncionalidad.

La mayoría de los autores utilizan FK 506 en terapia continua,

administrandodosisdiarias del fármaco,si bien, también se han descrito
terapiasdiversasen las quese administran 5 dosis semanales respetando
los fines de semana,Ochiai188 y dosis de mantenimiento dos días por
semana,Buettenmeyer24.En estainvestigación, se ha decidido administrar

dosis de 0.32 mg/Kg/día en terapia continua basta el sacrificio de los
animales, para asegurar niveles homogéneosdel fármaco en plasma
durantetodoel periododeestudio.

La duración del tratamiento en los distintos trabajos ha sido muy
variable en función del objetivo a investigar, no obstante,autorescomo
Shibata224,demuestranen investigacionesmuy recientesla efectividadde la
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terapiacorta de 8 semanascon FK 506, que aplicadaal aloinjerto de nervio
periférico en ratas, permite que durante su administración proliferen
nuevoscapilareshaciael injerto provenientesdel huéped,de tal forma que
al suprimir el tratamiento inmunosupresor dicha vascularización se
mantienefavoreciendouna adecuadaregeneraciónaxonal.

En la misma línea, Hoto106, somete a ratas trasplantadas
alogénicamentecon nervio ciático,a una terapiacon FK 506 de tan sólo 8
semanas,a dosisdiarias intraperitonealesde 0,5 mg/Kg. El estudio que se
realizódemostróunaadecuadaregeneración histológicay electrofisiológica
a las 12 semanasde la cirugía, constatándoseque terapias cortas con esta
droga favorecen unas condiciones iniciales de inmunosupresión que
permiten el inicio de la regeneraciónnerviosa, la cual se terminaráde
completarposteriormente a pesarde la supresiónde dicho tratamientoy de
la apariciónconsecuentede algunasfibras nerviosasdegeneradas.

Con anterioridad,Mackinnon’53estabecióenratas,a las que serealizó

trasplantealogénícode nervio ciático, dos terapiasinmunosupresorascon
Azatioprina máscorticoides,de corta y larga duración (30 y 100 días). En
amboscasosserealizóestudiohistológico a los 30, 100 y 180 chasderealizada
la cirugía. En el grupo control que no recibió tratamiento, a los 180 díasse
observóunamuy pobreregeneraciónnerviosaconescasasfibras de mielina,
degeneraciónWalleriana y fibrosis endo y perineural.Por el contrario, en
los animalestratados,a los 30 díasya pudo detectarseregeneraciónnerviosa
incipiente auncuandolas fibras no habíanalcanzadoel segmentodistal del
nervio. A los 100 y 180 días se detectó una adecuadaregeneración
histológica, incluso en los animales que sólo habían recibido una terapia
corta de 30 días, no detectándoseen ningún caso evidencia histológica de
rechazo al no observarseinfiltrado celular alrededor del injerto y al

confirmarsela presenciade fibras bien recubiertasde mielina y células de
Schwannde morfología normal.

Ishida’14, demuestraque existe regeneraciónnerviosa incipiente a
partir de las 3 semanasde realizartrasplantealogénicode ciático en ratones.
A las 8 semanas, los grupos que recibieron tratamiento inmunosupresor
con CyA y los que recibieron trasplante isogénico, presentaronuna
regeneración más avanzada, no pudiéndose observar diferencias
significativasen la morfometríade ambosgrupos,los cuales sí presentaron
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unaregeneracióncomparativamentemejor quela observadaen el grupode
animalestrasplantadosalogénicamentesin inmunosupresor,siendoen este
caso significativaslas diferenciasen el número total de de fibras mielínicas
observadasen los dos gruposde trasplantealogénico,con y sin tratamiento.
SchaIler213,coincide en la observaciónde regeneracióna partir de las 8-12
semanasen aloinjertosde ratasquefuerontratadascon CyA.

Como hemosvisto, el conceptode terapia cortacon inmunosupresor
se encuentraalrededorde los 30-60 días, sin embargo,hay autores que

establecenterapiasaún más cortas, entorno a los 14 días con FK 506,
Kuroki’43, al realizartrasplantealogénicode miembro inferior en ratas,que

demuestraser efectivoen cuantoa regeneraciónnerviosaal detectarseéstaa
las 4 semanasde la cirugía, regeneraciónque como en otros casos se

completacon posterioridadal ser invadidoel injerto con las fibras nerviosas
procedentesdel huésped. En base a estas experiencias, en la presente
investigación se ha optado por la terapia corta en la administración del
inmunosupresor,estableciéndosedos tiempos de 5 y 11 semanascomo
promedio de los tiempos en que los estudios citados comienzan ha
objetivar, respectivamente,signosde regeneraciónincipientey establecida.

3.- HALLAZGOS INMUNOLOGICOS. EVIDENCIA DE SUPRESION
DEL RECHAZO POSTRASPLANTE.

Una vez superadoslos problemas técnicos en la realización del
trasplantede nervio periférico, los primeros investigadoresen estecampo,
Barnes11, Gutmann93, Seddon217,tuvieron que enfrentarse a a serias

complicacionesderivadasde la propiabiologíadel alotrasplante,como son
la degeneraciónWallerianadel injerto nervioso, su rechazo,reinervacióny
posterior remielinización de los nuevos axones desarrollados, con
obtención de parámetros adecuadosque permitieran una razonable
recuperaciónfuncional.

Sin embargo, hasta que no se ha profundizado en el aspecto

inmunológicoquedescribeel mecanismode rechazo,no se ha producidoun
avancereal en la obtenciónde trasplantescon éxito.
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DasGupta43,centrasus investigacionesmuy tempranamenteen este
aspecto estudiando nervios trasplantados alogénicamente a ratas.
Macroscópicamente,no se observancambios hasta el final de la primera
semanaen que el injerto apareceinflamado y adherido a los músculos
adyacentes,situaciónque seacrecientahastala sextasemanaen que apenas
puede identificarse la fibra nerviosa la cual aparecesustituida casi por
completopor tejido fibroso.

En la histología,el mismoautor observaen el injerto una progresiva
migración celular de linfocitos provenientes del huésped,así como de
célulasplasmáticas,que luego irán desapareciendohastael final de las 4
semanascuandoprolifera el tejido conjuntivo,y siguiendoel mismo patrón
de crecimiento describeuna leve proliferación de capilareshacia el injerto,

que igualmente desaparecenluego a las 6 semanas.Paralelamentea la
intensa reacción infamatoria descrita puede observarse una activa
degeneraciónWalleriana.

Ambos procesos,constituyendouna fuerte reacción inmune, son
consideradospor el autorcomo posiblesresponsablesde inhibir la naciente
vascularizacióndel injerto cuya supresióncontribuyea la degeneraciónfinal
del tejido. Esta observaciónconcuerdacon el resultadoobtenido en la
presenteinvestigación,ya que lasfibras nerviosas de los animalestratados,

Figs. 26 y 30, con FK 506presentannumerososvasosque discurrenparalelos
a la direccióndel nervio ciático, datoqueno se observaen los animalesno
tratados,Fig. 25, lo cual indicaría que el tratamiento aplicado, FK 506 es
capazde inhibir la reaccióninmuneasociadaal inicio del rechazo,y permitir
asíque en los animalestratados, prolifere la vascularización proveniente
del huéspedquenutrirá al tejido en regeneración.

En este aspecto, Shibata224 demuestraen un reciente estudio de
trasplantenerviosoanimal tratadocon FK 506, la importancia depreservar
de este modo la mínima vascularizaciónque pudiera tener el injerto
alogénico, para que posteriormente nuevos capilares procedentesdel
huésped,logrenalcanzary progresarpor el tejido trasplantado,dandolugar

así a una adecuadavascularizaciónque consigue mantenerse tras la
supresióndel inmunodepresor,esperandoquecon ello puedaobtenerseuna
adecuadaregeneraciónaxonal.
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Bor otro lado, en el presente estudio, la microscopia óptica
convencional haceevidente también la conservaciónde la estructura

histológica del nervio en los animales tratados,Fig. 47, el cual semantiene
en excelentes condiciones, aunque puede observarse alguna célula
macrofágicay linfocitos en la periferia,próximosa los vasossanguíneosdel

nervio. Bor el contrario, las muestrasde los animales no tratados,Ng. 46,
además de presentar cierta desorganizaciónen sus fibras nerviosas,
contienen numerosascélulas macrofágicasentre los paquetesde las fibras
mielínicas,así como acúmuloslinfoides.

H¡yry’00, muy posteriormentea Das Gupta43, coincide en la misma

línea científica admitiendo que histoincompatibilidad junto con una
inmunosupresióninadecuada, inducen una respuestainmune, que a su
vez produce una reacción inflamatoria cuya intensidad afecta a la
reperfusióndel tejido trasplantado,todo lo cual produceconsecuentemente
el inicio del rechazoagudo.

Estarevascularizacióninicial que se produceen el injerto nervioso

trassu trasplante, según refiere Grocbowicz87, precedeen varios días al
inicio de la regeneración,y escondición previa indispensableparaobtener
unasuficientey adecuadaproliferaciónde célulasde Schwann, disposición
de mielina y proliferaciónaxonal,quegaranticenla regeneracióntisular. El
autor demuestramediante angiografía de aloinjertonerviosenratas,quela
CyA es capazde preservarel patrón vascular adecuadopara permitir el
inicio de la regeneración axonal, retrasando incluso la aparición del
infiltrado linfocitario característicoque acompañaal rechazo en su fase
inicial, lo cual favoreceaúnmásdicha regeneración.

Levinthal’47 demuestra que puede obtenerse alguna ventaja al
trasplantar fascículosnerviosos en vez de un nervio completo. En su
experienciacon ratas,sehaceevidente que los fascículostrasplantadosde
forma alogénicaproducen menos rechazo,quizá debido a que éste es

percibidopor el huéspedcomo menos antigénicoque el nervio completo,
aunqueambos,fascículoy nervio, muestraninfiltración agudaperineural e
interfascicular de linfocitos, dato observado también en los injertos
nerviososde la presenteinvestigación, y posteriormenteproliferación de

tejido conjuntivo, con distinta intensidadpara cadacaso. En un segundo
trasplantede idéntico donante, se produceuna reacción de rechazomás
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intensadebidoa queya existió unaprevia sensibilizaciónal antígenotisular
del injerto, siendoéstareacciónmucho máslenta en el casodel trasplante
fascicularpuestoque la sensibilizacióninicial fué muchomenor.

En estudiosmás detallados,otros autores,Comtet37, Grochowicz~,
distinguen entre los dos procesosinflamatorios que acontecende forma

simultáneatrasla realización del trasplantenervioso en ratas y que son la
degeneraciónWalleriana, en la que se observaun predominio de células
macrofágicasy monocitos,y el inicio de la reacciónde rechazoalogéxtco,que
se caracterizapor la infiltración de células macrófagos-likey linfocitos T
procedentesdel huésped,asícomo porla expresiónde antígenostisularesde
identidadla (que correspondenal CMH tipo II humano), en la célula de
Schwann donante. Este último dato no se observa en el trasplante
autólogo,lo que indica, comoconfirma Ansselin7,quela célula de Schwann
escapazde activarsey actuar,en el aloinjerto, como célula presentadorade
antigenosal huésped,y en el autoinjerto como célula con propiedades
fagocíticas,queexpresamarcadoresde identidad propiosde los monocitos y

macrófagos.Porello, estacélulaha sido consideradacomocélula dianaenel
inicio de la reacciónde rechazoalogénico.

146 el curso
Lassner , en de una reacciónde rechazotambiénencuentra

expresiónde antígenosdel CMH tipo II, en las fibras de mielina y endotelio
vascular de un injerto nervioso alogénico de rata, coincidiendo con

investigacionesprevias, Tu277. Este hallazgo coincide plenamentecon el
obtenido en nuestro estudio, ya que en las muestrasprocedentesde los
animalesno sometidosa tratamientoinmunosupresor,Fig. 44, seobservan
numerosascélulas dispersaspor el propio nervio ciático como asociadaso
rodeandoa los puntosde sutura,expresandoésteantígenoclaseII del CMH,
y quepodríanidentificarsecomo células de Schwann.En relación aesto,no
seobservarondiferenciassignificativasentre el marcaje observadoa las 5 y
11 semanas.

Por el contrario,en las muestrasprocedentesde los animalestratados
con FK 506 la reacciónde marcaje de esteantígeno claseII aparecemucho
másdébil queen las muestrascontrol, Fig. 45. Esto indica quela accióndel

fármaco consiguemanteneruna inmunosupresiónadecuadaqueimpide o
al menosdisminuye la expresiónde estosantígenos,expresiónque parece
relacionarse, según refieren otros autores, Lassner146,Ansselin7 con el
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desencadenamientode la reacción de rechazo, al actuar así éstas células
comocélulaspresentadorasde antígenosfrentea la inmunidaddel huésped.
Los mismos autores demuestranen sus investigacionesque el rechazo
observadose dirige al endotelio vasculary a la mielina de las células de
Schwanndel injerto.

Lassner’46prosigueen su estudio sugiriendoque el rechazoelimina
las célulasde Schwanndonantesperono destruyela arquitecturadel nervio,
permitiendode estemodoqueseproduzcaun cierto gradode regeneracióna
partir de ese soporte acelular en que quedaconvertido el injerto tras la
reacción de rechazo.Esta regeneracióna la que el autor alude también es

observadapor SchaIler213,en aloinjertos nerviosos de ratas,donde refiere
hallar fibras regeneradasinmersas en grandeszonas de degeneracióndel

nervio trasplantadoal cual no se administrótratamientoinmunosupresor.

Por el contrario, estos hallazgosno coinciden con lo observadopor
otros autores,Gulati89 , ya que en el trasplantealogénicono tratadono se
observansignos de regeneraciónuna vez rechazadoel injerto. Esto podría
debersea que una histoincompatibilidad parcial puededar lugar a una
reacciónde rechazoincompletay prolongada,lo cual anularíala posibilidad

de que se inicie la regeneraciónnerviosa, que por el contrario se facilita
cuantomásintensoy agudoseael rechazo,segúnlos hallazgosreferidospor
Lassner 146

OtrosautorescomoZalewski279explicanestaausenciade regeneración
en el alotrasplantenervioso no tratado,al no suturar el extremodistal del

injerto, lo que impediría que los factoresneurotróficos procedentesdel
tejido nervioso del receptor,ejercieransu influencia regeneradorasobreel

aloinjerto.

Pollard y Fitzpatrik201,en 1973, describenla reacción de rechazo del
aloinjerto como una respuesta inmunológica importante en la que
predomina la invasión de linfocitos y macrófagos,y en la que destaca el
papel de la célula de Schwanncomo célula no pasiva que adquiere un
importantepapel en relaciónal inicio de la respuestainmune.

Estudios recientes,confirman estasobservaciones,y así, Ansselin7,

estudia la inmunidad que se produce entre dos cepas de ratas no
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compatibleshistológicamente a las que realizaun trasplantealogénico de
nervio periférico, cuantificandoposteriormenteel número de linfocitos T
helper (T4) y T citotóxicos (T8), así como el número de macrófagosy la
secuenciade apariciónde los mismosdurantelos días1 al 14 siguientesa la
realizacióndel trasplante.Igualmente,estudiala expresiónen el injerto, de
las moléculas del complejomayorde histocompatibilidad(CMH) de clase1 y
II.

Los resultadosque obtiene demuestranun aumento progresivo de
linfocitos T4 y T8 a partir del día 2 postrasplante, destacandoen este
incrementoun predominiode linfocitos T8, que alcanzansu máximo hacia
el día 6-7, momento ésteque se hacecoincidentecon el punto álgido del
rechazoagudo,donde el injerto muestrasignos de severainflamación y la
arquitecturadel nervio se ve afectadapor dicha invasión celular, que por el
contrariono apareceen los casoscontrol de trasplanteautólogo.

A partir del día 10, el número de linfocitos 14 y T8 disminuye
progresivamente,siendomásnotableel descensode los linfocitos T8. El día

14 el aloinjerto se muestra como un conjunto de axones y células de
Schwann en degeneracióncon algún acúmulo de linfocitos entre ellas,
pudiéndoseobservarel injerto, haciael día 21 postrasplante,comoun tejido
fibrótico invadido por fibroblastos,con signos incipientes de regeneración
axonaly ya sin la presenciade linfocitos.

Este autor, refiere en su investigación el claro predominio de
acúmulocelular linfocitario, tanto en los alrededoresde las líneas de sutura
del injerto como en las proximidadesde los vasos sanguíneos,lo cual
sugierequela diseminacióncelular de linfocitos llega al tejido trasplantado

desde el torrente sanguíneo,como refieren también otros autores,
Grochowicz87,Hall94.

En este aspecto,y en el estudio que presentamos,la reacción de
inmunomarcaje contra timocitos y población global de células T (CD5),
revelóen las ratas controluna reacciónpositiva en algunascélulas linfoides
en el interior del nervio ciático y asociadasa la periferia del mismo y a los
puntosde sutura,en la zona medial del nervio tanto en los animales de 5

semanas,comode 11 semanas.Por el contrario,en los nervios procedentes
de los animales sometidosa tratamiento con FK 506 durante los mismos
tiempos, la reacción inmunohistoquimicacontra timocitos y células T, es
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marcadamentemás débil, localizándoseen la envuelta conjuntiva que se
halla rodeandoal nervio y en algunascélulas periféricasal propio nervio,
Fig. 33.

Por todo ello, puede deducirseque en este estudio, los animales
tratadoscon FK 506 presentanuna menor infiltación de timocitos y células
T periféricas,que son las responsablesdel inicio de la reacción de rechazo
unavez presentadoslos antígenosde identidaddel aloinjertonervioso.

Siguiendo la línea de otros autores, Ansselin7 y Lassner146,
Levinthal147 y otros, que realizan sendos experimentos trasplantando
nervioperiféricoa cepasdistintasde ratas,en el estudioquepresentamosse
hanobtenidosimilaresresultadosal cuantificar la subpoblaciónde célulasT
helper (CD4), tanto en animalescontrol comotratados.En los primeros,Fig.

38, el marcaje inmunohistoquimico contra el anticuerpo,ha demostrado
una positividadclaramentemásfuerte, asociadaa la periferia de los puntos

de sutura,y al interior del nervio ciático, en relacióna la proximidad delos
vasos y no se han hallado diferencias en relación a los tiempos de

tratamiento.De forma opuesta,el marcajeparaestascélulas en las ratasque
recibieron EK 506 se observó en las misma localización aunque
notablementemás débil, Fig. 39, destacandoen estosanimales respectoal

gupo control, quela positividadde la reacción se débilita aún más cuando

seprolongael tratamientohasta11 semanas,lo cual permitededucirque en
los animales tratados con este inmunosupresor,la reacción de rechazo

postinjerto puedecontrolarsemejor queen los animalesno tratados.

Existe un paralelismo en la cuantificación de otra subpoblaciónde
linfocitos, linfocitos T citotóxicos (CD8), que de forma idéntica a los
resultadosobtenidos por los autoresmencionadosy junto a la mayor parte

de células Natural Killer (NK) y leucocitosgranularesintraepitelialesque
intervienenen la reacciónde rechazotras ser estimuladasu producciónpor
los linfocitos T helper, dan una reacción fuertemente positiva en la

proximidad de los puntos de sutura e interior del nervio ciático en los
animalesque no recibierontratamientoinmunosupresor,Fig. 34, no asíen

los animalestratados,Fig. 36, queademásde presentaruna reacciónmucho
más débil para éstas subpoblaciónescelulares, aquélla va perdiendo
intensidad en relación a la duración del tratamiento, por lo que, al igual

quepara la población global de linfocitos, podemosdeducir que tanto la
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subpoblaciónde linfocitos T helper, como T citotóxicos, células NK y
leucocitos granulares intraepiteliales, responsablesinmediatos de que se
produzcael inicio y mantenimiento de la reacción de rechazo,se hallan
presentesde forma marcadamentemásintensaen los animales no tratados,
Hg. 35, no hallándosediferenciasen los distintos tiempos analizados,y por

el contrario, disminuyen de forma notable y progresivamentemás en la
medida en que se prolonga el mantenimiento del tratamiento
inmunosupresor,en las ratastratadasconFK 506, Fig. 37.

La experimentaciónde autorescomo Ishida’13, quetrasplantaninjerto
nervioso alogénicoen ratonesy estudiatanto la inmunidad celular como
humoral en la fase de rechazo, pone en evidencia el incremento de
macrófagosque se produce en el contexto inmunológico en cascada,

desencadenadoal activarselos linfocitos T helper. Comtet37, también en
ratones, observa un infiltrado mononuclear y de células con actividad
macrofágicadesdelos días6 al 15 del estudio realizado,mencionandoque
éste se produceno tanto en las proximidades de los vasos sino en el
epineurodel tejido. En estepunto,Ansselin7coincide en queel incremento
de estascélulasseproducedesdeel día 4 al 10, y unos 3 díascon retrasoal
punto máximode producciónde los linfocitosl4 y 18 y coincide igualmente
en la localización de linfocitos en las proximidades de suturas y vasos
sanguíneosy de macrófagosalrededorde axonesy célulasde Schwann.

En el presenteestudio, la utilización de anticuerpos capacesde

reconocer tanto macrófagoscomo granulocitos y una población de células
dendríticas,ha permitido objetivar su presenciade forma intensa en los
animalescontrol, Fig. 40 y claramentemásdébil en los tratados,Fig. 41. Sin
embargo,en estoshallazgos,las célulasseencuentrantanto inmersasen el
propio tejido nerviosocomoen las proximidadesde los vasos,lo que indica

que la reacción de rechazo, se producea expensasno sólo de las células
macrofágicasdel tejido nervioso propiamentedicho, sino también de los
macrófagoscirculantes o monocitos sanguíneos,por lo que éstas células
puedenlocalizarsetambiénen las proximidadesde los vasossin alterar los
resultados.

Ansselin7,describeen su experienciael predominio de macrófagos,

una vez comenzadoel descensode linfocitos en el tejido trasplantado

durante la reacción de rechazo, dato que coincide plenamentecon los
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resultadosobtenidos,dondeaúnsiendomenor el marcajeparaéstascélulas
en los animales tratados,no se aprecian diferenciasen la proporción de
macrófagosa las 5 y 11 semanas,en contrastecon el marcajede linfocitos que
claramentedisminuyeen los dos tiempos. Estoshallazgos sugierenque FK
506 respectoa los gruposcontrol, hacedisminuir el número de linfocitos y
macrófagos,conservando,aunque de forma numéricamente menor, el
patrón de rechazodondeseproduceun incrementoinicial de ambosgrupos
celularesy posterior descenso,principalmentede los linfocitos, mientras
predominancasi invariablementelos macrófagosiniciando posteriormente
un lento declinaren su número.

En relaciónal marcajedel CMH-I_enel aloinjerto,diferentesestudios,

Hall94, Yu2~, Ansselin7,coincidenen hallar un incrementode estemarcador
antigénicode identidadtisular, que sehalla presenteen todoslos tejidos, y

cuyo aumentoesparaleloal incremento de linfocitos T8 que son los que
reconocendicho antígeno.

En coincidenciacon estos hallazgos,los resultadosobtenidosen el

presenteestudiomuestran igualmenteuna reaccióninmunohistoquimica

fuertementepositivapara el marcadorde esteantígenoen las ratascontrol,
Fig. 42, y algo más débil en los animalestratados,Fig. 43, guardandouna
proporciónsimilar al número de linfocitos T8 halladosen ambosgrupos,y
siendola distribuciónno sólo asociadaa los puntosde suturasino también
formando un entramado de naturaleza reticular en el interior de las

seccionestransversalesdel nervio ciático, como corresponderíaa cualquier
marcadorde identidadtisular, y en estecasono en las proximidadesde los

vasos por el mismo motivo. Bor todo ello, podemos deducir que el
inmunosupresorFK 506, al disminuir la reaccióninmune de rechazohace
queseamenor el númerode linfocitos 18 quepuedanreconocerel antígeno

de identidad del tejido trasplantado,por lo quees de esperarquela reacción
contrael mismo estémuy disminuidaen relaciónal grupono tratado.

De la observaciónde los datoselectrofisiológicossedesprendeque el

grupo de ratascontrol las primeras dos semanasno alcanzó más que un

promediode respuestadel 63.06% (r=60-152).Sin emabargoa las 3 semanas

ya se alcanzauna media próxima al 100% de respuestaque se mantiene

durantetodoslos períodosestudiados.

125



Ambos gruposde ratasestudiadas,tratadasy no tratadascon FK-506,

siguieronun caminoparaleloen cuantoa la respuestacontráctil,siempreen

el entorno del 100%. Llama la atención como a las 10 semanasen ambos

gruposseprecisaaumentarel estímulopara alcanzarla respuestanormal.

126



V.-CONCLUSIONES

1.- FK506 escapazde inhibir la reaccióninflamatoriaasociadaal inicio

del rechazofavoreciendoqueenel grupo de animales tratados,prolifere la
vascularizacióny seproduzcaunamayor supervivenciadel injerto.

2.- Se ha observadouna clara diferencia en la conservaciónde la
estructuradel nervio a nivel histológico, que se mantiene en excelentes
condiciones en los animales inmunodeprimidos, en oposición al grupo
controldondelasfibras sehallandesgajadas.

3.- En el análisisinmunohistoquimicodel alotrasplantenervioso, los
animales no tratados presentan una marcadapositividad para células
relacionadascon el inico del rechazo: macrófagos,linfocitos T y Ag de

identidadla.

4.- El marcajepara linfocitos CDS, responsablesdel mantenimiento

del rechazo,da unareaccióninmunohistoquimicamuy positivaen el grupo
control tanto a las5 como a las 11 semanas,objetivándose por el contrario
un marcajeprogresivamentemásdébil en los animales tratadosa medida
queseprolongala duracióndel tratamiento.

5.- No se han hallado diferencias importantes en la infiltración
celular, salvo para linfocitos CDS, a las 5 y 11 semanasde realizado el
aloinjerto, tanto en el grupo control como en el que recibió tratamiento.

6.- Se ha observadouna mayor velocidad de conducción motora
estadísticamentesignificativa (p’cO.05) a las 11 semanasen los animales
inmunodeprimidoascon FK506, respectoa aquellosqueno se trataron.

7.- La amplitud depotencialde acciónmuscularregistradaen el grupo
de alotrasplante tratado presentauna diferencia estadísticamentemuy

significativa(p<O.OOl), respectoal grupocontrol.

8.- En el análisis de imagen realizado en alotrasplantenervioso de
animales tratadosy control, seha detectadouna mayor densidadde axones

en el grupoquerecibió tratamientoon FK 506.
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9.- Puedededucirsede las anterioresconclusionesque FK 506 es un

fármaco inmunosupresorque a bajas dosis, sin evidencia de efectos
secundariosimportantes,es capaz de inhibr la reacción de rechazo del
aloinjerto nervioso en ratas, permitiendo una adecuadaregeneracióny
recuperaciónfuncional de la fibra nerviosa.
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