UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Cirugia

ALOINMUNOTRASPLANTE DE NERVIO PERIFERICO
TRATADO CON FK-506

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Marta Diez de Angulo

Bajo ladireccion de los doctores
Jaime Arias Pérez
José A. de Pedro Moro

Madrid, 1997

| SBN: 84-669-2398-5



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

ALOINMUNOTRASPLANTE DE NERVIO PERIFERICO
TRATADO CON FK-506

TESIS DOCTORAL

MARTA DIEZ DE ANGULO

Madrid-Septiembre-1997



TESISDOCTORAL

ALOINMUNOTRASPLANTE DE NERVIO PERIFERICO
TRATADO CON FEK-506

Realizada por:

DONA MARTA DIEZ DE ANGULO

Dirigida por:

PROF. DR. D.JAIME ARIAS PEREZ
CATEDRATICO DE CIRUGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

Codirigida por:

DR.D.JOSEA. DEPEDROMORO
PROFESOR ASOCIADO DE CIRUGIA DEL HOSPITAL CLINICO SAN
CARLOS DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

MADRID, Septiembre de 1997



D. JAIME ARIAS PEREZ, CATEDRATICO DE CIRUGIA DEL
DEPARTAMENTO DE CIRUGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE
LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID

CERTIFICA: QueDofa MARTA DIEZDEANGULO, ha realizado
bajo mi Direccion el trabajo de Investigacion:
Aloinmunotrasplante de nervio periférico tratado con
FK-506, durante los afios 1989-1997. Examinado y
revisado dicho trabajo, doy mi conformidad parasu
presentacion y defensa para ser juzgado como Tesis
Doctoral.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos firmo el presente en
Madrid a Quince de Septiembre de 1997.

Fdo.: PROi:.

J. ARIAS PEREZ



D. JOSE A. DE PEDRO MORO, PROFESOR ASOCIADO DE CIENCIAS DE
LA SALUD DEL DEPARTAMENTO DE CIRUGIA DEL HOSPITAL
CLINICO SAN CARLOS DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE
MADRID

CERTIFICA: Que Dofia MARTA DIEZ DEANGULO, ha realizado
bajo mi Codireccion el trabajo experimental titulado:
Aloinmunotrasplante de nervio periférico tratado con
FK-506. Examinado y corregido dicho estudio, doy mi
conformidad para su presentacién y defensa para ser
juzgado como Tesis Doctoral.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos firmo el presente en
Madrid a Quince de Septiembre de 1997.

Fdo.: DR.]J. A.DEPEDRO MORO



INFORME DEL DIRECTOR DE LA TESIS

La reparacidon de grandes defectos nerviosos periféricos supone con
frecuencia un reto para el ciruvjano moderno. Bien sea por causas
postraumdticas o resecciones tumorales, es relativamente frecuente
la necesidad de disponer de longitudes suficientes de nervio peri-
férico para dar continuidad al impulso nervioso. En el presente es
tudio se ha evaluado un nuevo farmaco inmunosupresor en el trasplan
te de nervio periférico en ratas con barrera de histocompatibilidad
alta. Se pretende extender la vtilidad del farmaco al banco de teji
dos, obviando los problemas de efectos secundarios y rechazo, ya |
demostrados en el trasplante de drganos. Se ha incorporado como
métodos de andlisis la electrofisiologia mediante registro de im-
pulsos en tren a cuatro y el andlisis de imagen morfométrico.

VQ BQ
EL TUTOR (2}
El Codirector de la Tesis

~

Fdo.JOSE A. DE PEDRO MORO :
(Fecha y firma) (Fecha y firma)

TMAYO- 5- MAYO-1997
oni 7813089 R 1997 DN MAYO-

INFORME DEL CONSEJO DE DEPARTAMENTO

La Tesis Doctoral "ALOINMUNOTRASPLANTE DE NERVIO PERIFERICO
TRATADO CON FK-506", realizada por D& Marta Diez de Angulo, ha
sido considerada por el Consejo de Departamento apta para ser
presentada ante el Tribunal Calificador

Fecha reunion
Consejo Departamento

14 de mayo de 1997

Fdo.Prof, J. 1.. R
{Fecha y firma) 22-9-97




AGRADECIMIENTOS

Al Prof. J. Arias Pérez, cuya experiencia en el campo experimental
y dedicacién a la universidad han hecho posible la iniciacién de este trabajo.

Al Prof. J.A. de Pedro Moro, sin cuya ayuda, experiencia y
optimismo constantes nunca se hubiera podido realizar esta tesis.

Al Dr Pérez-Caballer, predecesor en esta linea de investigacion, por
su amistad y por su colaboracién y ayuda permanentes durante todo este

tiempo.

Al Dr Lopez Bravo, Dra Corcuera y Raquel Grajera por la
supervisién y colaboracién prestadas en el estudio morfométrico e
inmunohistoquimico.

A los Dres J. Hurtado, R. Lopez- Casero y D. Tomas por su
asesoramiento directo en la realizacién del trasplante nervioso, a la Dra
Cuadrado por su colaboracién en el tratamiento estadistico y al Dr L.
Quecedo por su ayuda desinteresada en el campo informético.

Al Prof. H. Durdn Sacristdn, a quien debo mis primeros contactos
con la Cirugfa y el haber aprendido a vivir la universidad.

A los Dres Arnold, Alia, Pérez-Contin, Dominguez Esteban,
Hernandez Soto, Vicente Loépez, Gémez Serrano, Pérez Cano, Galiano,
Marin Palomo, Milla, Marafiés, Diaz, Moreno Lépez, Toledano, Martinez
Panadero, Sanz Continente y Leo, Cabezudo, Fernadndez Galvan, Lizasoain y
Plaza, por su amistad y por haberme transmitido su Animo durante el largo
tiempo que durd la realizacién de este trabajo.

A Pablo Martinez, cuya colaboracién y experiencia veterinaria me
permitié introducirme en el manejo de esos encantadores animales que son
los roedores.

Al laboratorio Fujisawa, que desde Osaka (Jap6n) y gracias a la
colaboracién de Pilar Sanchez, suministré el formaco FK506 con el que se ha
podido llevar a cabo esta Tesis.



Al personal del servicio de documentacién cientifica de Glaxo
Wellcome y a Manuel Espantaleén de la biblioteca del Hospital Clinico de
Madrid por su contribucién en las reiteradas bisquedas bibliograficas que
han sido necesarias para completar este trabajo.

A la casa Serotec (Atom) y a la ortopedia Juan Bravo 71, por su
participacién en la obtencién de material inunohistoquimico y animales
utilizados en este estudio.

A todo el personal y companeros del C.S. Castillo de Uclés por su
interés y por su dnimo permanentes. A mis amigos, a mis padres y a mis
hermanos, que vivieron de cerca todas las dificultades e interminables dias
hasta que esto toc6 a su fin, especialmente a mi hermano Carlos que con
paciencia consiguié introducirme en este complicadoc mundo de la
informatica.

A Gonzalo, por su confianza permanente y porque siempre me
animoé a continuar adelante.



DEDICATORIA

A todos los que os asomdis a estas pdginas buscando empezar
vuestra tesis, para gue nunca os falte la constancia, el trabajo y el dnimo
necesarios para terminar con éxito lo que hoy empezdis con tanta ilusion.



IND PAG

L- INTRODUCCION

1.- Planteamiento del problema.......imiiiniiinniinennnnnenen 1
2.- Introduccidn historica....miei e e 3
2.a.- Trasplante de tefidos.......cccooivrniierinic 3
2.b.- Cirugia del nervio periférico.........couvinnnniinnnnnnann, 6

2.Cm FKB06..cenieciictcnescee vt e 11

3.- Histologia del nervio periférico....ccviviinnecnccanene., 13

3.a.- Anatomia del nervio cidtico en el hombre............... 13

3.b.- Estructura microscépica del nervio periférico........... 14

3.c.- Proceso de degeneracidn del nervio periférico.......... 18

3.d.- Proceso de regeneracién del nervio periférico.......... 19

3.e.- Regeneracion de los nervios unidos por medios

QUITALZICOS. oot e 20

4.- Histologia del aloinjerto de nervio periférico y del rechazo
postrasplante.........ciini 24
5.- Rechazo del trasplante........ccivnnniccninicnnnncncnnnininnn: 30
5.a.- Terminologia del trasplante.............ccoooeivviciniicninnnns 30
5.b.- Fisiopatologia del rechazo........cc.ocoooiiiiiii 33
5.c.- Inmunologia del rechazo..........cccocvnciiccinncnnnn, 34

5.c.1.- Antigenos de trasplante o de

histocompatibilidad.......cccccoovvveiiivnii 34
2.¢.2.- Reconocimiento antigénico........oovcvveniiiinnnes 36

5.¢.3.- Centros linfoides.....covevieee et 37



5.c.4.- Elaboracién de la respuesta inmunolégica.... 39

5.¢.5.- Mecanismo efector de la respuesta

INMUNOIOZICA. ...viviiiiiei e 41

5.d.- Tipos de rechazo.......ccocoovevrininnnccses 43

5.e.- Prevencion y tratamiento del rechazo......ccoc.ooeeene. 43

6. FK-506...cerucunrimsssisssiicsississcas s sisssssssssssessssessssnsssssssssssssassasssssessnes 44

6.a.- Aislamiento y sintesis.......cccoeiviiiiininnieciien 44

6.b.- Propiedades fisicoquimicas y biol6gicas...........c......... 45

6.c.- Propiedades farmacocinéticas.......ocoeeeeevneniineieieiinnas 45

6.d.- Mecanismo de acCiOn.......cooeeeviiieiemnreeeiscennirniee e 46

6.e.- Propiedades inmunolOgicas...........cccoveveriinnincnnenn, 48

6.f.- Dosis y vias de administracion.............ooeeevnriiniienne 51

6.g.- Estudios experimentales........co...oooivoieviaeineniiiininnnne. 54

6.h.- Experiencia clinica.......c.ccooevinniiiniinnes i 55

6.i.- Toxicidad y efectos adversos...........ccovceeemnninninennenee. 59

6.j.- Comparacién de FK 506 y Cy A......ccoevvnninniiinae 64

7.- Estudio inmunohistoquimico de fibras nerviosas.......... 68

8.- Estudio por anilisis de imagen de fibras nerviosas.......... 69

9.- Estudio electrofisioldgico de conduccidon nerviosa........... 70

10.- Anatomia del nerviociatico de la rata......cocroceecsinicinnnnnnene 71

11.- Objetivos e hipotesis de trabajo.........corirveieniiiccsisnsninns 72
II.- MATERIAL Y METODOS

A.-MATERIAL

1.- Animal de experimentacion........eweeeeecerrerrnreeneccesnenns 76

ii



1ii
1.a.- Dieta de mantenimiento.......cccccooveveeirviiiienneneenneen. 76

2.~ INSEAlACIONES ..o cmireirrneerre e sraaseer s reseresssssasssanssasssssnnaes 77

2.a.- Estabulario y condiciones de mantenimiento.... 77

2.b.- Quirdfano experimental........ccooiiii, 78

3.- Material QUIrGrgico.....covcicictr e 78

3.a.- Instrumental macroquirtrgico..........ccoomninnn 78

3.b.- Material de microcirugia........ceccoevieiiiiiinniinnnn 78

3.b.1- Medios de magnificacion.............c.ccereennae. 78

3.b.2.~ Suturas......oveiiiiii 79

3.b.3.- Instrumental microquirirgico........c......... 79

4im- FK 506ttt crciiss et ssst s esnens 80

5. ANTISURTOS.. ...ttt st es s s seane 81

6.- Material complementario.....a. e 82

6.a.- ANESIESICOS. ..ot 82

6.b.- Antis€pPtICOS....coviviiii e, 83

6.C.- Rasuradora.........o.ciciiin e 83

6.d.- BAscula............oiiii s 83

6.e.- Material iconografico..........ccriviviiinicninnnn, 83

6.f.- Talladora..........ocoviiiiiicic e 84

6.g.- Anélisis de imagen..............ccococrinvniicn i 84

7.- Sistema de electrofisiologia.......ccconecirmmmrnsecricsisiserneee 84
B.- METODOS

1.- Disefio del estudio Experimental...........cccccovvemrence. 85



2.- Técnica QUITTIZICA..covviiisriecmmiiisssecsrsseae s enenans 86
2.8.- ANESEESIA.....ooovivicieir e 86
2.b.- Colocacién del animal........cccovvvniioniiiciienee, 86
2.7 ASEPSIA. et 86
2.d.- Técnica QUITGIGICA....ccoicvicrcritiiicci i 87

3.- Estudio electrofisiolégico del nervio cidtico............. 88

4.- Sacrificio de los animales y obtencién de muestras. 90

4.a.- Estudio inmunochistoquimico del nervio
CLALICO. oo 90

4 b.- Estudio morfométrico del nervio cidtico........ 91
5.- Procesamiento de las muestras de nervio cidtico... 91

5.a.- Estudio histoloégico a microscopia Optica
convencional.......ii N

5.b.- Estudio inmunohistoquimico del nervio
CIAICO. v PO 92

5.¢.- Estudio morfométrico del nervio cidtico....... 96

6.- Tratamiento estadiSticO.rriinirirerssiseecsnrrecsnnensnes 99

IIL.- RESULTADOQS

1.- Resultados del estudio a microscopia dptica..................... 101

2.- Resultados del estudio inmunohistoquimico................... 101

2.a.- Localizacién inmunohistoquimica de Timocitos y

céludas T..ooi 101
2.b.- Localizacién inmunohistoquimica de células T

CItOtOXIcas (CD 8)..vvoviiireereieieeie et 102
2.¢.- Localizacion inmunohistoquimica de células T

helper (CD 4).....ccoiiiiiiccrcrii e, 103
2.d.- Localizacién inmunohistoquimica de macréfagos

y células dendriticas.........couemiiiicnnninccinnee e 103

2.e.- Localizacién inmunohistoquimica del CMH-Clase I
(Ag RT1Aa de rata).....ccconcvneneinenimnnecinininnnncsenanan, 104

iv



2.f.- Localizacién inmunochistoquimica del CMH-Clase I
(Ag TaE de rata)...c..cccovmvvcnreernnccr s 105

3.- Resultados del estudio electrofisioldgico.........ccervumrrencrnnane, 105

4.- Resultados del estudio morfométrico por andlisis de

IMMAZOIL.ccreeerrieirsessrasisnssesessssnsssssssesbssnsnssrassrsssssasasasnrsasann 106
IV.- DISCUSION......cvctirminiresinerssinesemssessmtsssnstsssassstrassssesesessassasssmasssans 108
V.- CONCLUSIONES......coiiniitnnniniisnssssninnssssnsssnssssssasssene s sssnsassanes 127




ALOINMUNOTRASPLANTE DE NERVIO
PERIFERICO PRESERVADO CON FK-506

I.- INTRODUCCION

1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reparacién del tejido nervioso lesionado ha sido motivo de
investigaciéon desde hace siglos.

Tras superar la idea, hace mds de cien afios, de que los nervios
podian regenerar espontineamente y que su manipulacién podia impedir
la funcionalidad del mismo, han sido numerosos los cientificos que han
profundizado en el estudio de la regeneracién del nervio periférico.

En el pasado siglo, Waller* describi6 la degeneracién de axones y
mielina producida en el segmento distal de una fibra lesionada
(degeneracién Walleriana). En el mismo &mbito demostré el
sobrecrecimiento de axones desde el extremo proximal del nervio afectado
(regeneracidén Walleriana).

Desde entonces, numerosos y diversos métodos de tratamiento
tanto conservadores como quirtirgicos han sido aplicados, no sélo a nivel
experimental sino también en la practica clinica, obteniéndose con todos
ellos un importante avance en el conocimiento de este tema,
Mackinnon™.

Asi, se sabe que en una fibra nerviosa lesionada solo existird
regeneracién de la misma si el soma celular permanece intacto.
Posteriormente, del extremo proximal seccionado, habran de nacer nuevas
ramas en longitud y didmetro, en direccién al extremo seccionado distal
para crear nuevas conexiones sindpticas, restableciéndose  asi la
continuidad de la fibra y su funcionalidad.

Segun estos conocimientos, puede lograrse la restauracién de la fibra
nerviosa lesionada, para lo cual debe procurarse un adecuado y cuidadoso



manejo del tejido, segin refiere Mackinnon'™, que destaca entre los
principios bésicos en el manejo del nervio periférico, los siguientes:

1.- Cualquier reparacién nerviosa ha de hacerse siempre
"libre de tensién”, ya que lo contrario producird un incremento del
grado de fibrosis en la linea de sutura, lo que reportard una
diminucién de su funcionalidad.

2-Es importante mantener wuna correcta alineaciéon y
enfrentamiento de los fasciculos nerviosos con el fin de evitar la
formaciéon de neuromas en la zona de unién, que afecten a la
transmisién nerviosa.

3.- En el caso de que la lesién sea extensa y no pueda hacerse una
reparacién sin tensién, serd necesario interponer un material que
sustente o sirva de estructura para facilitar la regeneracién de las fibras
guidndolas hasta el segmento distal.

Estos experimentos han demostrado que tanto el neurotrofismo
(capacidad de influir sobre la maduracién de la fibra nerviosa ), como el
neurotropismo (capacidad de influir sobre la direccién de su crecimiento },
juegan un papel importante en el campo de la reparacidon nerviosa, cuyo
ideal seria optimizar al méximo los efectos de ambos, Dellon”.

Esta capacidad de "crecimiento dirigido" de la fibra nerviosa ha
suscitado una repetida bisqueda de diversos materiales y tejidos, que
interpuestos entre las fibras, sirvan de estructura para su elongacién. En
esta linea, se pretende realizar este trabajo empleando como material de
unién un aloinjerto nervioso, que ya otros autores establecieron como
estructura ideal para regenerar lesiones en este tejido, Singh®”.

Dado que el mayor obstaculo para que la reparacién 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 farmaco inmunosupresor FK 506, de probada eficacia en
trasplantes de rifién, higado, pulmén y corazén.



La efectividad del farmaco ha sido valorada en base a los resultados
obtenidos mediante:

1.- Estudio inmunohistoquimico, que permite la identificacién
del patrén célular implicado en la reaccién de rechazo, y su
modificacién al aplicar el firmaco inmunodepresor.

2.- Estudio morfométrico de la densidad de fibras nerviosas
regeneradas bajo la influencia del farmaco.

3.-Electroestimulaciéon de la fibra nerviosa regenerada,
verificando la recuperacién de su funcionalidad.

Para establecer el tiempo de duracién del experimento en orden a
obtener regeneracion nerviosa, se ha decidido emplear dos tiempos de 5y
11 semanas para valorar comparativamente el progresivo crecimiento de
fibras, teniendo en cuenta, segun estudios previos de diversos autores,
Ishida, Kuroki®?, Mackinnon™, que antes de este tiempo la
regeneracion es minima.

2.- INTRODUCCION HISTORICA
2.a- TRASPLANTE DE TEJIDOS

La historia de los trasplantes de tejidos puede dividirse en tres
grandes épocas:

1.- Epoca empirica, que comprende desde las culturas antiguas hasta
el siglo XX.

2.- Epoca racional, que abarca el periodo de tiempo comprendido
entre los primeros trasplantes realizados por Carrel y Ullman vy el
descubrimiento de la naturaleza inmunolégica del rechazo de aloinjerto
por Medawar'®.



3.- Epoca cientifica, que abarca desde la Segunda Guerra Mundial
hasta la actualidad.

La época cientifica de los trasplantes comienza en el siglo actual en el
cual, el desarrollo de las técnicas de sutura vascular, gracias a los trabajos
de Guthrie y Carrel, supuso un importante avance para la técnica
quirdrgica de los trasplantes. Por otro lado, el descubrimiento de los grupos
sanguineos en 1901 por Landsteiner (sistema ABO) no solo permitid
introducir la transfusién sanguinea en la practica quirirgica, sino estudiar
también las diferencias y similitudes tisulares y celulares.

En 1903, se empez6 a entrever la importancia de la genética en este
campo, aspecto corroborado en 1907 por Borrel con trasplantes de tumores
experimentales entre hermanos, y por Little en 1914, al comprobar que la
aceptacion del tumor por el receptor es més probable si tiene factores de
susceptibiilidad idénticos a los del donante.

En 1938, Gorer describid los isoanticuerpos como reaccién del
organismo a los isoantigenos genéticamente determinados, que se
encuentran en los tejidos normales y tumorales. Posteriormente, con
Lyman y Snell, describié el locus H-2, que rige el sistema principal de
histocompatibilidad en el ratén.

En 1943, Medawar'® sent6 las bases inmunolbgicas de la
reaccion de rechazo, siendo de extraordinaria importancia en este campo
la experiencia conjunta con Billingham y Brent que les llevé al
descubrimiento del principio de la tolerancia inmunolégica.

En los afios cincuenta, se pusieron en practica una serie de
procedimientos para debilitar o anular el rechazo de los trasplantes como
fueron la irradiacién corporal subletal, y la utilizacién de los corticoides.
En 1958 Schwartz, Stack y Dameshek introdujeron la 6-mercaptopurina
como droga inmunosupresora entre los recursos posibles para inhibir el
rechazo, lo que constituy6 la base de la inmunodepresién con fArmacos.

En 1953, Foley descubrid los antigenos tumorales especificos, y en
1954, Mitchison demostrd brillantemente la posibilidad de transferir la
sensiblizacion a aloinjertos de tumores sélidos mediante linfocitos



procedentes de animales que habfan rechazado previamente el mismo
tumor s6lido (inmunidad adquirida adoptiva).

La reaccién "injerto contra huésped” fué descrita por Sintonsen
en 1957. Como consecuencia de esta reaccién las células
inmunocompetentes del donante pueden determinar la muerte del
receptor.

Dausset* en 1958, descubrié los antigenos leucocitarios (sistema
HLA), lo que ha permitido seleccionar los donantes y elegir los receptores
més adecuados, buscando una menor reaccién de rechazo, para recibir un
trasplante.

Rosenau en 1963, describié la capacidad citolitica in vitro de los
linfocitos sensibilizados. En 1964, Bain estudié el "cultivo mixto de
linfocitos" procedentes de individuos no emparentados, que conducia a la
aparicion de grandes células blasticas proliferantes.

Durante 1963 y 1964 destacan los estudios de Woodruff vy Anderson
sobre el suero antilinfocitico heterélogo como agente de
inmunosupresién, sustituido unos afios después por globulina
antilinfocitica.

Los estudios de Miller durante los afios 1960, por lo que respecta a
la funcién del timo como drgano linfoide central, son hoy clésicos.

En cuanto a los trasplantes clinicos de o&rganos, han ido
sucediéndose con resultados variables a lo largo de nuestro siglo. Asi, en
1906 Zirm lleva a cabo el primer homotrasplante de cérnea humana yen
1950, Merril y Hume comienzan a realizar los primeros trasplantes renales
siendo en la actualidad los més conocidos y experimentados.

En otro campo, Mathé en 1955 realiza el primer trasplante de
médula 6sea, siendo el primer trasplante de higado realizado en Estados
Unidos en 1963, por Starz]*” y en Europa, dos afios despues, por Calne”.



El primer trasplante pancredtico humano realizado por Kelly y
Lillehei se consigue en 1966, mientras que el de pulmén se llevé a cabo por
primera vez en 1963 por Hardy.

Barnard fué el autor del primer trasplante cardiaco humano en 1967
y en el mismo afio Lillehei lleva a cabo, aunque no con el mismo éxito, el
primer trasplante intestinal.

Desde la Segunda Guerra Mundial hasta nuestros dias se estdn
perfeccionado las técnicas quirtrgicas necesarias para llevar a cabo con
éxito el trasplante de érganos y tejidos. Se estan estudiando y proponiendo
procedimientos encaminados a disminuir o hacer desaparecer el rechazo
del oOrgano trasplantado. Se estdn perfeccionando los sistemas de
conservaciéon de 6rganos y se estd ampliando el conocimiento de los
antigenos de histocompatibilidad.

Entre las adquisiciones mas recientes de esta etapa debe destacarse el
empleo de la ciclosporina A {CyA), introducida en la clinica humana en
1978 por Calne®, y el empleo de anticuerpos monoclonales como agentes
inmunosupresores. Ambos han sido responsables de una neta mejoria en
el resultado de los trasplantes en los ultimos afios. Otras drogas
introducidas més recientemente han sido la OKT-3 y el FK 506, asi como la
solucién de Wisconsin como solucién de preservacion del injerto,
Martinez'®.

2.b.- CIRUGIA DEL NERVIO PERIFERICO

Histéricamente, y siguiendo las pautas marcadas por Galeno,
durante siglos, los cirujanos que se encontraban ante un nervio periférico
seccionado, evitaban cualquier intento de reparacién, e incluso convertian
las secciones parciales en totales, para evitar la aparicibn de
“convulsiones”, Irisarrit'.

Esta actitud generalizada no impidié que alguin cirujano efectuase y
describiese intentos aislados de reparacién. Sin embargo, no fue hasta
finales del siglo XIX cuando se comenzé a aceptar la reparacién de un
nervio periférico seccionado, mediante la sutura de su tejido conjuntivo.



El objetivo de esta etapa, que podriamos llamar "era mecanica”, era
conseguir el afrontamiento mdas exacto posible entre los extremos del
nervio seccionado. Muchos cirujanos, como Schiff en 1851, llegaron
incluso a pensar, de forma errénea, que si esta reparacién se efectuaba de
urgencia, se produciria una cicatrizacién "primaria”, evitdndose asi el
proceso de degeneracién walleriana del segmento distal, Waller®?.

En 1863, Philipeaux y Vulpian publicaron un articulo en el que
describian la realizacién del primer aloinjerto nervioso en perros cuyo
fracaso les llevé a continuar la linea del trasplante utilizando injertos
autblogos, Dellon®.

Durante el dltimo siglo, se produce un avance significativo en el
desarrollo de la cirugia del nervio periférico, basado en la aplicacion de
técnicas que ya habian sido perfiladas con anterioridad y que pudieron
emplearse en el tratamiento de un importante nimero de traumatismos
del nervio periférico producidos durante la segunda guerra mundial.
Cirujanos ingleses como Seddon®® y Yahr”* entre otros, desarrollaron las
reparaciones tempranas del nervio periférico defendiendo como maés
prometedora la técnica de reparacién nerviosa de tipo epineural frente a
la perineural.

Respecto a la cirugia del trasplante nervioso ya en nuestro siglo,
podemos citar a Barnes' como uno de los pioneros de la terapia en
humanos ya en 1946. Previamente, Guttman®, en 1942 y Seddon’”, en
1943, tras realizar experimentos en humanos y animales con
homotrasplantes, concluyeron que el limite para obtener la viabilidad de
un injerto nervioso estaba en 30 mm. de Jongitud. En relacién a esto,
Mackinnon'”, defendi6é el fen6meno de rechazo, en injertos de mayor
longitud, como responsable del fallo de un aloinjerto nervioso, el cual
mostraba una reaccién inflamatoria difusa y una fibrosis secundaria, que
fueron atribuidas a una reaccion inmune del tejido huésped. Con
anterioridad, Hubbel'”, en sus experimentos clésicos, habia definido el
autoinjerto como material ideal para el transplante.

Diferentes técnicas en la practica del trasplante nervioso fueron
utilizadas con distinta aceptacion entre los cirujanos de nuestro tiempo.
Asi Seddon®®, disefi6 el uso de injertos tipo cable, en el que varios



segmentos de un nervio cutdneo unidos entre si por diferentes métodos
formaban un cable de la misma talla que el nervio a reparar, técnica que
como sefiala Smith?®, no lleg6 a ser muy popular, llevandose a cabo muy
POCos casos en varios anos.

Ante situaciones donde por la magnitud del defecto nervioso se
hacia necesario el aporte de aloinjerto nervioso, se puso de manifiesto la
necesidad de disminuir la capacidad antigénica del mismo, teniendo en
cuenta que la experiencia en el uso de aloinjertos frescos no fué en
principio exitosa. En el afio 1943, con Weiss’®, se iniciaron las primeras
técnicas de preservacion de aloinjertos mediante el uso de la liofilizacién.
Afios después, Marmor'”, utiliza la irradiacién previa y Afanasieff, mas
tarde, aloinjertos preservados en solucién de cialita.

La importancia de conseguir una reparacién nerviosa en una
intervencién inicial, se basa en que la retraccion de los extremos del
nervio es minima, lo que facilita la sutura sin tensién. Esto a su vez
facilita el aporte vascular necesario para su correcta regeneracién. Sin
embargo, si no se dan las condiciones adecuadas (herida muy
contaminada), es preferible recurrir a la reparacién secundaria, en un
plazo comprendido entre la segunda y tercera semana, segun refiere
Irisarri''".

Tras los estudios sistematizados de Nicholson™ en 1947, se
establecié en torno a los 5-8 ecm la distancia critica de reseccién que
permitia una posterior sutura término-terminal sin necesidad de injerto
nervioso. La preparacién de los extremos a suturar debe hacerse evitando
manipulaciones bruscas de los mismos y evitando aislar los extremos del
nervio en una longitud excesiva para no dafar su vascularizacidn,
alcanzando con ello en la actualidad, el concepto de "cirugfa atraumética”
su maximo sentido segiin refiere Irrisari'"' entre otros autores actuales.

La necesidad de obtener el afrontamiento mas exacto entre los
extremos del nervio seccionado condujo al empleo de medios de
aumento que fueron de importancia capital en el desarrollo de la cirugia
del nervio periférico. Asi, se admite primero la utilizacién de lupas,
introduciéndose posteriormente el microscopio quirtrgico que ya
comienzan a utilizar de forma rutinaria Jacobson', en 1960 y después



Kurtze* y Michon”' en 1964. Lundborg'™, demostrd igualmente la
superioridad en los resultados de la neurorrafia con técnicas
microquirirgicas sugiriendo por otro lado la necesidad de utilizar injertos
nerviosos de interposicién para evitar tensién en las suturas. En este
aspecto aportan sus experiencias a nivel clinico como experimental,
autores clasicos como Therkelsen® y actuales como Adson®.

En cuanto a la utilizacién de la sutura epineural frente a la
perineural puede decirse que ha sido tema polémico desde los primeros
intentos de reparacién nerviosa. Asi, autores como Bora”y Grabb®, en
1967 fueron defensores de la sutura perineural y otros como Wise”'!, en
1969 prefirieron la epineural. En cualquier caso, el cirujano debera
intentar respetar la topografia intraneural al coaptar los extremos del
nervio. Sunderland®®, Jabaley’® y  Schroder’”, contribuyeron
notablemente a la identificacién topografica del nervio periférico. Entre
ellos, fue Sunderland®™® quien mostré 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 patrdn fascicular del mismo.

Una vez suturado el nervio, la aparicién de importante formacién
cicatricial en los extremos nerviosos llevé a Stookey™ y Millesi” a la
necesidad de resecar el extremo de sutura terminal en un segundo tiempo
y llevar a cabo una anastémosis término-terminal. Diversos cirujanos
como Edshage” intentaron evitar este problema intentando conseguir
superficies lisas y limpias a la hora de anastomosar los terminales
nerviosos. Para ello, fueron testados diferentes materiales en un intento
de proteger el sitio de sutura por tubulizacién y en orden a impedir el
crecimiento de tejido conectivo del 4rea circundante dentro de la sutura.
En este sentido, Campbell” y Béhler”® usaron Millipore como material,
Gabrielson™ usé Surgicel y Midgley” fué el primero en utilizar tubos de
silastic, al igual que Ducker™® posteriormente.

Teniendo en cuenta que, cualquiera que sea el tipo de sutura
empleado, es imprescindible que no haya tensién a nivel de la coaptacién,
se han comenzado a utilizar en nuestros tiempos nuevas posibilidades de
"neurosintesis” o yuxtaposiciéon de los extremos del nervio, como es la
utilizacién del laser. Este, tiene como ventajas su rapidez, la escasa



manipulacién del nervio y la no utilizacién de un cuerpo extrano.
Almquist’® utilizé el ldser de Argén, para adherir al nervio unas gotas de
sangre del propio paciente, que coloca previamente en la zona de
coaptacién, dando lugar a una masa adherida a la envoltura fascicular que
mantiene coaptados los extremos. También ha sido empleado el laser de
CO, por autores como Terzis ** y Osedo'",

Otra atractiva alternativa al uso de material de sutura es la
utilizacién del "Sistema Adhesivo de Fibrina" (SAF), que se obtiene por la
mezcla de fibrinégeno, obtenido de plasma humano, y aprotina, de origen
bovino, disueltos ambos en una solucién de cloruro célcico, que se aplica
mediante un dispositivo especial, obteniéndose un coagulo de Optimas
caracteristicas. La rapidez del método y la minima manipulacion de los
extremos del nervio que se precisa, son dos importantes ventajas a las que
se asocia el hecho de que la envoltura del adhesivo de fibrina, impide
durante las dos primeras semanas la penetracion del tejido conectivo en el
drea de union, teniendo tiempo suficiente los axones para introducirse en
el segmento distal antes de que se reabsorba. Irisarri', refiere haber
utilizado esta técnica fundamentalmente en el caso de reimplantes
complejos (amputaciones multiples de dedos, lesiones bilaterales, etc. ),
por el importante ahorro de tiempo quirtrgico que supone en este tipo de
intervenciones, proporcionando unos resultados equiparables a los
obtenidos con la sutura convencional.

En el caso de la reparacién secundaria, lo habitual es que sea
necesario recurrir al injerto nervioso para poder hacer la reparacién del
nervio lesionado. La opinién de Millesi'” de que el axén en vias de
regeneracion salvard mas facilmente dos barreras sin tensién que una sola
a tensién, ha sido confirmado por los resultados de otros autores. En los
casos mas complejos, la coaptacion del injerto se hace con un unico punto
de sutura de "seguridad” combinado con el empleo del SAF, segun refiere

Irisarri'.

En los casos en los que el injerto nervioso tiene que ser colocado en
un lecho mal vascularizado, se opté por el empleo de "Injertos Nerviosos
Vascularizados"(INV), anastomosando la arteria y vena de su pediculo a
vasos receptores de la vecindad, lo que le otorga la independencia vascular
del lecho receptor. En este aspecto, fue Taylor* el 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
aplicacién practica de los INV es escasa por ser los nervios dadores nervios
sensitivos con un pediculo vascular con vasos de muy pequefio calibre y
con frecuentes variaciones anatémicas.

Como técnicas alternativas al injerto nervioso, se ha propuesto en la
actualidad, la interposicién de materiales tanto sintéticos como el acido
poliglicélico, Mackinnon™, como no sintéticos. Entre estos ultimos, cabe
la posibilidad de utilizar un segmento de vaso autélogo, preferentemente
venoso, Chiu®, como una porcién de misculo, Glasby® y Norris'™ que
proporcionaria una matriz con membranas tubulares anatémica y
probablemente quimicamente similares a las de un nervio periférico.

En resumen, han sido muchos los cirujanos que desde los
comienzos histéricos hasta nuestros dias han contribuido al progreso de la
cirugfa del nervio periférico, perfeccionando en el tiempo  técnicas
quirtrgicas concretas, como la neurolisis interna con Curtis y Eversman®
y la neurorrafia con Millesi'”* y Zoech® entre otras, para hacernos entrar
en los dltimos afios en lo que conocemos como "era bioldgica” de la
reparacion nerviosa, la cual se caracteriza por asociar medidas que puedan
acelerar la regeneracién axonal. Entre ellas, se ha recurrido desde al
empleo de los campos electromagnéticos pulsitiles, Raji**, Zienowitz®,
Pérez-Caballer™, al empleo de sustancias como la triodotironina,
Forman”', o de factores neurotrdficos como el NGF o cultivos de células
de Schwann, Weinberg ** e Ikeda'”. Queda con ello abierta, la posibilidad
de nuevas espectativas en el campo de la cirugia del nervio periférico,
asociada al esfuerzo conjunto de los especialistas en la biologia del tejido
nervioso, de cara a obtener un avance importante en el tratamiento de
esta patologia en un futuro préximo.

2.c.-FK-506

La demostracién por Calne® en 1960 de que era posible prevenir el
rechazo de wun trasplante alogénico mediante la intervencién
farmacol6gica, anuncié el inicio de una nueva era en el campo de la
cirugia y el trasplante.
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En 1961, Calne® consiguié trasplantar con éxito rifiones entre
individuos genéticamente no relacionados, mediante la utilizacion de una
droga inmunosupresora, azatioprina, derivada de la 6-mercaptopurina
que previamente habfan utilizado en sus experimentos originales.

Goodwin y colaboradores, en 1963, demostraron la importancia de
adicionar esteroides a las terapias inmunosupresoras , con lo que se
establecié dicha asociacién farmacolégica como tratamiento estindar en el
trasplante renal durante los veinte afios siguientes. Con ello quedé
patente que el éxito en el trasplante de un érgano no residia s6lo en la
destreza y técnicas quirtirgicas aplicadas sino también en la habilidad de
manejar correctamente dichas drogas inmunosupresoras. Sin embargo,
fueron muchos los trasplantes que fallaron por infecciones, debidas al
exceso de inmunosupresién y por los efectos secundarios asociados a las
propias drogas.

La introduccién en la clinica de la Ciclosporina A (CyA) como
agente inmunosupresor por Calne® y colaboradores, en 1979, superé las
espectativas del doble régimen azatioprina-esteroides. Con ello, no sélo
fueron necesarias menores dosis de esteroides sino que la propia CyA
pudo ser utilizada como tinica droga introduciendo ademas el principio de
selectividad farmacolégica al poseer una actividad directamente contra los
linfocitos T CD4 + activados. La utilizacién de esta droga significé una
enorme expansion en el trasplante de ¢rganos, realizados actualmente en
muchos centros con éxito y de forma rutinaria. Sin embargo y
desafortunadamente, la ciclosporina no esta exenta de efectos secundarios,
en particular su nefrotoxicidad que dificulta enormemente su manejo,
especialmente en el trasplante renal.

En 1987, Kino, Hatakana y Hashimoto'”, aislan en Jap6n un nuevo
macrolido, obtenido del Streptomyces  tsukubaensis, que posee
importantes propiedades inmunosupresoras y que es denominado,
utilizando la numeracién y nomenclatura del laboratorio, como FK 506.

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

patente su poderosa actividad inmunosupresora, utilizada en cultivos de
linfocitos T helper (CD4+), ha demostrado ser aproximadamente cien
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veces mas potente que la CyA en inhibir selectivamente la secrecion
de una amplia variedad de citokinas, en particular la interleukina-2 (IL-2),
Yoshimura, Matsui y Hamashima®®, 1989, Tocci, Matkovitch y Collier*,
1989.

Numerosos estudios en animales han demostrado su potencia a
dosis orales de 0.5-1 mg/Kg con una toxicidad que varia dependiendo de
las distintas especies y de la via de administracién utilizadas. En ratas,
Ochia'¥ y col., administraron la droga a dosis de 0.32 mg/Kg y 1 mg/Kg
obteniendo el 100% de supervivencia en trasplantes cardiacos. Sin
embargo, Liu'® refieren emanciacién y una pérdida de peso del 20% en
ratas tratadas con 1mg/Kg de FK 506, si bien este dato no ha sido
confirmado por otros autores, Takaya®’ y col. Dosis mayores de 1-4mg/Kg ,
han demostrado ser responsables de hiperglucemias en ratas tratadas
segtin refiere Nalesnik'™.

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

Este nervio es el mas grande del organismo. Se origina en el plexo
sacro principalmente a partir de los segmentos espinales L-5 a S-2, luego
abandona la pelvis posterior medialmente con respecto a la tuberosidad
isquiatica y discurre distalmente en la region posterior del muslo rodeado
por los miisculos de la corva. A lo largo de este trayecto, suministra ramas
musculares a todos los misculos profundos por detrds de la articulacion de
la cadera y para los musculos de la corva. Todos estos miisculos producen
extension del muslo siendo los de la corva también fuertes flexores de la
pierna.

En el limite inferior del muslo, inmediatamente por arriba de la
articulacibn de la rodilla, el nervio ciitico se divide en dos ramas
principales, el nervio tibial y el nervio peroneo comun. El nervio tibial
continia distalmente en la regién posterior de la pierna, ubicdndose en el
espacio entre la tibia y el peroné. Finalmente penetra en el lado medial del
pie por detrds del maleolo interno. En este trayecto proporciona ramas
sensitivas para la piel lo mismo que las ramas para todos los musculos del
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dorso de la pierna, especialmente para el soleo, el gemelo, el tibial
posterior y los flexores de los dedos. Las funciones principales de estos
musculos son la flexién del plantar del pie y los dedos y también la

inversion del pie.

El nervio peroneo comun 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 inervacién motora a los miisculos peroneos e inervacién
cutdnea al dorso del pie. El nervio peroneo profundo desciende en la
regién anterior de la pierna en relacién con los mdsculos anterolaterales
(el tibial anterior y los musculos extensores de los dedos) y los inerva. Su
funcién principal es la dorsiflexion del pie.

3.b.- ESTRUCTURA MICROSCOPICA DEL NERVIO PERIFERICO

Las células de sostén del sistema nervioso periférico comprenden
las células de Schwann que se asocian a todas las fibras nerviosa
periféricas. Estas células, se denominan neurilemas o vainas de Schwann
por la forma en que rodean a sus correspondientes axones. Todo axén del
sistema nervioso periférico desde las raices dorsales y ventrales hasta las
ramificaciones mads distales de las fibras sensoriales o motoras, esté
rodeado en la mayor parte de su longitud por una serie de células de
Schwann, Weiss’® en 1982.

Los nervios periféricos estdn cubiertos por varias capas, siendo la
compuesta por las células de Schwann la que se halla en mas intimo
contacto con los axones.

Hacia el exterior hay tres capas de tejido conectivo. Todo el nervio se
halla encerrado en un epineuro de tejido conectivo densamente fibroso,
similar a una funda o manguito. Los axones de los nervios se alinean
dentro del epineuro en haces o fasciculos longitudinales de tamaifio
variable. Estos fasciculos también se hallan encerrados en una funda de
tejido conectivo moderadamente denso que se denomina perineuro. Los
axones y sus células de Schwann correspondientes estan rodeados dentro
del perineuro por una delicada cubierta de tejido conectivo laxo,
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denominada endoneuro, como también por una pequefia cantidad de
vasos sanguineos llamados vasa nervorum que penetran en las vainas
epineurales y perineurales hasta dividirse en un plexo capilar indefinido

dentro del endoneuro, Fig. 1.

Membrana Epineural

Fasciculo Vaina de Mielina
Fibra Nerviosa

-

T. Sensorial

Nudo de Ranvier \

Célula de Schwan

() T. Motora

Neurona Aferente

’ ) Neurona Eferente

Fig. 1. Estructura microscépica del nervio periférico.

Shanthaverappa y Bourne”, estudiaron el perineuro de nervios
de diversas especies y describen la existencia de una capa epitelial formada
por células aplanadas que constituyen un revestimiento para la vaina
perineural de tejido conectivo. Los nervios menores carecen de epineuro.
Un nervio menor estd formado por un tubo de perineuro dentro del cual
hay tubos de endoneuro conteniendo cada uno una fibra nerviosa.

La vaina de mielina de un nervio periférico estd rodeada por el
protoplasma de una célula de Schwann; a su membrana celular se afiade
una membrana basal, la cual envuelve el internodo, aislando las fibras
nerviosa unas de otras. La mielina de las fibras mielinicas no es continua;
estd interrumpida de manera periddica por estrechamientos llamados
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nodos de Ranvier. En estos noédulos 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 demostrado por los estudios de Robertson™ al
Microscopio Electrénico (ME). La fibra nerviosa estd descubierta en parte
por lo tanto, habiendo una célula de vaina de Schwann entre dos nédulos.

En los nervios periféricos, la mielina entre los estrechamientos de
Ranvier est4 interrumpida por fisuras o surcos pequeiios que se extienden
hacia ella desde la superficie. Estos sitios se denominan surcos de Schmidt-
Lanterman, y los segmentos entre ellos se denominan segmentos de
Schmidt-Lanterman. Los surcos han sido estudiados por métodos
histoquimicos por Shanklin y Azzam®”.

Existe una relacién entre el calibre del cilindroeje, el espesor de la
vaina de mielina, la distancia entre los nodos de Ranvier y la velocidad de
la conduccién del impulso nervioso. Cuanto mayor es el calibre del axén,
mayor es €] espesor de la vaina de mielina y mayor la distancia internodal.
Por ello cuando una fiba nerviosa estd creciendo las distancias internodales
aumentan progresivamente. La velocidad de la conduccién aumenta a
medida que aumenta la distancia internodal. Las fibras nerviosas se
clasifican en A, B y C dependiendo de su contenido en mielina y la
velocidad de la conduccién. Las fibras de tipo A, fuertemente mielinizadas,
tienen un didmetro que oscila entre 3-20 pm y una velocidad de
conduccién de hasta 20 m/s, las de tipo B estdn pobremente mielinizadas y
su didmetro oscila entre 1-3 um y los impulsos discurren a una velocidad
de hasta 15 m/s. Finalmente las de tipo C son amielinicas y de conduccién
lenta (hasta 2 m/s).

Puede decirse que en las fibras amielinicas la propagacién del
impulso se produce de forma continua, mientras que en las mielinicas la
transmisién de los impulsos se realiza a saltos. Las bases morfolégicas de
esta conduccién saltatoria se hallan en la alternancia, a lo largo del nervio,
de segmentos con cubierta mielinica (internodos) y de zonas
desmielinizadas (nodos de Ranvier). Este tipo de conduccién es mucho
mds rdpido y requiere mucha menos energia que la propagacién continua
de la excitacién nerviosa.
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Los vasos que abastecen los nervios, son arterias y arteriolas de
disposicién longitudinal de tipo epineural, interfascicular, perineural e
intrafascicular. El endoneuro contiene una redecilla capilar. Arterias
nutricias penetran frecuentemente en el nervio a lo largo de su trayecto,
procedentes de vasos extraneurales, y de vasos dispuestos
longitudinalmente que acompafian al nervio, para comunicar con los
vasos neurales. El nimero de anastémosis entre todos estos vasos es tan
considerable que los nervios pueden quedarse en largo trecho desprovistos
de los tejidos que les rodean. Sunderland®”, insiste en la importancia de
conservar los vasos superficiales que acompafian longitudinalmente a los
nervios cuando estos se decortican, pues forman eslabones importantes
del sistema que proporcionan tales anastémosis eficaces para la nutricién.

En lo referente a la histologia del nervio periférico, a la observacién
de los cortes transversal de un nervio a nivel de la microscopia ¢ptica se
demuestra que la mielina que rodea a cada fibra nerviosa se ha disuelto
durante el proceso de inclusién y deshidratacién debido a su naturaleza
lipidica. Esto hace que la fibra nerviosa se deslice hacia un lado del espacio
tubular que crea la mielina a medida que se va disolviendo. Por lo tanto
los cortes transversales tefiidos con hematoxilina-eosina, o con cualquier
tricromico muestran la zona previamente ocupada por la vaina de mielina
como pequeios espacios redondeados y vacios.

En la zona externa del espacio se advierte un neurilema levemente
teniido. Los nticleos observados son los del neurilema y de los fibroblastos
y macréfagos del endoneuro, junto con los nucleos de los vasos
sanguineos. Sin embargo, en una preparacién con acido ésmico, la mielina
que rodea las fibras nerviosas no se disuelve ni desaparece, sino que se
conserva y se tifie de negro. Se dice que es osmi6fila. Por los tanto, las
vainas de mielina de las fibras nerviosas aparecen como anillos de color
pardo-negruzco en este tipo de preparaciones. Pero los demas elementos
del nervio no se observan muy bien. Estas preparaciones permiten poner
de manifiesto que las fibras que componen un nervio tienen dimensiones
diferentes.
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3.c.- PROCESO DE DEGENERACION DEL NERVIO PERIFERICO

Waller 22 en 1850, fue el primero en descubrir las alteraciones que
se producen tras la seccibn de un nervio. A él debe su nombre la
denominada degeneracion Walleriana que explica el conjunto de cambios
que se producen en el segmento distal de un tronco nervioso después de
haber sufrido una lesién que cause interrupcién axonal.

En las primeras 12 horas que siguen a la seccibn axonal, no se
observan signos de degeneracién, excepto una cierta laxitud en la vaina de
mielina que se acompafia de un aumento de actividad enzimética en el
extremo distal del nervio.

A las 24 horas de la seccién, se produce una abundante reaccion
tisular en el lugar de la lesién y se inicia una proliferacién de tejido
perineural procedente de ambos extremos, proximal y distal, hacia la zona
de interrupcidn.

Al segundo y tercer dia, la alteracién de la vaina de mielina es mas
intensa y los cambios axonales se hacen visibles. La mijelina comienza a
segmentarse y se separa formando hileras de ovoides y elipsoides, entre los
que se incluyen fragmentos axonales. Ya Cajal®?, en 1928, observé que la
segmentacién de la vaina de mielina tiende a ocurrir en las
segmentaciones de Schmidt-Lanterman. Esta fragmentacién de la vaina de
mielina, esta asociada con hipertrofia e hiperplasia de las células de
Schwann, Bradley y Adsbury”, 1970. Finalmente todas las fibras del
extremo distal degeneran.

Hacia el cuarto dia, una importante actividad mitética se hace
evidente en la poblacién de células de Schwann, en la parte mas distal del
cabo proximal y por completo en el cabo distal. Las células de Schwann
proliferante se alinean de forma longitudinal, dando lugar a las llamadas
bandas de Biinger, en el interior de los tubos de Schwann. Ya Thomas®’,
en 1964, sugirié la posibilidad de que las células de Schwann sintetizaran
un precursor de coldgeno, que condicionara su agrupamiento alrededor de
los tubos de Schwann.
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Al octavo dia de la seccién, un corte longitudinal de la porcién distal
del nervio muestra una gran cantidad de glébulos orientados
longitudinalmente que corresponden a productos de degeneracion de
mielina que se cruzan con cabos ondulantes de proliferacién de células de
Schwann. Cuando el proceso regenerador procedente del cabo proximal
falla, los tubos de Schwann encogen y el extremo distal del nervio se va
contrayendo y siendo reemplazado por tejido conectivo quedando de él
solamente un esqueleto.

Finalmente, en los dias siguientes el axdn y la mielina degenerados
de los mufiones distales de nervios periféricos cortados atraen macréfagos
del endoneuro, que fagocitan el material degenerado. Se sabe que las
células de Schwann colaboran activamente en la resorcién de las fibras de
mielina, al adquirir una actividad fagocitica ayudando a suprimir los
restos en la zona lesionada, Lassner'. Todos estos cambios secuenciales
citados, se ilustran en la Fig. 2.

3.d.- PROCESO DE REGENERACION DEL NERVIO PERIFERICO

Desde las primeras horas siguientes a la seccién nerviosa, existe una
evidencia de actividad regenerativa con profusién de brotes axonales,
formados preferentemente a expensas de las fibras amielinicas del mufion
proximal. Estos brotes, se dirigen por contacto con las superficies y no por
factores intrinsecos hacia los tubos de Schwann del fragmento distal. El
descubrimiento del factor de crecimiento nervioso puso de manifiesto que
el proceso de regeneracién axonal se veia notablemente influenciado por
los factores de crecimiento. Seckel’®, en 1986, demostré la gran
importancia del extremo distal nervioso en la produccién de factores de
crecimiento necesarios para el proceso regenerador. El crecimiento masivo
de células perineurales, fibroblastos y células de Schwann desde el extremo
proximal y distal, da lugar a un puente por el cual los axones regenerantes
pueden alcanzar el extremo distal, Thomas™®, 1964. Posteriormente, estos
axones regenerados contindan por los tubos de Schwann, progresando por
el fragmento distal sin obstrucién.

En su progresion, estos axones son englobados por el citoplasma de
las células de Schwann que han proliferado en gran cantidad. En el caso de
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las fibra mielinicas, estos axones sufren un proceso de seleccion que
condiciona la permanencia del mayor de ellos, tinico que se beneficia del
proceso de mielinizacién. Estas fibras mielinicas, aunque estructuralmente
semejantes a las normales, son de tamafioc mds pequeflo y no es extafo
encontrar la presencia de dos fibras mielinicas en 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
axonales del polo proximal y la vaina de Schwann del polo distal. En caso
contrario, los axones crecen a partir del extremo proximal, pero no pueden
penetrar en los tubos Schwannianos del distal y dan lugar a una masa
desorganizada o neurona traumdtica al final de aquél, mientras que las
células de Schwann del extremo distal proliferan de forma anérquica
originando un neuroma.

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

S5i los dos extremos seccionados del nervio se unen y se sujetan en
su sitio mediante puntos a través de sus envolturas de tejido conectivo, o
bien se sostienen unidos por algun otro medio, se puede restablecer al
menos en la zona afectada una parte de la funcién después de un periodo
prolongado.

Lundborg™ enfatiza en la importancia de dos factores necesarios
para que se produzca la regeneracién del nervio periférico: la ldémina basal
de un conducto axonal, y células de Schwann viables como elementos
funcionales, que participardn activamente en la resorcion de mielina
durante la degeneracién Walleriana y por otro lado facilitardn el inicio de
la regeneracion nerviosa al atraer axones en crecimiento desde el mufidén
proximal mediante la secrecién de factores neurotrépicos.

En la parte del nervio distal a la seccion, las fibras nerviosas de las
neuronas aferentes y eferentes estdn seccionadas de sus cuerpos celulares,
de modo que mueren y se necrosan. La desintegracién de los axones
requiere solo un tiempo breve, y en unos cuantos dias queda un poco de
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desecho celular en el espacio que ocupaba antes el cilindroeje. Las vainas
de mielina de esos axones que son seccionadas desde sus cuerpos celulares
se descomponen también.

Las células de las vainas de Schwann proliferan y se cree que forman
cordones que se encuentran en los tubos endoneurales. Esas células se
multiplican dentro de los tubos de la ldmina basal, para formar columnas
longitudinales llamadas "bandas de Biinger". Los macréfagos del
endoneuro fagocitan y digieren las gotas de mielina desdoblada y los
residuos de los axones muertos.

Los fibroblastos, en particular los que estdn cerca del sitio en el que
estd cortado el nervio proliferan, pero a menos que el sitio del corte se
haya infectado, no suelen proliferar con tanta rapidez como las células de
la vaina de Schwann.

En tanto ocurren estos cambios del nervio distal al corte, ocurren
cambios también en el munén proximal. Cerca de la regi6n de corte los
axones degeneran al principio. Las células de la vaina de Schwann
proliferan y crecen hacia el interior de nuevo y se unen con las del mufién
distal. Asf se establece la continuidad a través del corte gracias a las células
de la vaina de Schwann y estas células tienen hendiduras entre ellas

7 insiste en la necesidad de

dispuestas de forma longitudinal. Zalewski
mantener un adecuad enfrentamiento de los extremos suturados del
nervio a fin de no deprivar al injerto de la influencia que sobre él ejercen
los factores neurotréficos liberados desde los extremos. En este aspecto,
Bora y Grabb”, defendieron la sutura perineural, Fig. 3, frente a Wise?”!,

que preferié la epiperineural, Fig. 4.

Una vez enfrentados los extremos, los cilindroejes de la porcién
proximal del nervio seccionado empiezan ahora a abrirse paso hacia
delante, un poco cada dia, y después de unos dias llegan al espacio en el
que habia uniéon entre las dos salientes de las células de la vaina de
Schwann.

Los axones, al crecer, se ramifican mucho y las diversas ramas se

abren camino a través de dichas hendiduras y espacios segin los
encuentren; gran numero de ellas se las arreglan para atravesar la regién
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del corte y desde ahi para crecer a lo largo de las vias mintisculas que
existen en el sincitio proporcionado por las células de la vaina de
Schwann hacia las aberturas de los tubos endoneurales del mufién distal.
Bajo buenas condiciones, las fibras crecen por estos tubos a un ritmo que
ha sido estimado de manera variabe entre 1 y 4 mm por dia. Conforme se
aproximan a la terminacién del nervio, crecen con un poco mas de
lentitud.

Debe observarse que con independencia de lo cuidadosamente que
se unan entre si los nervios seccionados, no puede esperarse que la
mayoria de los axones que crecen encuentren el camino adecuado. Quiza
ayude bastante que los axones, al llegar al sincitio de la vaina de Schwann
que se forma en el sitio del corte, se ramifiquen en muchas ramas. De aqui
que haya més axones en realidad creciendo a través del nervio seccionado
que los que habia antes entrando en ocasiones varios de ellos en un tubo
endoneural.

Fig. 3. Sutura epineural.

En un tubo endoneural, el axén nuevo se encuentra contra un
cordén de células de Schwann. Estas tiltimas lo envuelven de manera
gradual pero probablemente de manera muy semejante a como ocurre
durante el desarrollo normal. Se forma a continuacién mielina nueva,
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probablemente del mismo modo que durante el desarrollo, y las células de
Schwann con forma de cordén adoptan una vez més su aspecto maduro.

Fig. 4. Sutura epiperineural.

Por otra parte, un nervio voluminoso contiene varios haces de
fibras. Cada haz estd rodeado por una vaina densa de perineuro. Existe
mucha comunicacion entre los fasciculos, y las fibras nerviosas pasan de
unos a otros. En consecuencia, el volumen relativo de los fasciculos de un
nervio cambia continuamente en toda su longitud.

Para unir los dos muhones de un nervio, habiendo sido destruida
una porcién del mismo, hay que tirar de los dos extremos que se desea
poner en contacto. Los nervios pueden someterse a traccion hasta cierto
punto sin lesién, Sunderland®’. Esto probablemente dependa en parte de
que las fibras nerviosas no siguen un curso recto a lo largo del nervio,
sino en "zig-zag". Al tirar de un nervio, sélamente se enderezan las fibras
sin someterlas a verdadera traccidn.

El niimero de fibras incluidas en un fasiculo varfa mucho, al igual
que el didmetro de las fibras nerviosas en el mismo. El aumento del
numero de fibras se atribuye a la ramificacién de estas en el interior de los
miSmMos nervios.
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4-HISTOLOGIA DEL ALOINJERTO DEL NERVIO PERIFERICO Y
DEL RECHAZQO POSTRASPLANTE

Sanders y Young™', en 1943, fueron los primeros investigadores que
hicieron referencia al fracaso de aloinjertos como consecuencia de la
respuesta inmune desencadenada contra el tejido transplantado. Treinta
afios después, Pollard vy Fitzpatrick®, basados en estudios
ultraestructurales, asociaron el fracaso del alonjerto con la invasion del
tejido por linfocitos, células plasméticas y macréfagos activados. Sin
embargo, no pudieron identificarse el tipo de linfocitos observados, ni la
secuencia de invasién de los mismos ni pudieron ser cuantificados
debido principalmente al bajo alcance de las técnicas disponibles en
aquellos tiempos.

Estudios mas recientes en transplantes de rifion y corazén, han
mostrado que son dos las subpoblaciones de linfocitos T implicados en el
rechazo alogénico. Los llamados linfocitos T helper o inductores (CD4),
son los que juegan un papel predomiante a la hora de reconocer antigenos
del sistema HLA de clase II en el tejido transplantado, mientras que los
linfocitos denominados T citotéxicos o supresores (CD8), son aquellos
capaces de reconocer las moléculas del sistena HLA de clase I, expresadas
en forma de antigenos en las superficies celulares del aloinjerto. La
relacién entre ambos lifocitos se produce en organismos que no han sido
previamente sensibilizados contra el tejido donante, donde los linfocitos
T helper desencadenan el inicio de la respuesta inmune celular
estimulando la produccién de linfocitos T citotdxicos, Hall*,

Existen por otro lado otros elementos celulares que intervienen
igualmente en el inicio de esta respuesta inmune secundaria a la
realizacién del transplante. En otros tejidos, para desencadenar esta
respuesta in vivo, se requiere que el antigeno de la célula donante sea
presentado a las células T por células especializadas llamadas células
presentadoras de antigenos (CPA) o células dendriticas, que se localizan
habitualmente en el intersticio de la mayoria de los tejidos. En este
sentido, ¢l sistema nervioso ha sido considerado durante mucho tiempo
un tejido inmunolégicamente privilegiado, entre otras razones por no
poseer estas células responsables en gran parte del inicio del rechazo
tisular.
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El fracaso del alotransplante de nervio periférico ha sido asociado
tanto a la pobre vascularizacién de los axones en regeneracion, Comtet”,
como a la severa interrupcién en la arquitectura de la fibra nerviosa
debida a la actividad de células mononucleares. La invasion del aloinjerto
por linfocitos y macréfagos se describi6 como una respuesta inmune
probablemente desencadenada bien por la mielina en degeneracién o
bien por la actuacion del epineuro y tejidos circundantes como antigenos

de trasplante.

A pesar de que en el desencadenamiento de la reaccién de rechazo
en el tejido nervioso no han sido encontradas CPA como se han descrito
en otros tejidos, diversos estudios, Lassner'®, Ansselin’, Hall¥, han
reconocido un importante papel inmunolégico a las células de Schwann
que podrian comportarse como CPA induciendo a las células T del
huésped a reconocer los antigenos del tejido donante. Una caracteristica
esencial de una CPA es su expresion de moléculas del CMH de clase [ y II,
de ahi la importancia de testar la presencia de estas moléculas en las
células de Schwann para apoyar con ello la teorfa del papel que
desempeiian, como CPA, en el inicio del rechazo en trasplantes de tejido
nervioso.

Estudios recientes confirman la observacion de Pollard y
Fitzpatrick™, en 1973, acerca de la reaccion de rechazo del aloinjerto, que
se caracteriza por una importante respuesta inmunolégica en la que
predomina la invasién de linfocitos y macréfagos, y en la que se destaca el
papel de la célula de Schwann como célula no pasiva que adquiere un
papel decisivo a la hora de iniciarse la respuesta inmune.

En este 4mbito, Ansselin’ realiza un estudio inmunolégico sobre
trasplante alogénico de nervio periférico entre dos cepas de ratas
histolégicamente no compatibles, cuantificando el nimero de linfocitos T
helper (T4) y T citotoxicos (T8) asi como el nimero de macréfagos y la
secuencia de aparicién de los mismos durante los dias 1 al 14 que
siguieron a la realizacién del implante nervioso. Ademés, se estudia en el
mismo periodo de tiempo, la expresién en el injerto de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase I y IL Los
resultados obtenidos, muestran un aumento progresivo del numero de
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linfocitos T4 y T8 a partir del cuarto dia de la realizacién del transplante,
namero que alcanza su méximo hacia el dfa 6-7, hasta el punto que se hace
muy dificil su contaje exacto en esos dias. Este incremento en la poblacién
de linfocitos se hace principalmente a expensas de los linfocitos T
citotéxicos que parecen proliferar mas rapidamente como demuestra el
descenso de la relaciéon T4/T8 entre los dias 4-7, siendo por tanto en el dia
7 postransplante claramente mas bajo el ndmero de linfocitos T helper
respecto a los T citotdxicos. Aunque no es del todo conocido qué
desencadena semejante incremento celular en tan corto periodo de
tiempo, se sabe que, coincidiendo con otros estudios, Ishida', el rechazo
agudo postrasplante se produce exactamente entre los dias 6 a 8
postoperacién, que es cuando el injerto muestra signos de severa reaccion
inflamatoria, mostrdndose la arquitectura del nervio alterada por
semejante invasién celular, que por el contrario, no aparece en los casos
control de trasplante autélogo. Dicho acimulo celular predomina tanto
en los alrededores de las lineas de sutura del injerto como en las
proximidades de los vasos sanguineos, lo que sugiere que la diseminacion
celular de linfocitos llega al tejido trasplantado desde el torrente
sanguineo.

A partir del dia 10, el numero de linfocito T4 y T8, a pesar de ser
todavia muy alto, comienza a disminuir siendo méas rapido el descenso de
los T8. Ya en el dia 14, el aloinjerto aparece como un conjunto de axones y
células de Schwann en proceso de degeneracién con actimulos celulares
de linfocitos interpuestos entre ellas. Hacia el dia 21 el nervio
transplantado aparece como un tejido fibrético invadido por fibroblastos y
fragmentos de lamina basal de células de Schwann. No aparecen linfocitos
y se detectan signos incipientes de regeneracién axonal. Por el contrario, en
los transplantes autdlogos, el incremento celular nunca alcanza el nimero
observado en el aloinjerto y siempre existen niveles muy bajos de T4,
alcanzdndose al final del estudio un aceptable nivel de axones y células de
Schwann en proceso de regeneracion.

Otra célula que interviene en la reaccién de rechazo tisular son los
macréfagos que, en el aloinjerto nervioso en ratas, siguiendo el estudio de
Ansselin’, comienzan a proliferar lentamente a partir del dia 3
postransplante, incrementando de forma importante su nimero
posteriormente desde el dia 4 al dia 10 en que alcanzan el punto de
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maxima concentracién. Este nivel se alcanza 3 dfas después de la
proliferacién maxima de linfocitos T4 y T8 que se produce en el dia 7. A
partir del dia 10, y hasta el dfa 14, aunque se observa un lento declinar en
el contaje de macréfagos, éstos siempre son las células predominantes
respecto al niimero de linfocitos que también disminuyen en ese periodo.
La localizacién de los macrofagos es alrededor de los axones y células de
Schwann, a diferencia de los linfocitos que se sitlan preferentemente en
las proximidades de los vasos. Hacia el dia 21, se detectan muy pocos
macréfagos, inmersos siempre en un tejido de predominio fibrético sin
células de Schwann ni axones nuevos. Por el contrario, en el injerto
autogénico, a los 21 dias del transplante se observan signos evidentes de
regeneraciébn nerviosa habiéndose detectado hasta entonces un patron
paralelo al del aloinjerto en el incremento y posterior descenso del
nimero de macréfagos aun cuando en el primer caso el nimero de
macréfagos es siempre muy inferior al observado en el aloinjerto.

Como se ha referido anteriormente, existen estudios, Ishida'® que
atribuyen a la célula de Schwann el papel de CPA. Ansselin’, confirma esta
teoria al detectar que estas células en el aloinjerto nervioso, expresan
moléculas del CMH de clase I y II, lo cual es caracteristicode estas células, y
lo hacen ya desde el segundo dia postransplante. La expresién de estas
moléculas afecta a células de Schwann tanto de fibras mielinicas como
amielinicas y precede en dos dias a la invasién celular de linfocitos T y de
macréfagos. Aunque ambas moléculas son expresadas desde el dia 2 del
transplante como se ha mencionado, es alrededor del dia 6-7 cuando se
observa un mayor nimero de moléculas del CMH de clase I en relacién a
las de clase II, lo que parece tener relacién con el coincidente predominio
de linfocitos T8 que son las células capaces de reconocer a estas moléculas
de clase I. A partir del dia 10 el nimero de moléculas de ambas clases ha
descendido hasta hacerse muy similar, al igual que lo era el nimero de
linfocitos T8 y T4, que son respectivamente los que identifican a las
moléculas del CMH de clase I y II. Por el contrario, en el caso del
autoinjerto nervioso, nunca se detectan moléculas de clase I,
observdndose unicamente moléculas de clase I en algunas células,
presumiblemente macrofagos, desde el dfa 4 postrasplante. Es a partir del
dia 6 cuando empiezan a detectarse estas moléculas, y de forma muy leve,
en la membrana de las células de Schwann que posteriormente irdn
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disminuyendo de forma progresiva desde el dia 10 al 14 en que ya no se
detecta ninguna molécula de clase I en estas células.

Yu?’, con anterioridad, estudié la expresién de estos antigenos, tipo
Iy I del CMH en trasplante alo e isogénico de nervio periférico de rata,
concluyendo que ambos eran expresados a bajos niveles en el nervio
periférico normal ( los de clase I en las células endoteliales y los de clase II
en las células intersticiales-células de Schwann y fibroblastos-).

En contraposicién, la expresién de estos antigenos en las células
donantes de un injerto, dependia del tipo de trasplante realizado, de tal
modo que s6lo el aloinjerto y nunca el autélogo, era capaz de expresar los
antigenos de tipo II, cuya méxima expresién podia ser detectada alrededor
de los dias 8 al 15 postrasplante, no detectdndose posteriormente después
de los 30 dias. Este hallazgo sugeria que la célula responsable de la
expresiéon antigénica tipo II en el alotrasplante, después de haber
sensibilizado con ello la inmunidad del receptor, era destruida por la
reaccién de rechazo desencadenada de este modo. La caracterizaciéon de
estas células capaces de actuar como células presentadoras de antigeno.s, se
produjo posteriormente, constatdindose, como se ha sefialado segin
Ansselin’, que se trataba de células de Schwann.

Con estos datos, y aunque el tema que nos ocupa es la histologia del
alotransplante de nervio periférico, parece oportuno establecer un
paralelismo con los hallazgos histolégicos en el autoinjerto nervioso
para poder establecer comparativamentela la diferencia entre los diversos
hallazgos.

Asf, analizando el aloinjerto nervioso, las primeras moléculas
detectadas muy inicialmente son las moléculas del CMH de clase I y II
expresadas por las membranas de las células de Schwann, que apenas 2
dias después se acompafian de una progresiva invasion celular de
linfocitos T4 y T8. Hacia el dia 7 postransplante se observa un importante
acimulo celular con predominio tanto de linfocitos T4 como de moléculas
del CMH de clase 1. Este momento, comprendido entre los dias 7 al 10
postoperatorio, parece corresponder a la fase mas destructiva de la
respuesta inmune frente al aloinjerto. Por otro lado, el incremento
progresivo de los macréfagos cuyo niimero se hace méximo hacia el dia 10
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y cuya persistencia se mantiene de forma importante durante los dia 10 al
14, fase en que comienza a atenuarse a respuesta inmune de rechazo,
sugiere que los dos tipos de linfocitos T intervienen en el reclutamiento y
activacién de los macréfagos, los cuales se hacen responsables de la
destruccién directa de los componentes celulares del aloinjerto, junto a los
linfocitos T4 a los que también se atribuye un papel citotoxico directo. La
célula de Schwann por su parte, no sélo actia como CPA frente a los
linfocitos T, sino que finalmente se convierte en objetivo directo de la
reaccibnde rechazo. Hacia el dia 21 fibroblastos inmersos en restos
celulares y fragmentos de ldmina basal de células de Schwann en un tejido
predominantemente fibroso en el que puede observarse algun brote
axonal incipiente y donde la ausencia total de linfocitos, macréfagos y
moléculas del CMH sugieren que el proceso de rechazo ha terminado.

El estudio histologico del autotrasplante de nervio periférico nos
muestra al macréfago como célula predominante durante todo el proceso.
Se observa un aumento progresivo de estas células hasta eldfa 10 en que
paulatinamente comienza a disminuir su niimero, que en 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 T8 como ocurria en el alotrasplante, y las
células de Schwann en cambio, sélo expresan moléculas de clase I, a
diferencia del alotrasplante en que también expresaban moléculas de clase
II, lo que apoya la no funcién de estas células en este caso, como CPA. Es
mads, en este tipo de injerto, nunca se desarrolla una reaccién de rechazo
sino simplemente una degeneracidn y posterior regeneracién walleriana,
de ahi que la célula predominante sea el macréfago, principal responsable
del aclaramiento de restos tras la degeneracion del tejido. El que el ndmero
de estas células sea siempre menor que el existente en el alotransplante,
puede deberse a que en el autoinjerto, la célula de Schwann funciona
como fagocitadora de mielina, como se confirma en estudios de otros
autores, Grochowicz®™, Lassner®’, colaborando de este modo con el
macréfago en la funcién de eliminar residuos de tejido degenerado. La
funcién de los linfocitos en el autotrasplante parece estar relacionada con
el reclutamiento y activacién de macréfagos y el reconocimiento de las
moléculas del CMH de clase II expresadas por las células de Schwann, y no
con una actividad predominantemente citotdxica como acontece en el
alotrasplante. Hacia el dia 21, sélo se observan  células de Schwann vy
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acimulos de brotes axonales en crecimiento, no detectindose signos de
fibrosis, lo que confirma la no existencia de rechazo inmunolégico en el
autotrasplante.

Ishida'”, estudia la respuesta inmunoldgica celular y humoral en el
trasplante alogénico, hallando que adn cuando la reaccién predominante y
responsable del inicio del rechazo es caracteristicamente celular, ésta, a
través de los linfocitos T helper estimula la produccién de linfocitos B, de
tal modo que se describe, coincidiendo con el hallazgo de otros autores,
Mackinnon'”, una respuesta inmunoldgica celular en la fase temprana del
rechazo y una segunda fase més tardia en la que el sistema humoral
estimula la produccién de anticuerpos especificos, que se detectan en suero
incluso en un tiempo superior a Jos 3 meses.

5-RECHAZO DEL TRASPLANTE
5.a.-TERMINOLOGIA DEL TRASPLANTE.

Desde un punto de vista médico, y segun refiere Duran®, el
trasplante puede definirse como el cambio o traslado de lugar de un
organo o tejido dentro de un mismo individuo, o su extraccién y
colocacién en un individuo diferente.

El sujeto que cede el 6rgano o tejido se llama donante y el que lo
recibe se denomina receptor o huésped. En términos clinicos, trasplante es
sinébnimo de injerto.

El éxito de un trasplante depende, entre otras cosas, de las relaciones
genéticas entre el donante y el receptor. Estas relaciones permiten
establecer una serie de definiciones, segun refiere Duran®, basandose en la
clasificacion de Snell:

- Autoinjerto o trasplante aut6logo. El donante y el receptor son el
mismo individuo; es decir, el injerto se obtiene y se coloca en el mismo
sujeto.
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- Isoinjerto, trasplante isogénico, injerto isélogo o singénico. El
donante y el receptor, aunque son individuos diferentes, son de la misma
especie y genéticamente idénticos: gemelos verdaderos u homocigéticos o
animales de una misma linea consanguinea.

-Aloinjerto, homoinjerto, injerto aldlogo, trasplante alogénico o
injerto homélogo. El donante y el receptor son individuos de una misma
especie, pero genéticamente diferentes.

- Xenoinjerto, heteroinjerto o injerto heterdélogo. Donante y receptor
pertenecen a especies diferentes.

Mientras que los dos primeros tipos de trasplante, autoinjerto e
isoinjerto, son aceptados por el receptor los dos segundos, aloinjerto y
xenoinjerto, no son aceptados por el receptor y su destino es el rechazo del
trasplante. De ello puede deducirse la importancia de las relaciones
genéticas entre donante y receptor.

Segun la funcién que se espere del trasplante, éste puede catalogarse
como trasplante vital o inerte.

- Trasplante vital. El 6rgano o tejido trasplantado continiia llevando
a cabo todas las funciones fisiologicas propias después del trasplante. Seria
el caso del trasplante de rifién o de corazén.

- Trasplante inerte o estatico. El tejido u 6rgano trasplantado presta
su organizacidn estructural, pero no su dindmica, mientras lcs tejidos del

receptor se regeneran y le sustituyen. Es el caso de los injertos dseos.

Teniendo en cuenta el lugar de implantacién del injerto en el
receptor se distinguen:

- Trasplante ortotdpico. Ocupa el mismo lugar anatdmico que el
6rgano del receptor al que sustituye.

- Trasplante heterotépico. El érgano o tejido trasplantado ocupa un
lugar diferente al de su emplazamiento anatémico normal en el receptor.
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Considerando la edad del donante y la del receptor, los trasplantes
reciben la denominaciéon de isocrénicos, cuando ambas edades coinciden,
mientras que cuando el donante y el receptor tienen edades diferentes se
habla de trasplantes heterocrénicos.

Segun la técnica y los métodos empleados para la realizacién del
trasplante, se distinguen las siguinetes modalidades:

- Injertos anastomosados. Durante el acto operatorio se realiza
anastomosis quirdrgica entre vasos del receptor y vasos del érgano
trasplantado. Es el caso del trasplante renal o hepatico.

- Injertos pediculados o en colgajo. Conservan conexiones
vasculares con el area donante a través de un pediculo, generalmente de
cardcter temporal, hasta que el injerto se vasculariza a expensas de los
vasos del drea receptora, momento en el que se secciona el citado pediculo.

- Injertos libres. El injerto se separa completamente del érea
donadora en el momento de su obtencién, colocindose a continuacién o
tras un periodo mas o menos largo de tiempo en el drea receptora. Su
supervivencia queda asegurada por la invasién vascular del injerto por
parte de los vasos del receptor, nutriéndose hasta que esto suceda por
imbibicion: son injertos de vascularizacion espontanea retardada.

- Injertos transfundidos. El injerto se realiza mediante la inyeccién
de una suspensidon celular en el torrente circulatorio, en una cavidad
natural o en el seno de los tejidos o parénquimas viscerales del receptor.

Teniendo en cuenta el estado del donante el 6rgano o tejido a
trasplantar puede obtenerse de un donante vivo emparentado o no con el
receptor, o de un cadaver.

Segiin el numero de érganos trasplantados, puede hablarse de
trasplantes tnico, doble o miiltiple. La implantacién de mds de un 6rgano
en un solo acto operatorio se denomina trasplante sincrénico o
simultineo; si se hace en operaciones diferentes, separadas por un
intervalo mas o menos grande de tiempo se habla de trasplantes sucesivos.
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5.b.- FISIOPATOLOGIA DEL RECHAZO.

Rechazo, es el conjunto de hechos que acontecen en el receptor una
vez realizado el trasplante de un érgano o tejido.

Durante los primeros dias que siguen al trasplante parece que el
érgano es aceptado por el receptor, pero a partir de un momento
determinado aparecen signos de sufrimiento del injerto y de menoscabo
de sus funciones. El resultado final es la destruccién del trasplante, cuya
estructura es sustituida por un tejido inflamatorio y fibroso, con
infiltracion perivascular de células mononucleadas de tipo
linfohistiocitario.

Asi como la evolucién espontdnea de un auto o isoinjerto es
relativamente simple, la evolucién natural de un aloinjerto ¢ xenoinjerto
conduce indefectiblemente al rechazo del mismo por parte del receptor.

Los diferentes componentes de la reaccién de rechazo, siguiendo el
simil de un arco reflejo, son los siguientes:

1. Antigenos de trasplante o de histocompatibilidad del donante,
que constituyen el estimulo que pone en marcha la reaccién inmunolégica
del rechazo.

2. Arco aferente 0 modo de acceso de los antigenos de trasplante al
sistema linfoide del receptor, para que tenga lugar el reconocimiento de
tales antigenos como algo no propioc o extrafio al organismo.

3. Centros linfoides o lugar donde se elabora una respuesta al
estimulo.

4. Arco eferente o brazo de salida de la respuesta, que es doble,
comprendiendo una respuesta humoral, en forma de anticuerpos
circulantes, y otra respuesta celular mediada por linfocitos sensibilizados
frente al antigeno especifico. El arco eferente, con su doble brazo,
constituye el mecanismo efector de la reaccién de rechazo.
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5.c.- INMUNOLOGIA DEL RECHAZO.
5.c.1.- Antigenos de trasplante o de histocompatibilidad

Antigeno de trasplante es todo aquel capaz de provocar en el
receptor, una reaccién de rechazo del aloinjerto. Estos antigenos
pertenecen al donante y son fabricados por las células siguiendo el
esquema general de la sintesis proteica, situdndose en la membrana celular
del injerto. Constituyen la marca de individualidad del 6rganc o tejido a
trasplantar, debido a la enorme trascendencia que juegan en los
fenémenos de reconocimiento e interacciones celulares del rechazo.

Dichos antigenos, se encuentran bajo control genético, y son
reconocidos como extrafios por el receptor, a menos que donante y
receptor sean genéticamente idénticos. De ellos, unos son més potentes
que otros, por lo que se distinguen antigenos menores y mayores o débiles
y fuertes respectivamente, en los mamiferos. En el hombre los antigenos
mas potentes son los llamados HLA, codificados por un conjunto de genes
llamado complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Existen
también otros genes, distintos del CMH, que controlan los antigenos
débiles de trasplante y que pueden igualmente participar en la reaccién
inmunitaria del rechazo.

Ademds del sistema ABO eritrocitario, que posee antigenos fuertes
de trasplante, en el hombre existe un grupo de antigenos mayores, que
constituyen el sistema HLA (Human Leucocyte Antigens), situado en la
region 21 del brazo corto del cromosoma 6, Farreras®”. Este sistema de
antigenos estd codificado por el conjunto de genes del CMH, y se
encuentra presente en la superficie de todas las células nucleadas, con una
concentracién especialmente elevada en los leucocites, las plaquetas y las
células cuténeas.

En la regién mencionada del cromosoma 6, existen cuatro loci,
denominados A, B, C y D. Los tres primeros, se encargan de la codificacién
de los antigenos HLA de clase I. El locus HLA-D, que incluye los subloci
DP, DQ y DR, rige la sintesis de los antigenos HLA de clase II. El CMH
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controla ademds, mediante genes situados entre los loci HLA-B y HLA-D,
algunos componentes del sistema de complemento (factor B de la via
alternativa de activacién, C2, C4), a los que algunos autores denominan

antigenos de clase III, Fig. 5.
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Fig. 5. Sistema HLA del CMH.

Los antigenos de clase I se encuentran en la superficie de todas las
células nucleadas somaéticas, a diferencia de los antigenos de clase II, que
slo los poseen un niimero restringido de células: la mayoria de los
linfocitos B, las células T activadas, las llamadas células presentadoras de
antigeno  (monocitos-macréfagos, células de Langerhans, células
dendriticas) y las células epiteliales del timo.

Tanto los antigenos de clase 1 como los de clase II, muestran

analogias estructurales con las inmunoglobulinas.
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La presencia de antigenos HLA en la superficie celular se detecta por
un procedimiento serolégico (utilizando antisueros antigeno-especificos
conocidos que aglutinan o destruyen las células portadoras del antigeno) o
por cultivo mixto de linfocitos. Este doble procedimiento ha permitido
distinguir dos grupos de antigenos en el sistema HLA: antigenos HLA-
serolégicamente definidos (HLA-SD) y antigenos HLA definidos mediante
cultivo mixto de linfocitos (HLA-LD).

El primer método, el serolégico, ha sido el utilizado habitualmente
para la identificacién de antigenos HLLA-A, HLA-B y HLA-C, es decir, los de
clase I, aunque actualmente también puede ser de aplicacidn para los
antigenos de clase II (antigenos HLA-DR), si bien todavia no se dispone de
antisueros para todos ellos. El cultivo mixto de linfocitos permite la
identificacién de los antigenos de la regién HLA-D.

5.¢.2.- Reconocimiento antigénico del donante por el receptor.

Los antigenos de histocompatibilidad del donante acceden hasta el
sistema inmunocompetente del receptor, para que tenga lugar el
reconocimiento de tales antigenos como algo no propio al organismo vy, de
esta forma, es inducida la inmunidad de trasplante.

Los linfocitos llamados T cooperadores o T helper (Th), reconocen
los antigenos de clase II alogénicos y los linfocitos T citotéxicos (Tc), hacen
lo propio con los antigenos de clase L.

El acceso de los antigenos puede hacerse de tres formas:

- Células del propio trasplante que son portadoras de antigenos de
clase II, como linfocitos, macréfagos y células dendriticas, que pasan a la

circulacion venosa o linfatica del receptor.

- Fracciones celulares particuladas o solubles procedentes del
trasplante que, por via sanguinea o linfética, llegan a los centros linfoides.

- Algunos linfocitos circulantes del receptor pueden ponerse
directamente en contacto con los antigenos en el momento en que,
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después de abandonar la circulacién sanguinea, atraviesan el injerto. Estos
linfocitos sensibilizados periféricamente, que generalmente son un
pequefio nimero, retornan al ganglio linfatico regional por via linfatica.

5.3.c.- Centros linfoides

Los o6rganos linfoides secundarios, bazo y ganglios linfaticos
principalmente, son los encargados de transformar el estimulo antigénico

en respuesta efectora.

El sistema inmunitario deriva de una célula precursora , que puebla
los oOrganos linfoides centrales o primarios: el timo, encargado de la
inmunidad de mediacién celular, y la médula ésea, que rige la inmunidad
de mediacién humoral.

Los 6rganos linfoides primarios controlan, a su vez, a los 6rganos
linfoides secundarios o periféricos, representados por el bazo, los ganglios
linfaticos y el tejido linfoide de las mucosas. Dentro de éstos, se distinguen
zonas timo-dependientes y zonas timo-independientes.

Las areas timo-dependientes de los ganglios linfaticos y del bazo,
contienen los llamados linfocitos T, responsables de la inmunidad celular,
mientras que las dreas timo-independientes, contienen los llamados
linfocitos B, responsables de la inmunidad humoral a través de la
produccién de anticuerpos.

Cuando una célula T o B virgen, es decir, que no ha tenido contacto
previo con un antigeno, se estimula antigénicamente se transforma en
una gran célula baséfila, que a su vez se diferencia originando dos tipos de
células:

- Células efectoras de la respuesta inmunitaria, tanto de la
respuesta celular (mediante el linfocito T efector o citotdxico, en el caso de
las células T) como de la respuesta humoral (mediante las células
plasmaticas secretoras de anticuerpos, en el caso de las células B).
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- Células memoria, que no intervienen en la primera respuesta,
pero ante una nueva estimulaciéon por el mismo antigeno, proliferan y se
diferencian en células efectoras, de inmunidad celular o humoral, con
mayor rapidez y eficacia que las células virgenes. Cuando el antigeno
llega por via venosa, la respuesta es mds precoz, pero menos intensa y
persistente, existiendo una mayor respuesta cuando el antigeno alcanza los
centros linfoides por via linfatica.

El macréfago o sus equivalentes (células presentadoras del
antigeno o CPA) no sélo capta el antigeno alogénico, sino que ademas lo
procesa en su interior y lo expresa en su membrana, junto con su propio
antigeno HLA de clase II, para asi presentérselo al linfocito.

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

- Células T cooperadoras, colaboradoras, inductoras o helper (Th),
denominadas asi por la ayuda que prestan tanto a las células B, en su
diferenciacién hacia células plasméticas, como a las células T en su
diferenciacidon hacia células efectoras o citotdxicas.

- Células T citotéxicas (Tc), que tienen un efecto citolitico por
contacto directo con las células diana que poseen el antigeno frente al que
han sido activadas. Las células Tc, junto con las células de la
hipersensibilidad retardada, reciben la denominacién de células T
efectoras.

- Células T supresoras (Ts) ejercen funciones opuestas a 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 como los linfocitos B poseen en su membrana
distintos marcadores, designados internacionalmente como CD ( Cluster of
Differentiation) o grupo de diferenciacién que permiten determinar los
distintos tipos y subpoblaciones linfocitarias.

Células nulas  son aquellos linfocitos, en nimero pequefio,

denominados asi porque no poseen inmunoglobulinas de superficie
(caracteristica de las células B) ni receptor clonotipico (caracteristico de los
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linfocitos T). Algunos autores creen que estas células pueden ser células T

SUpresoras.

Entre la poblacién de células nulas, por su actividad, se han descrito

dos subpoblaciones:

- Linfocitos K (de killer), que muestran capacidad para destruir
células diana cubiertas de anticuerpos en su superficie (citotoxicidad
celular anticuerpo-dependiente).

- Linfocitos NK (de natural killer), dotados de actividad citolitica
por contacto directo con células en estadios precoces de diferenciacion
(tumorales o infectadas por virus).

5.c.4.- Elaboracidén de la respuesta inmunoldgica

Para que la respuesta inmunitaria se amplifique y el rechazo se
produzca, es imprescindible la cooperacién celular. En este sentido, los
acontecimientos suceden de la siguiente forma:

El macréfago o sus equivalentes, células presentadoras de antigeno o
CPA, captan el antigeno procesdndolo en su interior y expresandolo en su
membrana junto con sus propios antigenos HLA de clase II, para
presentarselo de esta forma al linfocito Th poseedor de los mismos
antigenos HLA de clase II que la CPA.

Las células B, pueden captar el antigeno-alogénico uniéndose a él
directamente mediante su inmunoglobulina de superficie, 0 hacerlo
también mediante su Ig, acopldndose al antigeno expresado en la
superficie de la CPA. De esta forma es reconocido por el linfocito Th,
portador como en el caso anterior, de idénticas moléculas de clase II a las
del linfocito B portador del antigeno.

El macrofago, que constituye la llamada unidad de presentacién al

unirse al antigeno, cuando se acopla al linfocito Th, comienza a 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 proliferacién y expansioén clonal tanto de los
propios linfocitos Th, como de los linfocitos B y de los linfocitos Tc,
seleccionados y activados por el contacto antigénico.

El linfocito Th activado libera ademads otras linfocinas, tales como el
factor de crecimiento de las células B (BCGF), que estimula su
proliferacién, y el factor de diferenciacién de las células B (BCDF), que
estimula la secrecién de anticuerpos por las células B plasmaticas. Dicho
linfocito secreta también el factor de diferenciacién de las células NK
(NKDF) y el interferén gamma (gamma-IFN), que estimulan la
proliferacién y activaciéon de las células NK.

Parece ser que las células Ts son los tnicos linfocitos T capaces
siempre de reconocer el antigeno alogénico sin que esté asociado a los
antigenos HLA.

En el caso concreto de la reaccion de rechazo, un hecho de suma
importancia es que los antigenos HLA alogénicos, por tener una gran
capacidad inmunogenética, pueden ser reconocidos directamente por las
células inmunocompetentes del receptor sin que sea necesaria su
conjuncién, en forma de unidades de presentacién, con los antigenos HLA
propios, como es habitual en las reacciones inmunoldgicas
desencadenadas por ofros antigenos. Este hecho, denominado
reconocimiento alogénico, puede demostrarse facilmente mediante el
cultivo mixto de linfocitos. Por ello, los linfocitos Te¢ reconocen
directamente los antigenos extrafios de clase Iy los linfocitos Th hacen lo
propio con las moléculas de clase II alogénicas.

Las células Ts pueden ejercer un efecto regulador negativo tanto
sobre el desarrollo de linfocitos B como de linfocitos Tc.

El antigeno de clase II alogénico hace que los linfocitos Th proliferen
e interaccionen con células T y B, dando lugar a linfocitos Tc y células B
productoras de anticuerpos, que desarrollan su actividad contra antigenos
alogénicos de clase I. Los linfocitos, pues, proliferan en respuesta a
antigenos de clase II y se diferencian contra antigenos de clase I De ello
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puede deducirse que en el trasplante de 6rganos, con vistas a minimizar el
rechazo, la similitud de antigenos HLA-D/DR (moléculas de clase 1I) entre
donante y receptor puede ser tan importante o més que la similitud de los
antigenos de clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-C).

En resumen, como consecuencia de la respuesta de los centros
linfoides a la estimulacién antigénica, sucede que un pequefio niimero de
linfocitos que resulté estimulado por un antigeno alegénico, da lugar a la
diferenciacién de un gran nimero de células efectoras, es decir, se produce

una expansion de la respuesta inmunolégica.

5.c.5.- Mecanismo efector de la respuesta inmunolégica.

El mecanismo efector de la reaccién de rechazo es el proceso que el
organismo pone en marcha para deshacerse del o6rgano trasplantado
mediante la respuesta inmunoldgica, la cual es elaborada en los centros
linfoides y ejecutada en la periferia. Este mecanismo es
extraordinariamente complejo y en él participan multiples factores, de los
que no todos estan aclarados.

La elaboracién de la respuesta inmunoloégica en los centros
linfoides tiene lugar en dos fases:

La fase antigeno-especifica que es la fase mds incipiente de la
reaccién inmunoldgica y conlleva el reconocimiento del antigeno y la
activacién celular. En ella se lleva a cabo la seleccién clonal de las células
implicadas en el rechazo: es la fase inductora de la respuesta
inmunolégica.

La fase no antigeno-especifica que es la fase efectora de la respuesta
inmunolégica, en la que se produce una expansiéon clonal y una
amplificacién de la misma. En ella juegan un importante papel los
mediadores humorales secretados por los monocitos (monocinas) y por los
linfocitos (linfocinas). Igualmente, la activacién de una serie de sistemas
enzimdticos (complemento, coagulacién, cininas) y el reclutamiento y
acciéon de otros tipos celulares que contribuyen de forma inespecifica, pero
decisiva, a la destruccion del injerto.
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Fl mecanismo efector de la reacciéon de rechazo consta de dos

componentes, celular y humoral:

El mecanismo celular estd representado por los linfocitos T
sensibilizados y sus productos de secrecién (linfocinas) o mediadores
humorales de la inmunidad celular. De ellas, las més conocidas son la IL-1,
la IL-2, la IL-3 y el IFN-gamma, que actdan ampliando la respuesta
especifica de la inmunidad celular y estimulando mecanismos defensivos
inespecificos, con reclutamiento y activacion de polinucleares,
esosinofilos, monocitos, macréfagos y células Killer (K) y Natural Killer
(NK), que participan activamente en la destruccion del 6rgano
trasplantado sin necesidad de sensibilizacion antigénica previa.

El mecanismo humoral estd representado por los anticuerpos
especificos circulantes que mediante la unién con el antigeno activan
diversos sistemas que conducen a la muerte celular, (reacciéon antigeno-
anticuerpo). De estos sistemas los mas importantes son:

El sistema de complemento, capaz de procucir la lisis celular tras
una reaccidbn secuencial o activacion en cascada de los distintos
componentes del sistema.

El sistema de la coagulacidn, que tras ser activado por los productos
de la lisis celular, o directamente por los complejos inmunes, produce
oclusién vascular del érgano trasplantado, a los que se suman los
acimulos celulares intra y perivasculares que crean una situacién de
estasis que favorece igualmente la trombosis.

El sistema de cininas, que aumenta la permeabilidad vascular, dilata
las arteriolas periféricas y ejerce una acciébn quimiotactica sobre los

polinucleares.

Este mecanismo inmunolégico efector del rechazo queda ilustrado
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
preformados en el momento de efectuar el trasplante, como puede ser 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
multiples embarazos.

Se debe a una reaccién antigeno-anticuerpo y a la activacion
consecuente del complemento que mediante la formacién de un trombo
ocluird la luz vascular y produciré la necrosis del trasplante.

2.- Rechazo_agudo: Se establece después de dias o semanas de
realizado el trasplante. El papel principal en esta modalidad de rechazo
corresponde a los linfocitos citotdxicos aunque también participan los
anticuerpos circulantes. Es la modalidad més frecuente de rechazo.

3.- Rechazo crénico: Se produce mucho tiempo después (meses o
afios) de haber realizado el trasplante, cuando se abandona o disminuye el
tratamiento inmunodepresor. Es un rechazo de mediacidén humoral
predominantemente.

5.e.- PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL RECHAZO.
Existen distintos procedimientos utilizados para evitar el rechazo:
Disminucién tigenici 1_organo trasplant

mediante la utilizacion de métodos como la congelacién, liofilizacién,
radiacion, hipoxia, perfusidn con diversas soluciones, etc.

2. Seleccién adecuada de dopante y receptor: tratando de buscar la

méxima semejanza entre los antigenos de histocompatibilidad de donante
y receptor.
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3.- Depresion inmunoldgica inespecifica: mediante la utilizacién

de métodos fisicos (irradiacién general o local y extacorpérea de la sangre),
métodos quimicos o drogas Inmunosupresoras (corticosteroides;

antimetabolitos como  azatioprina; agentes alquilantes  como
ciclofosfamida y antibiéticos como ciclosporina y FK-506) y métodos
biolégicos (esplenectomia, linfadenectomia regional, drenaje del conducto
toracico, transfusiones sanguineas previas, suero antilinfocitico vy

anticuerpos monoclonales).

4.- Tolerancia inmunolégica: mediante la creacién de un estado de
no reactividad frente a un antigeno especifico que en condiciones
normales determinaria una respuesta celular o humoral frente al mismo.

5.- Amplificacién inmunolégica: mediante la administracion de
anticuerpos especificos contra el antigeno de trasplante, que prolongue la
supervivencia del mismo.

6.- FK-506
6.a.- AISLAMIENTO Y SINTESIS

La amplia utilizacién de la CyA como droga inunosupresora de
primera linea en la realizacion de trasplantes, y principalmente el haber
sido aislada de un hongo, llevé a Kino, Hatanaka y Hashimoto' a la
blisqueda de nuevas drogas con propiedades inunosupresoras, para lo que
utilizaron una gran diversidad de cultivos fermentados. Como resultado
de ello, en 1984 estos investigadores hallaron, a partir de la cepa N° 9993 de
un cultivo de Streptomyces tsukubaensis, cuyo nombre se debe al suelo de
donde fue aislado en Japdn, una sustancia con potentes propiedades
inmunosupresoras que fue designada, utilizando la numeracién vy
nomenclatura del Iaboratorio, como FK-506 y comercializada
posteriormente con el nombre de Tacrolimus.

Para la obtencidn de esta nueva droga, son utilizados 1.500 1 de

caldo de cultivo donde es inoculada la cepa de Streptomyces tsubakensis
que serd cultivada a 30°C durante 4 dias. Este organismo alcanza su
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maximo crecimiento a las 40 horas de su incubacién, momento en que
comienza la sintesis de FK-506 observindose el méximo de su produccion
a las 90 horas del inicio de la incubacién. La droga inmunosupresora es
aislada mediante un proceso quimico, manteniéndose después a bajas
temperaturas para permitir su cristalizacién y obtener finalmente a partir
de los 1500 1 de caldo de cuitive, 13,6 gr de FK-506 purificado y cristalizado
en forma de prisma sin color, Goto, Kino, Hatanaka®™.

6.b.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y BIOLOGICAS

FK-506 se presenta cristalizado en forma de un prisma, siendo su
féormula molecular C44 H69 NO12-H20 y su peso molecular de 822.05. Su
estructura quimica pertenece al grupo antibiético de los macrélidos.

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

éter e insoluble en agua, segun refieren los autores Tanaka®’

. Asi mismo,
FK-506 se mantiene estable en condiciones medioambientales normales,
asi como en un medio acido muy diluido y admite ser almacenado bajo
condiciones extremas tales como altas temperaturas, humedad ambiental

elevada y bajo exposicion luminosa de lamparas fluorescentes.

Biolégicamente FK-506 posee actividad antimicrobiana y
antifingica.  Igualmente es considerado como un  potente
inmunosupresor, tanto in vitro, por su capacidad de inhibicién sobre el
cultivo mixto de linfocitos de raton, como in vivo por su efecto supresor
sobre la actividad inmunitaria humoral y celular y sobre la reaccién local
injerto contra huésped también en el raton, mostrando en todos los casos
una actividad superior a la ejercida por la CyA, Kino, Hatanaka'.

6.c- PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

La cuantificacién de FK-506 y sus metabolitos en los fluidos
biolégicos es realizada mediante el método ELISA y estudios de
cromatografia. De esta forma se sabe que esta sustancia es pobre y
errdticamente absorbida tras una dosis oral de 0.15 mg/ Kg, alcanzando un
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pico de concentracion maxima en plasma de 0.4 a 5.6 jug/l, que se produce a
las 0.5 a 8 horas de administrar la dosis referida. Se demuestra ademas, que
el alimento disminuye la absorcion oral de esta droga. Por otro lado, la
perfusién intravenosa de esta sustancia, a la dosis de 0,15 mg/kg/dia,
alcanza una concentracién méxima a las 2 horas de 10 a 24 ug/l, segin
estudios de Venkataramanan et al**.. En plasma, FK-506 permanece unido

a proteinas en un 88%.

La elevada lipofilia de FK-506 hace que sea muy extensa su
distribucién tisular, hallindose en Organos tales como pulmoén, bazo,
corazon, rifién y pancreas, concentraciones mayores que en plasma. En el
compartimento vascular humano también se observa diferencia en la
concentracién 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 fijacion de FK-506 'y
por tanto mayor la concentacién en plasma, Japanese FK-506 study
group'™.

Esta droga es metabolizada ampliamente en el higado, excretandose
invariable s6lo un 1% en bilis, orina y heces durante las 48 horas
siguientes a su admistracién oral o intravenosa. Como resultado de este
proceso, son identificados 9 metabolitos de FK-506 de los cuales sélo dos
poseen actividad inmunosupresora in vitro, Christians™.

La metabolizacién hepética se debe principalmente al citocromo
P450, subtipos I y Illa, y se lleva a cabo mediante reacciones de
desmetilacion e hidroxilacién, Sattler™. Por tanto, una disfuncién
hepatica interfiere con el metabolismo de FK-506, detectindose en estos
casos, un aumento de su concentracién y vida media en plasma y una
disminucién de su aclaramiento. Por el contrario no es esperable
modificaciones de la farmacocinética de esta droga en pacientes con
afectacion de la funcién renal, Jain'Y.

6.d.- MECANISMO DE ACCION
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FK-506 posee actividad inmunosupresora similar, aunque mas
potente, a la CyA , inhibiendo las dos tanto la inmunidad celular como la
humoral. Ambas drogas poseen una marcada afinidad por las proteinas
citoplasmaticas de las células inunosupresoras (inmunofilinas).

La inmunofilina predominante a la que se une FK-506 en el
citoplasma del linfocito T se denomina FKBP12 (FK-506 binding protein
12). El complejo formado por la unién de ambas se ha propuesto como el
desencadenante biolégico responsable de la interaccién con moléculas
intracelulares implicadas en la sefial de transduccion, Bierer'®, De Franco®,
Schreiber’™. Asi, dicho complejo se une a su vez competitiva y
especificamente al complejo  calcio dependiente, calmodulina-
calcioneurina al cual inhibe, Fruman’®, Liu'®, Stewart’™, impidiendo de
esta forma que progrese la sefial de transduccién que tiene por objeto la
transcripcion final de los genes del DNA celular que codifican la sintesis
de IL-2, Banerji’, Baumann®, Brabletz”.

El linfocito T activado posee un factor citosdlico nuclear de
transcripciéon (NF-AT), que es el responsable de que la célula T activada
exprese la IL-2. Dicho factor posee una subunidad citoplasmética (NF-ATc)
y una subunidad nuclear (NF-ATn) que se unen en el citosol nuclear para
iniciar la transcripcién de los genes que codifican la IL-2. Este proceso es
calcio-dependiente y estd mediado por la calcioneurina, la cual es
blogueada por FK-506, impidiéndose por tanto con ello la produccién de
IL-2 en células T humanas activadas antigénicamente, Flanagan”,
McCaffrey'™, Fig. 7.

Tanto CyA como FK-506 parecen intervenir en el bloqueo de la
transcripcién de un grupo de genes durante la fase de activacién temprana
de la célula T, entre los que se incluyen el c-myc proto-oncogen y
aquellos que codifican las IL-2, IL-3, IL4, factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), tumor necrosis factor alfa (TNF-a)
e interferéon gamma (IFN-y). Sin embargo, ambas drogas no afectan a la
transcripcion de genes durante la fase tardia de activacion del la célula T,
tales como el tumor necrosis factor beta (TNF-8), receptor de IL-2 y receptor
de transferrina, Hanke”, Mattila'®®, Metcalfe'”, Tocci®®’.
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FK-506 puede también intervenir selectivamente en la degradacion
de IL-2 y GM-CSF de las células T, lo que confirma su actividad
reguladora de la expresién inmunogenética no sdlo a nivel trancripcional
sino también postranscripcional, Hanke®.

6.e.- PROPIEDADES INMUNOLOGICAS

La activacion de la célula T en respuesta al reconocimiento
antigeno-especifico por los receptores de ésta, ha sido asociada con la
adhesién celular, con el incremento del turnover del fosfatidil-inositol e
incremento de los segundos mensajeros inositol-trifosfato y diacilglicerol
(que a su vez producen respectivamente, liberacién de calcioc del reticulo
endoplasmico y activacién de la protein kinasa C), asi como con la
fosforilacidn de las proteinas citosdlicas, Krensky™!, Nisbet-Brown™. Una
vez iniciado, éste proceso bioquimico desencadena la expresién
coordinada de los genes celulares, principalmente la expresién de la IL-2,
crucial para el crecimiento y proliferacién linfocitaria.

Al igual que la CyA, FK-506 no inhibe la adhesién de las células
T, Eiras®, ni la generacién de los segundos mensajeros, Bierer'®, Fidelus®,
ni tampoco el incremento del calcio intracelular, Jordan'®, subsiguiente al
reconocimiento antigénico por el receptor celular; sin embargo, FK-506
parece inhibir a los componentes distales de la via de activacién de la
célula T, los cuales vinculan el proceso inicial de activaciéon con la fase de
expresion genética final, Sigal”***. Es mas, FK-506 posee selectividad para
bloquear especificamente aquellos puntos que en la via de activacién
estdn intimamente relacionados con el calcio.

1. Efectos sobre las células T

En el timo, las células T, a medida que emigran desde el cortex a la
médula, van adquiriendo las caracteristicas de antigenicidad vy
maduracién necesarias para ejercer su funcién inmunolégica, momento
éste en el que son vertidas a la circulacién sanguinea. FK-506 es capaz de
inhibir la diferenciacién y proliferacién de estos linfocitos, asi como su

produccion de linfokinas, Pugh-Humphreys™®, Thomson®®,
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In vitro, FK-506 ha demostrado ser 10 a 100 veces mds potente que
la CyA. Diferentes estudios indican que esta droga inhibe la activacién
calcio-dependiente de la célula T, la cual se desencadena, a través del
complejo receptor CD3 de la célula T, Jiang', del receptor de superficie
CD2 de la misma célula, Bierer”, y de la combinacién de protein-kinasa C
activada junto con la afluencia de calcio en el citoplasma celular, Kay'™.
Por el contrario, FK-506 no tiene efecto sobre la activacioén celular calcio-
independiente como seria la desencadenada por la molécula de superficie
CD28 o por la activacion de protein-kinasa C séla, Kay'”.

También estd descrito que FK-506 actia bloquendo la division
entre la fase de descanso (GO) y la fase de activacién (G1) del ciclo celular
(que es calcio-dependiente) de la célula T, e inhibe la fase temprana de la
transcripcién genética de citokinas celulares. A consecuencia de ello, este
efecto antiproliferativo se observa solo cuando la droga se afiade en las

primeras horas de estimulacién de la célula, Henderson'”.

De este modo, este farmaco, es capaz de producir una inhibicién
selectiva en la expresién de citokinas por las células T, estimuladas
antigénica o mitogénicamente, suprimiendo asi la expresién genética de
IL-2, 1L-3, IL4, IL-5, IFN-gamma, TNF-alfa, y producciéon de GM-CSF,
Anderson®, Kino™ y quedando inafectada la produccion de aquellos genes
cuya transcripcion se produce en una fase mas tardia, como son los que
expresan la sintesis del receptor de IL-2, y receptor de transferrina, Kino',
asi como de IL-1, Dumont”, IL-6 , Yoshimura®”, ¢ IL-10 , Wang **.

Otros experimentos in vitro han demostrado que FK-506 es capaz
de suprimir la reaccién o cultivo mixto de linfocitos, que consiste en la
produccion de linfocitos citot6xicos contra estimulos alogénicos. Esto
indica que una de las acciones de esta droga en la respuesta inmunitaria
celular, afecta directamente a la proliferacién celular secundaria a un
estimulo aloantigénico, Beck'. Por otro lado tanto la citotoxicidad celular,
mediada por células Natural Killer (NK) y Killer (K), como la humoral,
mediada por anticuerpos, son inafectadas por la accién de esta droga, al
igual que la proliferacién secundaria de linfocitos T en respuesta a IL-2,
Markus'®.
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In vivo, FK-506 es aproximadamente 10 veces mds potente que la
CyA en suprimir la produccién de anticuerpos célulaT-dependiente y la
reaccién  injerto-contra-huésped y en retrasar la reacciébn de
hipersensibilidad en el ratén, Kino'®.

II. Efectos sobre las células B

La respuesta proliferativa de células B humanas y de carnero, se ve
afectada por este farmaco a la misma concentracién capaz de inhibir la
accién de las células T.

In witro, esta droga bloquea la produccién de IgM e IgG de los
linfocitos B humanos previamente estimulados antigénica o
mitogénicamente, pero no inhibe la produccién de IL-6 (factor estimulante
de células B) dependiente de linfocitos T, ni la de IL-6 inducida por IgM e

IgG.

In wvivo, FK-506 suprime la producciéon de IgM de células
plasméticas de carnero y ratas. Esta accién se atribuye en parte a la
inhibicién en la produccién de linfokinas de las células T activadas y en
parte a la accidon que éste farmaco posee de inhibir directamente la
activaciéon calcio-dependiente de la célula B; aunque, por otro lado
también se haya descrito una probable accién inhibitoria de la
proliferacién de linfocitos B, en respuesta a ciertos estimulos calcio-
independientes como son la protein-kinasa C y la IL-2.

En contraste con las células T, FK-506 bloquea la divisién celular en
la fase tardia de activaciéon (Gl) del ciclo celular. De este modo, la
supresion de la proliferacién celular B se evidencia sustancialmente
cuando la droga se administra a partir de las 24 horas del estimulo
proliferativo con anti-IgG, a diferencia, como se ha mencionado
anteriormente, de la accién sobre linfocitos T, que se observa unicamente
dentro de las primeras horas de la estimulacién celular T, debido a que la
droga acttia en este caso sobre la fase temprana de activacién del ciclo
celular.
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II. Efectos sobre células no linfoides

Diversos experimentos demuestran que, s6lo a concentraciones
mucho mayores de las requeridas para inhibir la proliferacién de las
células T, FK-506 suprime parcialmente la liberacion de IL-1-alfa de los
monocitos activados humanos y de los macréfagos alveolares, Keucho',
e inhibe la produccién de TNF-alfa también de los monocitos activados
antigénica y mitogénicamente, Andersson®. Por tanto, puede concluirse en
este aspecto, que las concentraciones de este farmaco, que deprimen
marcadamente la proliferacién lifocitaria T, apenas son capaces de

modificar la funcién fagocitica de los monocitos, Woo™”,

En otro aspecto, ha sido demostrada la interferencia de esta droga en
diversos eventos celulares de linaje hematopoyético, como la liberacion
de serotonina e histamina, Ig E-dependiente, por mastocitos de rata,
Hultsch'®, mastocitos cutdneos humanos, y baséfilos también humanos,
asi como por neutéfilos, De Paulis’'. También queda demostrada su
actividad antiinflamatoria con la inhibicién de prostaglandina D2 en
mastocitos de piel humana estimulados por anti-Ig E y con el bloqueo de la
liberacién de leucotrieno C4 de baséfilos humanos y mastocitos
alveolares, De Paulis™.

In wvivo, FK-506 atenta la eosinofilia pulmonar inducida
antigénicamente, en el cobaya, Morris"”*, asi como la produccién de factor
activador de plaquetas y leucotrieno B4. Sin embargo, la activacién
plaquetaria mediada por calcio y su agregacién no se ve afectada por esta
droga, lo que indica que la sensibilidad a FK-506 no es una
caracterfstica universal de las células de linaje hematopoyético, Johnson',
Pelekanou™.

En cuanto a las células progenitoras sanguineas, este farmaco
demuestra tener un efecto estimulante directo sobre las mismas,

estimulando el crecimiento de unidades formadoras de colonias de
eritrocitos, granulocitos y macréfagos, Hirao'®.

6.f.- DOSIS Y VIAS DE ADMINISTRACION
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Al igual que ha ocurrido con la CyA, el régimen de tratamiento con
Tacrolimus varia considerablemente segin los diversos Odrganos a
trasplantar, y estd siendo modificado continuamente en un intento de
minimizar los efectos secundarios asociados, que en la mayoria de los

casos son dosis-dependientes.

A nivel clinico, la mayoria de los trasplantes hepéticos y renales se
han realizado utilizando como via de administracién preferente la via
intravenosa y comenzando la infusiéon del farmaco tras la
revascularizacidn del injerto, prolongdndose su administracion hasta que
la terapia pueda continuarse via oral. Inicialmente las dosis utilizadas en
estos trasplantes fueron de 0.075 mg/Kg en infusiones de 2-4 h dos veces
diariamente. Recientemente sin embargo, y en un intento de reducir las
altas dosis plasmaticas de la droga, el Tacrolimus se administré via
venosa a una dosis menor o igual a 0.1mg/kg/24h, Klintmalm'.

El paso a terapia oral se hace normalmente dentro de los 4 primeros
dias post-transplante, y la dosis utilizada con mayor frecuencia en la clinica
es de 0.15 mg/Kg/12h, a pesar de que las dosis Optimas se ajustan al
maximo a las caracteristicas clinicas del paciente asi como a su funcién
hepética y renal y a las concentraciones de Tacrolimus alcanzadas en
plasma y sangre. Para obtener un manejo maés ajustado de la dosis del
fdrmaco y su aplicaciébn a cada caso, se ha disefiado un programa
informético capaz de seleccionar la dosis Optima calculada en relacién a
multiples pardmetros y caracteristicas del enfermo trasplantado, Mc
Michael'®.

Los requerimientos de FK generalmente van disminuyendo con
el tiempo, aunque en cualquier caso es necesario mantener siempre una
terapia a largo plazo para evitar el rechazo.

Estudios recientes comparativos entre pacientes pediatricos y
adultos han revelado necesidad de mayores dosis de mantenimiento en la
poblacién infantil en un seguimiento de un afio post-trasplante de higado,
McDiarmid'.
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En la mayoria de los casos no se contemplan tratamientos
preoperativos con Tacrolimus, aunque inicialmente se hicieron pruebas
en trasplantados renales aplicando una terapia corta de 0.15 mg/Kg/en una
6 dos dosis, 2 dias previos al trasplante.

La administracién conjunta de este formaco con otras drogas deberd
hacerse con precaucién, principalmente si son metabolizados via
citocromo P40 Ila. Igualmente deberd evitarse la administracién conjunta
con CyA por la sumacién del potencial nefrotéxico de ambas drogas.

En el &mbito experimental han sido muiltiples las dosis ensayadas
asi como las diferentes vias de administrsacién (via oral, intramuscular,
intravenosa e intraperitoneal) utilizandose para ello principalmente ratas,
pero también otros animales como ratones, hamsters, cabras, perros,
cerdos y monos.

En ratas, Ochia'®, administra la droga a 0.32 y 1.0 mg/Kg/dia i.m.,
alcanzando en ambos grupos, un 100% de supervivencia en el trasplante
alogénico cardiaco. Inamura', en el mismo animal, consigue prolongar la
supervivencia en el trasplante alogénico de piel, utilizando dosis de
0.32mg/Kg/dfa, también i.m., confirmédndose que dicha dosis es 6ptima
para obtener un adecuado efecto inmunosupresor en la rata, sin llegar a
producirse efectos secundarios significativos. Esto queda demostrado en el
estudio realizado por Nalesnik™' que utilizando dosis que van de 1.0 a 4.0
mg/Kg/dfa i.m., en ratas, describe como efectos secundarios una pérdida
de peso inicial, que luego se recupera, un incremento de niveles de glucosa
y una disminucién del tamafio del timo dosis-dependiente. Si se
mencionan sin embargo, efectos nefro y hepatotdxicos a dosis mas altas
en el mismo animal.

En el perro, varios autores como Ochia'® y Collier®, demuestran
que dosis orales de 1.0 a 1.5 mg/Kg/dia son suficientes para suprimir el
rechazo en el trasplante renal alogénico, aunque varios animales
presentan evidencia histolégica de vasculitis aguda, que no se ha descrito
hasta el momento en ratas, y que afectando a arterias coronarias ha sido
causa de muerte en estos animales. En contraste con este hallazgo,
Collier®, realiza un estudio paralelo de trasplante renal en perros tratados
con dosis inferiores de FK506, haciéndose evidente que dosis orales de 0.5
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mg/Kg/dia no previenen el rechazo renal, aun cuando si se observan
casos de vasculitis. Estos investigadores defienden que la vasculitis puede
producirse igualmente en animales no tratados, Toddo™".

6.g.- ESTUDIOS EXPERIMENTALES

En general, puede decirse que la administraciéon de FK durante
periodos cortos post-trasplante, es efectiva en la prevencién del rechazo de
aloinjertos en diversos modelos experimentales a dosis 10 a 100 veces
menores que las utilizadas con CyA. Asi, en la rata y perro, dosis de FK
de 0.120.3mg/Kg/dia im. 6 de 1.0 a 1.5 mg/Kg/dia v.0., son suficientes
para suprimir el rechazo de trasplantes alogénicos de higado, rifidn,

corazén y piel, Sato*.

Estudios realizados con animales indican que la supervivencia del
injerto en ellos se obtiene f(inicamente con la administracién
postoperatoria del farmaco, como queda demostrade con el hecho de que
FK-506 consiguiera prolongar la supervivencia de trasplantes cardiaco,
pulmonar, renal y hepdtico en la rata y perro, incluso comenzando a
admistrar el tratamiento inmunosupresor hasta 3 y 4 dias después de
realizado el trasplante, Katayama'®, frente a experimentos en los que la
administracién de FK al donante o receptor se realizé antes de llevar a
cabo el trasplante, no obteniéndose con éxito la prolongacién de la
supervivencia del injerto, Fabrega®.

La posibilidad de inducir tolerancia inmunolégica con una terapia
corta de FK a altas dosis ha sido descrita tanto en trasplante alogénico en
ratas (piel, corazon, pancreas, higado, intestino delgado y pulmén ), como
en otros trasplantes (higado y rifion )} realizados en animales de mayor
tamano, Gotoh®.

El trasplante hepatico ha sido muy experimentado en animales
obteniéndose supervivencia superior a 100 dias en ratas, perros y monos.
Se han utilizado terapias cortas y de mayor duracién post-tasplante, siendo
mas efectivas las primeras, Gotoh®. Por otro lado, mediante FK-506 se ha
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conseguido prolongar la supervivencia en un trasplante hepético

ortotépico realizado entre una rata y un hdmster, Valdivia™.

Ei trasplante renal se ha realizado con éxito en ratas, perros y
chimpancés, obteniéndose una prolongacién de su supervivencia que va
de 16 dias a 176 tras la utilizacién de terapia post-trasplante con FK,
Griffin®.

Otros o6rganos han sido trasplantados igualmente con éxito en
animales gracias a la inmunosupresién obtenida con este fdrmaco. Asi, el
trasplante alogénico cardiaco se ha realizado no sélo en ratas y perros sino

también en primates como chimpancés y monos, Hildebrandt'”.

Por otro lado, en roedores, perros y monos se ha conseguido
también prolongar la funcidén y supervivencia del pancreas trasplantado,
Gotoh®, Ericzon”, y en ratas y perros la de intestino delgado, Hatazawa®.
El trasplante alogénico de piel en ratas y ratones, el trasplante corneal en

conejos, Kobayashi™’

, el de miembro vascularizado en ratas, Kuroki'”, y el
de pulmoén en ratas y perros, Hirai'™, han demostrado, como los referidos
previamente, una mayor prolongacién en el tiempo de supervivencia
respecto a CyA al ser tratados con FK. Por dltimo, recientemente se han
realizado en Japén los primeros trasplantes de nervio periférico en ratas
cuya inmunosupresién se ha conseguido con éxito mediante terapia corta
con FK-506, Hoto"*, produciéndose en uno de los casos el rechazo al

suprimir la terapia con este farmaco.

6.h.- EXPERIENCIA CLINICA

En [a valoracibn de la eficacia clinica de wuna droga
inmunosupresora deberfa incluirse siempre no solo la valoracién del
paciente, tanto donante como receptor, sino también la supervivencia del
injerto y las caracteristicas del rechazo en el caso de que éste se produjera.
Es importante tener en cuenta todos los elementos y condiciones que
intervienen en el proceso del trasplante, en su evolucién y en su
resultado, ya que con frecuencia puede observarse una diferencia
importante entre los datos tedricos del disefio experimental y los
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resultados obtenidos en la ulterior aplicacién clinica del farmaco

inmunosupresor.

Los elementos, cuyo manejo y control cuidadosos, basicamente se
asocian al éxito del transplante, pueden ser divididos en tres categorias
relacionadas con el acto quirdrgico:

- El periodo preoperatorio, que incluye la seleccién de donante y
receptor y la seleccidn del injerto compatible.

- El periodo intraoperatorio, que incluye la técnica quirargica.

- El periodo postoperatorio, que incluye el manejo y seguimiento del
paciente trasplantado.

En lo referente a la seleccién de posibles candidatos para recibir un
trasplante de higado o rifién, y en ausencia de contraindicaciones
absolutas o relativas, los candidatos habitualmente son nifos o adultos
que presentan enfermedades hepdticas o renales severas e irreversibles y
para quienes la alternativa terapéutica médica o quirirgica no existe o
es muy restrictiva (didlisis). Ademds, principalmente en pacientes
trasplantados hepdticos, el pronéstico también depende de la enfermedad
primaria, la edad del paciente y la severidad de las condiciones del mismo,
Gordon®.

El mayor impacto en la seleccién del paciente, sin embargo, se ha
producido con los tultimos avances en el conocimieto de los mecanismos
inmunolégicos que intervienen en el proceso global del transplante. La
profundizacién en esta materia, ha llevado a reconocer la importancia de
la histocompatibilidad entre donante y receptor. Es mads, el reconocimiento
inicial de la relevancia que supone la existencia de grupo sanguineo {ABO)
compatible, seguido del marcaje del sistemna antigeno leucocitario
humano (HLA), y el evitar trasplantes entre individuos previamente
sensibilizados con anticuerpos preformados, ha supuesto la contribucién
mas importante en el éxito de la cirugfa del trasplante, Diethelm®. A esto,
recientemente se han afiadido otros elementos también decisivos en la
consecucién del éxito del transplante, como son los avances en las técnicas
quiriirgicas y la utilizacién de agentes inmunosupresores de mayor
efectividad, tales como CyA, y més actualmente FK 506.
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La importancia del tipaje tisular previo a la seleccion del receptor, se
establece principalmente en el transplante intrafamiliar, y de hecho, existe
controversia con respecto a su valor en receptores de érganos procedentes
de cadéaveres. Sin embargo, la existencia de mejoras en la supervivencia de
injertos hepéaticos de donantes cadédveres sin nexo familiar con el receptor,
y en los que se habia realizado un marcaje del complejo HLA tipos I,
Yagihashi”®, e igualmente, la existencia de mejores supervivencias en
transplantes renales de caddveres no relacionados genéticamente y en los
que tambien se realizé un estudio tisular HLA Tipo Iy II, Opelz'”, han
dejado patente la importancia de hacer un estudio tisular previo, (HLA) a
la seleccion de donante y receptor para garantizar una mayor
supervivencia del injerto tanto en drganos procedentes de caddveres como
de miembros genéticamente relacionados.

De forma similar, las pruebas cruzadas para linfocitos citotéxicos
realizadas en receptores hepaticos fueron consideradas inicialmente como
intrascendentes, hasta que experiencias posteriores demostraron una
disminucién en la supervivencia de aquellos injertos en los que se habia
podido demostrar la existencia de anticuerpos preformados. Por todo ello,
recientemente se ha destacado la importancia de hacer estas pruebas
cruzadas entre donante y receptor que confirmen la compatibilidad
inmunolédgica entre ambos, disminuyendo la posibilidad de acortar el
tiempo de supervivencia del injerto, Nakamura', Takaya™'.

Sin embargo, y a pesar de todas las experiencias existentes y la
amplia variedad de trabajos que atestiguan la necesidad de hacer un
estudio y tipificacién inmunolégica, garantizando una compatibilidad del
sistema sanguineo ABO, complejo HLA 'y pruebas cruzadas
linfocitotéxicas, en ocasiones y a menudo con relativa frecuencia, la
urgencia habitual asociada a la necesidad del trasplante, la amplia variedad
de antigenos HLA expresados y la escasa disponibilidad de érganos, hacen
que no siempre pueda ser realizado un tipaje exhaustivo y completo del
organo a trasplantar quedando sujeto éste en gran parte de las ocasines, al
juicio clinico y las circunstancias en que se desarrolle la necesidad del
trasplanteen cada caso particular.

En cuanto a la seleccion del donante, la mayorifa de los érganos se
obtienen de caddveres, aunque algunos provienen de donantes vivos. En
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algunos paises como Japén la donacién de o6rganos de pacientes
cerebralmente muertos no es del todo aceptada, incluso en este mismo
pais el trasplante procedente de cadéveres todavia es muy inferior a los
realizados en otros muchos paises.

En lo referente a la preservacion de 6rganos, los mayores avances se
deben a la introduccion de la solucién de la Universidad de Wisconsin en
1987. Esta solucién ha ampliado la preservacién del rifién a 50 horas con
perfusion  pulsdtil y de 35 a 40 horas si se almacena en frio. La
preservacién hepética actualmente es  posible durante 24 horas,
Diethelm™, aunque parece ser que una conservacién del 6rgano por mas

de 18 horas se asocia a un mayor riesgo de fallo del injerto, Morel'”’.

La eficacia clinica de Tacrolimus ha sido evaluada principalmente
en centros especializados en transplantes en USA, Japén y Europa, siendo
la mayor experiencia clinica con este farmaco la aportada en la
Universidad de Pittsburg, Pennsylvania en USA.

Los resultados de los ensayos clinicos realizados con Tacrolimus
deberian ser analizados estrechamente. La razdn es la existencia de un
vasto numero de investigaciones con resultados publicados que no
siempre han sido sometidos a una ulterior revisién. Jain'” en relacién a
esto, describe una mayor incidencia de rechazo dentro del primer trimestre
que sigue a la cirugia, y sin embargo otros investigadores han publicados
como favorables, resultados de supervivencia de un injerto tras un
seguimiento exhaustivo en un periodo postransplante inferior a tres
meses.

En las investigaciones clinicas evaluadas normalmente se empieza
el tratamiento con Tacrolimus nada maés revascularizarse el injerto,
administrdndose inicialmente de forma i.v. hasta que pueda ser aplicado
el tratamiento v.o. Es més, en la mayorfa de los casos ambas formas se
solapan durante 1 6 2 dias. En cuanto a la pauta posoldgica mas habitual en
la experiencia clinica, recientemente ha sido modificada en un intento
de reducir la magnitud de la dosis inicial postrasplante, administrada via
intravenosa y prolongar la aplicacién diaria de farmaco via oral para
disminuir los potenciales  efectos secundarios. El régimen mas
comunmente utilizado incluye administracién i.v. de Tacrolimus en una
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dosis de 0.1 4 0.15 mg/Kg/dia hasta que el inicio de terapia oral a dosis de
0.3 mg/Kg/dia sea factible. Sin embargo, deberia tenerse en cuenta que la
posologia Optima del Tacrolimus, como se ha referido, estd siendo
continuamente modificada y ajustada, de hecho, una experiencia muy
reciente indica la utilizacién de dosis inicial i.v. menores o iguales a 0.1 a
0.2 mg/Kg o 0.035 4 0.075 mg/Kg/dia seguidas de dosis orales de 0.1 4 0.2
mg/Kg/dia, Klintmalm'”.

El ajuste de dosis en los estudios evaluados normalmente se realiza
midiendo las concentraciones plasmaticas del farmaco y valorando la
funcién hepatica y renal. La mayoria de los ensayos realizados administran
una terapia de mantenimiento con corticoides, y tratan el rechazo
incrementando las dosis del fdrmaco inmunosupresor primario, Yy
afiadiendo altas dosis de esteroides y/o preparaciones antilinfociticas.

6.i.- TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS

FK-506 ha demostrado claramente ser un potente inmunosupresor,
sin embargo diversos estudios experimentales tanto en ratas como en
perros, ponen de manifiesto que el formaco no estd exento de toxicidad y
efectos secundarios adversos.

La aparicién de pérdida de peso en la rata de Lewis al iniciar un
tratamiento con altas dosis de FK-506 es uno de los primeros efectos
que se aprecian en experimentos con ratas trasplantadas, Naleskik'. Con
la misma dosis estos animales recuperan su peso normal casi por
completo en tan solo dos semanas méas. También se ha descrito una
reduccién del peso del timo dosis-dependiente, consistente en una atrofia
medular similar a la producida por la CyA y que pone de manifiesto la
influencia de ambas drogas en el sistema inmunosupresor.

En el mismo estudio con ratas, ha sido demostrada una tendencia a
presentar niveles elevados de glucosa en sangre, lo que parece
corresponder a un incremento en el recambio de las células acinares
pancredticas e incluso en ocasiones existencia de necrosis de las mismas.
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Por otro lado y a pesar de haberse hallado eosinofilia perivascular en
el pulmén, no existe evidencia clinicopatolgica de vasculitis en este
estudio, en contraste con los resultados obtenidos en estudios con perros
donde la toxicidad vascular representa una real e importante limitacion a
la hora de utilizar esta droga.

En ratas, la administracién conjunta de FK y CyA en animales
sometidos a isquemia renal, muestra que FK tiene menor nefrotoxicidad
que la CyA, Todo™.

En perros que reciben dosis orales de FK, se han descrito vomitos e
importante emanciacién dosis-dependiente. Sin embargo, el efecto
secundario mas importante es la vasculitis, que se observa en pequefias
arterias en las que se produce necrosis de la media a veces tan severa que
desencadena necrosis focal o infarto cardiaco. Esto no se observa en ratas
ni siquiera recibiendo dosis mucho més altas de FK.

Todo lo descrito hace suponer que la toxicidad de esta droga puede
ser un fendmeno especie-especifico, puesto que cambios histopatologicos
importantes observados en el perro no se desarrollan en la rata, salvo
pequeiios alteraciones en el péncreas, ya que ambos presentan necrosis
acinar, aunque de una forma mucho mas leve en las ratas.

Podemos concluir que FK-506 es el mayor inmunosupresor
conocido hasta el momento. No exento de toxicidad, ésta es importante en
el perro, menor en ratas y desconocida en primates. Sin embargo en
pequefias dosis, no existe toxicidad ni siquiera en perros. Ademaés, este
farmaco puede ser utilizado en combinaciéon con CyA , esteroides y
presumiblemente otras drogas, por 1o que su toxicidad puede ain verse
mds reducida.

FK-506, comercializado con el nombre de Tacrolimus, ha
demostrado también que puede ser aplicado clinicamente, habiendo sido
evaluada su eficacia en centros especializados en trasplante de USA, Japon
y  Europa. Ademéds de comprobar sus importantes propiedades
inmunolégicas en seres humanos, estos estudios han permitido conocer
con mayor exactitud la tolerabilidad y efectos secundarios de esta droga
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tanto en pacientes recién tratados, como retrospectivamente, en aquellos
que recibieron inicialmente el mismo farmaco.

La interpretacién del perfil de tolerabilidad de FK no es féacil debido
a la variedad de dosificaciones utilizadas clinicamente, de hecho la
mayoria de los efectos adversos descritos estdn siempre referidos a la dosis
utilizada. En general, la toxicidad es dosis dependiente, aunque algunas
reacciones, tales como el desarrollo de disartrias, son idiosincrdsicas o
requieran multiples factores para manifestarse, no relaciondndose tan
directamente con la dosis del firmaco, Fung’.

Los principales efectos adversos descritos con Tacrolimus en seres
humanos son la nefrotoxicidad, las infecciones y las complicaciones
malignas como neurotoxicidad y diabetogénesis, efectos todos que han
sido descritos en otras terapias inmunosupresivas, incluyendo la CyA,
Faulds®.

La tolerabilidad de esta droga en pacientes trasplantados ha sido
similar en receptores adultos y en nifios, Tzakis®”.

La incidencia, la presentaciéon clinica y las caracteristicas de la
nefrotoxicidad producida por Tacrolimus en pacientes transplantados, se
considera idéntica a la derivada del uso de CyA, McCauley'®. Asi, fue
similar [a incidencia de casos que debido a la nefrotoxicidad precisaron la
retirada de ambos farmacos. Igualmente, los requerimientos de
hemodiélisis en otro estudio, fueron similares para ambas drogas,
Klintman'’, European Study Group®.

La mayoria de los receptores tratados con Tacrolimus han
manifestado  nefrotoxicidad aguda (caracterizada por aumento de
creatinina en el primer mes de tratamiento), Stock™. La nefrotoxicidad
crénica (en la que el aumento de creatinina persiste después de un mes de
tratamiento) se describié en un 30 4 50% de los pacientes sometidos a
trasplante y tratamiento inmuno-supresor con FK, Porayko™.

Diversos estudios han permitido comprobar que la nefrotoxicidad

puede disminuir al reducirse la dosis de Tacrolimus utilizada, sin
embargo, no existe una relacién claramente directa entre niveles de
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Tacrolimus en sangre y alteracién de los pardmetros que miden la funcién
renal. A pesar de ello, existen estudios mds recientes que demuestran
mayor incremento de niveles de creatinina en sangre al utilizar dosis
mayores de esta droga. De estos hallazgos se deduce que la toxicidad renal
asociada al uso de FK-506, puede aparecer no sdlo con la utilizacién de
dosis elevadas del farmaco, sino incluso al utilizar dosis dentro de un
rango terapéutico como 6ptimo, Japanese FK506 Study Group™.

CyA y Tacrolimus parecen inducir nefrotoxicidad con una
incidencia muy similar, sin embargo, aunque la variacién en los niveles
de creatinina en sangre en los trasplantados se describe también por igual,
y los cambios histolégicos sean muy similares, para ambas drogas,
Randahawa®, recientes estudios han puesto de manifiesto que los efectos
producidos sobre el filtrado glomerular en un rifién que ha recibido
tratamiento con ambas drogas son, a largo plazo, menos severos para los
tratados con Tacrolimus, aunque todavia serdn necesarios nuevos

estudios que apoyen histolégicamente esta afirmacién.

La infeccién sigue siendo una de las principales complicaciones
causantes de morbi-mortalidad importante en pacientes trasplantados. En
un estudio reciente con 110 pacientes receptores de un higado vy
sometidos a terapia con FK, se aprecié una tasa de infecciébn cercana al
50%, de la cual el 38% sufrié infeccién catalogada como severa (neumonia,
peritonitis y colangitis entre otras). La mayoria de los casos fueron de
etiologia bacteriana, siendo el cytomegalovirus la infeccién virica més
frecuentemente presentada. Las infecciones fangicas fueron menos
comunes predominando la candidiasis y la aspergilosis, Torre-
Cisneros™.

Estudios comparativos que se han realizade en pacientes
generalmente transplantados de higado, utilizando la CyA y el Tacrolimus
como inmunosupresores, han puesto de manifiesto que la frecuencia de
infecciones de diferentes categorias fué considerablemente menor para

1, No sélo se ha asociado este formaco a una menor

Tacrolimus, Esquive
incidencia de bacteriemia, (quiza relacionada con la menor necesidad de
corticosteroides de apoyo en el tratamiento), sino que también ha sido
menor la incidencia de infecciones fiingicas y por cytomegalovirus

respecto a la presentada en pacientes tratados con CyA, Sakr®™.
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Se han desarrollado transtornos linfoproliferativos post-trasplante
en una proporcién similar para ambas drogas, (menor a un 2%), existiendo
en ambos casos una fuerte asociacién entre estos trastornos e infeccion
concomitante por virus de Epstein-Barr, Nalesnik''. En relacién a esto, ha
sido descrito en esta droga un potencial mutagénico, in wvitro, sobre
linfocitos humanos utilizando dosis supraterapéuticas, Yu”".

Los efectos adversos neurolégicos asociados al uso de FK en
pacientes postransplantados, se presentan con mayor frecuencia al
administrar el faormaco via venosa. Estos efectos pueden ser clasificados
como mayores (mutismo acinético, afasia, ataques, confusién, psicosis,
encefalopatia y coma persistente entre los mdas importantes), y como
menores (temblores, cefalea, alteraciones del suefio, pesadillas,
disestesias o fotofobia, entre otros), Eidelman®.

La toxicidad neurolégica mayor ha sido descrita en el 10% de los
pacientes sometidos a estudio, frente al 20% que presentaron sintomas
menores. En la mayorfa de los casos sin embargo, la toxicidad es' un
fendmeno reversible que se resuelve disminuyendo la dosis o bien
sometiendo al paciente a una terapia discontinua.

La tasa de incidencia de estos efectos adversos con FK fué similar a
la presentada en terapias con CyA, cuya aparicién también se relaciona
con la via de administracién intravenosa, Klintmalm™,

La aparicidon de hiperglucemia en pacientes post-transplantados y
tratados con Tacrolimus, requirié insulina en un 15% despties de 3
meses de iniciado el tratamiento yen un 20% a los 6 meses del mismo,
disminuyendo a un 5.5% para los tratamientos prolongados més de 1 afio.
Mais alld de 18 meses ningin paciente requirié insulina en este estudio,
Tabasco-Milligan®*.

Sin embargo, la incidencia de hiperglucemia fué mayor en

pacientes tratados con Tacrolimus respecto a los que recibieron CyA,
European FK506 Study Group®.
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La incidencia de diabetes de comienzo reciente en relacidn al
tratamiento con FK fué muy baja, (2%) tanto en pacientes pediatricos
como en adultos, Carrol™.

Otros efectos adversos han sido descritos con este tratamiento
inmunosupresor, asi, la aparicion de hipertensién es casi constante en los
pacientes trasplantados, con una incidencia similar para los tratados tanto
con FK como con CyA, European FK506 Study Group®. Sin embargo, el
nimero de pacientes diagnosticados de hipertensién en relacion a su
trasplante y que pudo abandonar posteriormente Ia medicacion para
tratarla, fué mayor en pacientes tratados con Tacrolimus, Shapiro™..

La hiperplasia gingival y el hirsutismo, cominmente asociados a la
CyA, no parecen ser efectos asociados a la terapia con FK de una forma
significativa, Fung’.

Otros efectos poco frecuentemente asociados a Tacrolimus fueron
insomnio, temblores, cefalea, sensaciéon de hormigueo, mialgias, prurito,
fatiga, fotofobia y sintomas gastrointestinales, Fung”, de todos ellos, s6lo
el temblor se ha presentado mas frecuentemente con Tacrolimus que con
CyA, Esquivel®.

En s6lo 8 de 1400 pacientes, (0.6%), de pacientes que recibieron
tratamiento con FK, se produjo anemia hemolitica, descrita también en
tratamientos con CyA, Abu-Elmagd'.

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

Tanto FK 506 como CyA son dos drogas que presentan un espectro
similar en cuanto a sus propiedades inmunosupresoras, a pesar de ser
estructuralmente diferentes, como se ilustra en la Fig. 8, sin embargo, FK
506 ha demostrado ser fn vivo , 100 veces mas potente en inhibir la
activacion de células T respecto a la CyA.

En cuanto a sus propiedades farmacodindmicas, dentro del

mecanismo intracelular de accién, ambas drogas presentan alta afinidad
por las llamadas inmunofilinas o proteinas intracitoplasmaticas de
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Cydosporin

Fig. 8. Estructura bioquimica de FK 506 y CyA.



células inmunolégicas. El complejo formado por esta uniébn se ha
considerado como la sefial bioldgica que interactda con las moléculas
intracelulares implicadas en la sefial de transduccién que producird el
efecto inmunosupresor de ambas drogas. Igualmente, los dos fdrmacos
bloquean la transcripeién de un pequefio niimero de genes durante la fase
temprana de activacién de la célula T, genes que codifican sustancias
estimulantes de la respuesta inmunitaria como son las interleukinas 2, 3, y
4, Hanke®.

Experimentalmente, ciclos cortos de FK 506 postrasplante, han
confirmado su eficacia en la prevenciéon del rechazo alogénico a dosis 10 a
100 veces inferiores a las utilizadas en tratamientos similares con CyA, de
tal forma que en ratas ha quedado demostrado que dosis pequefias de
FK506 son suficientes para suprimir el rechazo hepatico, renal y cardiaco,
asi como el de piel. En la misma linea experimental, y en contraste con la
CyA, FK 506 también ha demostrado ser capaz de suprimir el rechazo
agudo cardiaco y de intestino delgado en ratas, Gotoh™.

El éxito de los trasplantes de Organos ha mejorado
significativamente respecto a las pasadas décadas reflejando un avance en
muchas facetas de este drea quirdrgica entre las que se incluyen la seleccién
del paciente, la técnica quirtrgica, la preservacién de los organos y el
manejo postoperatorio. Sin embargo, el mayor impacto en en el éxito de
los trasplantes se ha producido con la introduccién de la CyA. De hecho,
mientras solamente uno de cada tres pacientes sobrevivian un afo tras la
realizacién de un trasplante hepéatico en la era anterior a la CyA, desde su
aparicién, la supervivencia ha aumentado en mas del doble. Por otro lado,
no es sorprendente comprobar que casi todos los protocolos de tratamiento
inmunosupresor postrasplante incluyen CyA, generalmente en asociacion
con azatioprina y/o prednisolona. Para tratar las crisis de rechazo agudo,
los esteroides en dosis altas se han mantenido como la modalidad més
comin de tratamiento, aunque las preparaciones antilinfociticas se han
utilizado como alternativa en los casos de resistencia a esteroides durante
los episodios de rechazo agudo, Klintmalm'®.

A pesar de los importantes avances en el drea del trasplante,

alcanzados durante la época de la CyA, todavia son muchas las mejoras
que se esperan en este dmbito. Asi, el rechazo (particularmente el rechazo
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crénico), las infecciones y la toxicidad de las drogas son los tres problemas
de mayor importancia que deberdn ser mejorados o solventados en un
futuro. De hecho, el rechazo y la infeccién son las principales causas de
morbilidad y mortalidad, concretamente en pacientes que reciben un
trasplante hepético. Esta observacién refleja la incapacidad de las pautas
inmunosupresoras habituales en bloquear selectivamente la respuesta
inmunologia al trasplante, dejando intactas otras defensas del huésped,
con lo que se evitarian las infecciones como una de las mas temidas y
frecuentes complicaciones al trasplante de 6rganos. Ademads, cada una de
las drogas inmunosupresoras presenta serios problemas de tolerabilidad
que son intrinsecos a las mismas drogas y, por otro lado, en el caso de la
CyA a menudo se hace dificil diferenciar entre un rechazo crénico y
nefrotoxicidad debida a la droga en pacientes receptores de un riiidén. Por
todo ello, no es sorprendente que contintie intensamente la busqueda de
nuevas drogas de mayor efectividad y menor toxicidad, que puedan dar
por finalizada la era de la CyA.

En cuanto a la experiencia clinica de la CyA respecto al FK 506,
concretamente en experiencias con trasplante hepatico y renal que son en
ambos casos los més frecuentemente realizadas, se ha comprobado que
tanto FK 506 como CyA son mds efectivos en suprimir los episodios de
rechazo agudo mds que los crénicos. Sin embargo, como terapia de rescate,
en combinacion con corticoides, FK 506 mejora los indices bioquimicos e
histol6gicos de la funcién del injerto, lo que resulta en un aumento en la
supervivencia del injerto para mas de un 50% de los pacientes que
experimentan rechazo o toxicidad asociada con terapia basada en la CyA.
Utilizada esta droga como inmunosupresor primario cuando se combina
con corticoides en pacientes trasplantados de higado, tanto éstos como la
supervivencia del injerto, no difieren significativamente para ambas
drogas en los dos estudios randomizados mas importantes realizados,
aunque en uno de ellos ambos indicadores fueron ligeramente mayores
para FK 506, European FK 506 Study Group®.

En otras investigaciones en el mismo 4ambito, ésta droga demostré
mayores indices de supervivencia tanto del injerto hepatico como del
paciente respecto a la CyA, lo que refleja, al menos en parte, el marcado
efecto hepatotréfico del FK 506. Por el contrario, en el caso del traspante
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renal, los resultados de supervivencia global de injerto y paciente fueron
muy similares para ambas drogas, Shapiro™.

En el caso de rechazo de trasplante hepético, e incluso en los casos
refractarios, FK 506 utilizado como terapia de rescate, resulté ser bastante
maés eficaz que la CyA, precisindose dosis menores de corticoides durante
estos episodios e incluso pudiéndo ser retirados en algun caso, Todo™.

Tanto para FK 506 como para CyA, los efectos adversos detectados
con su uso, ademas de depender en parte del incremento de las dosis,
también tienen una caracteristica idiosincratica que hace mas dificil su
control en muchos casos. Para ambas drogas los efectos secundarios son
muy similares, asi, los mas destacados son la nefrotoxicidad, infecciones y
complicaciones malignas, asi como neurotoxicidad y efecto diabetogénico.
Cuantitativamente algunos efectos adversos pueden aparecer con menor
frecuencia con FK 506 que con CyA. Asi, la incidencia de infecciones,
parece ser menor con FK 506, asi como la aparicién de hipertension e
hipercolesterolemia detectadas en algunas investigaciones. Una
importante ventaja de FK 506 es su no asociacién a complicaciones como
hirsutismo e hiperplasia gingival, caracteristicas frecuentes en la terapia
con CyA, dato de considerable importancia en el caso de pacientes
infantiles y tratamientos de larga duracién, Esquivel®.

En términos econdmicos, también ha sido demostrado un coste casi
del doble en el tratamiento con CyA en trasplantados hepéticos respecto a
los tratados con FK 506. La diferencia puede reflejar distintos tiempos en la
duracion de la hospitalizacion y mayores gastos en los cuidados
postoperatorios, Staschak®”.

En conclusién, el papel de FK 506 en la terapia de pacientes
trasplantados de higado o de rifién, estd todavia desarrolldndose. Sin
embargo, existen estudios numerosos que ya muestran a este nuevo
inmunosupresor como una valiosa alternativa terapéutica en pacientes
que experimentan rechazo o toxicidad secundaria a los farmacos
utilizados y en quienes el trasplante hepatico o renal (y la didlisis en el caso
del fracaso renal), son a menudo la tunica alternativa. Como terapia
inmunosupresora primaria, FK 506 puede ser considerada una opcién a
CyA, especialmente en pacientes trasplantados de higado. Queda por
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definir su lugar exacto entre los firmacos inmunosupresores disponibles
en la actualidad, aunque bien podria ocupar el lugar de la CyA,
considerada como la droga inmunosupresora mas importante de todos los
tiempos hasta nuestros dias.

7.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE FIBRAS NERVIOSAS

En 1939 fue Coons quien introdujo por primera vez, un nuevo
concepto en el disefio de la técnica histoquimica, basado en el uso y
aprovechamiento de la especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo,
mediante el uso de anticuerpos acoplados a trazadores fluorescentes. Asi se
inici6 el desarrollo de las técnicas inmunocitoquimicas. Actualmente, estas
técnicas son de uso comin y se han generalizado tanto en la
experimentacion biolégica como en el uso del diagndstico histopatolégico.

La mayoria de los anticuerpos utilizados en las técnicas
inmunohistoquimicas pertenecen a las IgGs; grandes glicoproteinas
formadas por dos cadenas pesadas y dos ligeras, unidas mediante puehtes
disulfuros. Cada molécula completa de IgG posee dos sitios idénticos de
unién al antigeno a través del fragmento Fab. El fragmento cristalino, Fc,
es capaz de unirse a una gran variedad de moléculas (IgGs, proteina A,
etc...}, lo cual facilita la visualizacién de la reaccion inmunolégica a través
del marcaje de estas 1ltimas.

Como ocurre en el caso de todas las técnicas experimentales, para la
técnica inmunohistoquimica se pueden describir cinco criterios de
fiabilidad, Petrusz’”, eficacia, exactitud, precisién, sensibilidad, vy
especificidad.

La eficacia proporciona informacién sobre la relacién que existe
entre la intensidad de la reaccién especifica y el fondo. La exactitud
relaciona un valor dado en ensayos cuantitativos, con el valor real. En
inmunohistoquimica, la exactitud depende de en gran medida del
microscopio que se utilice; en particular, en la técnica del PAP este valor es
de 20-80 nm. La precision se refiere a la reproductibilidad de las medidas.
Las técnicas inmunochistoquimicas, una vez estandarizadas, presentan un
alto grado de precisién; sin embargo, este valor no puede expresarse
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matematicamente, ya que los resultados estdn en funcién de variaciones
en la técnica, los reactivos utilizados, la obtencion de antisueros, etc... La
sensibilidad en inmunohistoquimica se puede definir como la menor
concentracién de un antigeno presente en un tejido que es posible
distinguir del fondo. Finalmente, la especificidad de esta técnica da cuenta
de la capacidad del anticuerpo para detectar un determinante antigénico en
particular, excluyendo el otro, Sternberger™'. A pesar de la especificidad del
anticuerpo, en la aplicacion de la técnica inmunohistoquimica se debe
satisfacer también la especificidad del método, es decir, durante el
transcurso de la reaccién todos los reactivos utilizados han de ser
selectivos, de forma que no reaccionen con ningun otro componente
tisular.

Aunque existen diversos trazadores enziméticos que se han
utilizado en inmunohistoquimica (fosfatasa alcalina, citocromo oxidasa,
fosfatasa 4cida, etc..), la peroxidasa de rébano resulta ser el trazador
enzimdtico més ampliamente utilizado. Ademé4s de su idoneidad para la
deteccion a nivel de la microscopia optica, el producto del revelado con

diaminobenzidina (DAB), Karnowsky'”’

, tras su posterior osmificacién,
resulta opaco a los electrones. La peroxidasa ofrece, ademaés, la posibilidad
de ser aplicada en los diversos sistemas de deteccién indirecta del antigeno,
contribuyendo a aumentar la  sensibilidad de la  técnica
inmunochistoquimica, que desarrollada inicialmente para la microscopia
Optica, se puede aplicar a la localizacién ultraestructural (PAP, Avidina-
biotina, intensificacién con plata, etc...). El principal inconveniente resulta
ser la dificultad en la cuantificaciéon de la reaccién y cierta difusién del
producto de la reaccién que limita, en cierto sentido, su resoluciéon a nivel
ultraestructural.

8.- ESTUDIO POR ANALISIS DE IMAGEN DE FIBRAS NERVIOSAS

El andlisis de imdgen es una técnica que estd tomando un impulso
cada vez mayor en ciencias biomédicas ya que cuenta con numerosas
aplicaciones Liu*™ y Ong'” Es en la década de los 80 cuando comienza su
utilizacidén en biomedicina ya que anteriormente se aplicaban plantillas y
métodos semicaseros para cuantificar estructuras o como mdximo se
contaba con planimetros para medir 4reas, perimetros, nimero de células

etc. El desarrollo de esta tecnologfa se debe en parte a que el coste de los
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ordenadores bajé considerablemente, asi como al incremento de la
potencia de los mismos y al desarrollo de equipos y tarjetas especializadas
para el proceso de imigenes, Moragas'”® y Kisner'”.

Las técnicas de andlisis de imagen suponen la realizacién de
medidas y la obtencién de valores directamente sobre un documento
digital, apoyandose sobre imagenes visualizadas en el monitor del
ordenador. La digitalizacién de una imagen consiste en la conversién de
un sistema analégico, es decir, sin coordenadas espaciales de referencia y
con amplitud continua, a un sistema digital, que es discreto. La imagen, es
la funcién de una magnitud fisica proyectada sobre una superficie plana,
en e} caso de imdgenes monocromas (tonalidades de gris o blanco y negro).
As{, una imagen se define como una matriz de puntos formada por "m"
columnas y "n" filas. Cada punto o "pixel" tiene asignado un valor
determinado de intensidad, también denominado nivel de gris, segiin la
informacién almacenada en § bits. Un bit s0lo puede tomar dos valores, el
Oyell, porlo que el mimero total de posibilidades es (256 posibilidades).
Asf, el valor de nivel de gris asignado a un "pixel” puede variar entre los
valores 0 (negro absoluto) y 255 (blanco absoluto). Una vez digitalizada, la
imagen se realza y mejora con filtros y funciones adecuados para cada
aplicacién, con el fin de binarizarla (consiste en extraer de la imagen las
estructuras que se quieren valorar) y asociarla a procesos topicos de
morfologia matemdtica (para realizar medidas, contajes etc.).

9.- ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO DE CONDUCCION
NERVIOSA

La monitorizaciéon de [a transmisién neuromuscular permite
cuantificar (mediante registro grafico o por apreciacién visual) la
profundidad del bloqueo neuromuscular.

La monitorizacion de la transmisién neuromuscular, tal como la
concebimos hoy en dia, se inicia en el afio 1941 con los trabajos de Harvey
y Masland. Desde entonces importantes y variados estudios fueron
descritos y discutidos en la literatura médica. Si bien es cierto que Ali, Gray
y Utting en los afios 1970-71 desarrollaron y popularizaron magistralmente
el uso del tren de cuatro (4 estimulos sucesivos a la frecuencia de 2Hz) nos
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parece justo aqui no olvidar los nombres de Wilson y Roberts, de la
Universidad de Liverpool, como los pioneros en la introduccién del tren
de cuatro para la monitorizaciéon de la transmisién neuromuscular.

Los trabajos de Waud y Waud del afio 1971 permitieron establecer
interesantes y dtiles correlaciones entre los diferentes tests de evaluacién
de la funcién neuromuscular y el porcentaje de receptores postsindpticos
tedricamente ocupados por un relajante no despolarizante.

En el afo 1975, Lee demostré que el tren de cuatro permite
cuantificar ciertos niveles de curarizacién tras la administracién de
relajantes no despolarizantes, teniendo en cuenta solamente la apreciacion
visual de los movimientos de los dedos de la mano, sin que fuera
necesario recurrir al registro gréafico.

10.- ANATOMIA DEL NERVIO CIATICO DE LA RATA.

El plexo sacro de la rata estd formado por parte del cuarto nervio
lumbar, el quinto y parte del sexto. Da salida a dos grupos de nervios, un
tronco anterior (ventral) y otro posterior (dorsal) que se unen y consolidan
en la regién pélvica como nervio ciético.

Este tronco nervioso sale de la pelvis por la escotadura ciatica y pasa
por debajo del misculo gliteo mediano apoyado sobre los gemelos
pelvianos y obturadores, luego de encontrarse al misculo piriforme en su
camino descendente. El tronco comun a menudo estd dividido poco
despiés de su origen en dos ramas terminales principales, el nervio tibial
y nervio peroneal. Tras la divisidon o incluso antes (esta circunstancia es
francamente variable), el ciatico pasa sobre los miisculos adductores y
semimembranoso, delante del semitendinoso y cubierto por el musculo
adductor craneal corto y biceps femoral.

A nivel de la regién crural posterior se descubren los nervios tibial y
peroneal agrupados en un tronco comin junto al nervio sural, rama alta
del nervio peroneal, que le sigue en su trayecto. Este tronco comtin da el
aspecto macroscopico de tronco tnico. Estos nervios recorren unidos el
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muslo en toda su longitud, para separarse en la parte alta de la regién
poplitea, aunque a veces lo hace més proximal.

Por debajo de la rodilla, el nervio peroneal se divide rapidamente
en nervio musculo-cutidneo y nervio tibial anterior que van a inervar los
musculos anteriores y laterales de la pierna y los misculos dorsales del
pie. El nervio tibial da impotantes colaterales para los misculos
superficiales y profundos de la celda posterior de la pierna, antes de
dividirse en nervio plantar mediano y nervio plantar lateral que van a
inervar a los musculos plantares del pie, Fig. 9.

11.- OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Desde la realizacién del primer aloinjerto de nervio periférico en
1878 en humanos, éste ha sido un tema controvertido e incluso desterrado
por muchos autores, no hallindose una adecuada aplicacién en la clinica
hasta el momento. Sin embargo, la idea de poder disponer de tejido
nervioso para hacer frente a lesiones de extensién o complejidad
importantes, unida a la creciente realizacién con éxito de trasplantes
nerviosos autdlogos, ha originado un progresivo interés en el campo del
transplante alogénico.

Dado que la posibilidad de que se produzca el rechazo
inmunolégico del injerto, constituye el mayor impedimento para que éste
se lleve a cabo con éxito, han sido numerosos los intentos de anular la
respuesta inmunoldgica desencadenada tras la cirugia del transplante.
Varios han sido los métodos utilizados, bien aplicados sobre el huésped,
bien sobre el mismo injerto para evitar la activacién de la inmunidad del
receptor. De entre los muchos tratamientos aplicados con mayor o menor
éxito, ha quedado patente que en los tltimos afios el avance en la
utilizacién de drogas inmunosupresoras ha generado gran nimero de
trasplantes con resultados notorios, tanto de forma experimental como en
la clinica. Sin embargo, todavia son muchos los efectos secundarios

asociados a la utilizacién prolongada, y a veces a altas dosis, de éstas
drogas.
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Fig. 9. Anatomia del nervio cidtico de la rata.



En esta linea, con nuestra investigacién pretendemos evaluar la
eficacia de un nuevo farmaco inmunosupresor, con el que se han logrado
transplantes con éxito de otros 6rganos, valorando la efectividad del
mismo en el transplante de nervio periférico. Para ello, hemos utilizado
ratas de distintas cepas para disponer de tejidos con diferente marcaje
antigénico, permitiendo asi la posibilidad de reaccibn de rechazo
inmunolégico. Del mismo modo, y partiendo igualmente de una
situaciéon comtin en la clinica humana, hemos seccionado un segmento
de nervio cidtico de rata que posteriormente ha sido transplantado a otra
de distinta cepa. Desde el mismo dia del transplante, las ratas operadas
han sido sometidas a la accidén de esta droga diariamente y a dosis relativas
a su peso. En base a esto, podemos concretizar nuestros objetivo del
siguiente modo:

A) Estudio del patrén celular asociado a la reaccién inmunolégica de
rechazo, en las ratas no tratadas, mediante la utilizacién de marcadores
inmunoldgicos especificos que permitan identificar cada una de las células
implicadas en dicho proceso, y su comparacién con el tejido de las ratas
inmunodeprimidas. Con ello pretendemos demostrar que, al estar Ia fibra
nerviosa libre de la reaccién inflamatoria asociada al rechazo, se consigue
regenerar el nervio trasplantado en los animales tratados.

B} Estudio de la regeneracion nerviosa, llevando a cabo un anilisis
morfometrico de la fibra nerviosa regenerada bajo la accién del farmaco
inmunosupresor, y su comparacién con los grupos control no tratados.
Con ello somos capaces de detectar la densidad de fibras nerviosas
regeneradas/unidad de superficie.

C) Estudio electromiogréfico mediante estimulacion eléctrica capaz
de desencadenar contraccion del grupo muscular inervado por el nervio
operado y su comparacion con las fibras no tratadas. Con ello pretendemos
confirmar la regeneracién de la fibra nerviosa tratada, que adquiere
capacidad para transmitir el impulso aplicado haciéndolo evidente
mediante la contraccién muscular.

El objetivo global del estudio realizado, estructurado en las tres
partes comentadas, ha sido demostrar el posible beneficio de la aplicaciéon
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clinica del farmaco FK 506 para inducir tanto la regeneracion histologica
del nervio, al inhibir la reacciéon de rechazo, como su regeneracién
fisiolégica permitiendo la transmisién del impulso hasta la fibra

muscular.

En funcién de los objetivos planteados, se ha estructurado el trabajo

en los siguientes grupos:

Grupo 1A: Trasplante alogénico. Grupo control. 5 semanas.
Grupo 1B: Trasplante alogénico. Grupo control. 11 semanas.
Grupo 2A: Trasplante alogénico. Grupo tratado. 5 semanas.
Grupo 2B: Trasplante alogénico. Grupo tratado. 11 semanas.

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

HIPOTESIS DE TRABAJO

Para plantear la hipétesis de trabajo hemos partido de las siguientes
premisas:

A) En una fibra nerviosa lesionada solo existird regeneracién de la
misma si el soma celular permanece intacto. Posteriormente, del extremo
proximal seccionado, habran de nacer nuevas ramas en longitud vy
didmetro, en direccién al extremo seccionado distal, para crear nuevas
conexiones sindpticas restableciendo asi la continuidad de la fibra y su
funcionalidad.

B) Los defectos nerviosos deberian poder ser reemplazados, de una
forma ideal, por segmentos del mismo nervio y mismo emplazamiento
que el segmento defectuoso, para garantizar al méximo la recuperacién de
su funcionalidad. Siendo insuficiente la fuente de material nervioso
autdlogo en en el ser humano, se establece el aloinjerto de nervio como la
estructura ideal para reparar lesiones de este tejido.

C) La diferencia de resultados obtenidos entre el transplante
autélogo y alogénico de nervio periférico radica principalmente en el

74



rechazo inmunolégico del injerto, que se produce como consecuencia del
reconocimiento de los antigenos de histocompatibilidad del mismo, por el

huésped.

Teniendo en cuenta lo anterior, y como hip6tesis de base, nos
planteamos la posibilidad de que un reciente firmaco de sintesis,
denominado FK-506, con propiedades depresoras del sistema inmune,
pudiera inhibir la reaccién de rechazo responsable de la mayoria de los
fracasos de trasplante nervioso alogénico.

En este ambito, FK-506, ha demostrado ser un potente
inmunosupresor de sintesis, de probada eficacia en trasplantes de otros
érganos como pulmoén, corazédn, higado y rifién, que ha demostrado ser de
10 a 100 veces mds potente in vitro, que la CyA, e in vivo , ha resultado
ser 10 veces més potente que la misma droga en inhibir la reaccién injerto-
contra-huésped, habiéndose aplicado clinicamente en algunos trasplantes
de 6rganos, y aunque no exento de toxicidad y efectos secundarios
adversos, que se presentan siempre en relacion a la dosis y via de
administracién, éste formaco ha demostrado carecer casi por completo de
toxicidad en animales de experimentacién al administrarlo a dosis
reducidas.

Por tanto y segin estas premisas podemos concretar nuestra
hipétesis  planteando que, siendo FK-506 el mayor fdrmaco
inmunosupresor conocido hasta el momento, y siendo su potencia muy
superior a la de otros farmacos actuales y su toxicidad considerablemente
menor, al haberse obtenido con ésta droga, resultados notorios en el
trasplante de otros dérganos, podemos suponer que el resultado puede ser
igulmente positivo al aplicarlo como inhibidor de la reaccidén
inmunolégica de rechazo en el trasplante de nervio periférico, obteniendo
con ello, una adecuada regeneracion histolégica del mismo y una
recuperaciéon de su funcionalidad, lo que podré ser de utilidad clinica en
humanos para solventar lesiones nerviosas de extensiéon y complejidad
importantes.
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IL- MATERIAL Y METODOS
A.- MATERIAL
1.- ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Para la realizacion del estudio se han empleado ratas macho de las
cepas Wistar como receptoras, y ratas BN (Brown Norway) como cepa
donante. Ambas presentan diferentes marcadores de identidad, para dar
cabida a la posibilidad de rechazo postrasplante.

Todos los animales han sido suministrados por Iffa-Credo® y se han
mantenido en las condiciones habituales en el animalario del Servicio de
Medicina y Cirugia Experimental del Hospital Universitario San Carlos de
Madrid.

Los animales, todos de peso aproximado entre 225-275 g para hacer
homogéneos los grupos, fueron observados durante los dias previos a la
intervencién vy seleccionados solamente aquellos libres de enfermedades
como diarrea, parasitaciéon externa, conjuntivitis, caida de pelo o rinitis.
Durante este periodo tuvieron una dieta ad libitum.

l.a.- DIETA DE MANTENIMIENTO

Se ha suministrado una dieta de mantenimiento Rata-Ratén Lética®
tipo IPM-R20 cuyo andlisis quimico basico es el siguiente:

- Humedad maxima 9.00%

- Proteina bruta 17.00%
Lisina, minimo 0.70%
Metionina+Cisteina, minimo 0.50%

- Grasa bruta, minimo 3.00%

- Fibra bruta, maximo 5.00%

- Cenizas, maximo 5.00

- Calcio, minimo 0.80%

- Fésforo, minimo 0.655

- Cloruros, minimo 0.60%

-M.ELN. 57%
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Todo ello supone una energia metabolizable de 2950 Kcal/Kgr. Los
animales han tenido libre disposicién de pienso y abundante agua potable a
su alcance, administrada en biberones de 250 ml utilizando un separador
entre éstos y el pienso.

2.- INSTALACIONES

Se han utilizado las instalaciones del Servicio de Medicina y Cirugifa
Experimental del Hospital Universitario San Carlos, asi como del
Departamento de Biologia Celular en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Complutense de Madrid donde se han realizado las técnicas de
perfusién intracardiaca y el estudio inmunolégico. La morfometria, se ha
llevado a cabo en el Departamento de Anatomia Patolégica del Instituto de
Salud Carlos III de Madrid y el estudio electrofisiolégico en Servicio de
Cirugia Experimental del Hospital Clinico San Carlos de Madrid.

2.a.- ESTABULARIO Y CONDICIONES DE MANTENIMIENTO

Se han utilizado en todos los casos jaulas individuales de
Makrolén®, Policarbonato, Tecniplast tipo 2C, transparentes, con techo de
reja metdlica que incluye un compartimento donde se coloca la comida y el
biberén de agua. Las dimensines de la jaula son de 260 x 200 mm de medida
interna de la cubeta con 120 mm de altura (50 mm de cama con viruta) y
area de base de 410 cm”. Como cama o lecho se ha empleado viruta para
animales de laboratorio Ultrasorb Panlab®, carente de polvo, colorantes,
insecticidas, fungicidas y sin productos quimicos.

En todos los casos se han observado las directrices europeas relativas a
enjaulado de roedores de laboratorio n® 86/109 de la CEE del 2 de
Noviembre de 1986, tanto en lo que se refiere a la superficie minima del

suelo de la jaula en relacién al peso de la rata, humedad y temperatura de la
habitacién, Arias®, Vaquero™.

Los animales se alojaron en una habitacién con un periodo de 7 horas
de luz y 17 horas de oscuridad para simular al m&ximo las condiciones de

vida habitual de los roedores, animales preferentemente nocturnos. La
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temperatura de la habitacién se mantuvo constante a 23°C y la humedad
relativa al 47%. La habitacién disponia de aire acondicionado y se impidi6
el paso a personas no autorizadas para evitar estrés en los animales.

2.b.- QUIROFANO EXPERIMENTAL

Se dispuso de quiréfano para cirugia experimental equipado
basicamente con:

- Mesa quirurgica.

- Lampara mévil.

- Campana de anestesia de éter para pequefios animales.

- Microscopio quirtirgico.

- Aire acondicionado.

- Maquina rasuradora.

3.- MATERIAL QUIRURGICO
3.a.- INSTRUMENTAL MACROQUIRURGICO

Se ha utilizado material macroquirargico, aunque delicado, durante
la diseccién de la piel y misculo hasta llegar al nervio cidtico de la rata. El
conjunto utilizado se compone de:

- Mango de bisturi metalico de diversos tamanos.

- Hojas de bisturi de diferentes numeraciones.

- Porta-agujas de Mayo.

- Tijera quiridrgica de Mayo recta y curva.

- Tijera de diseccién curva.

- Pinza de diseccién de Adson con y sin dientes.

- Pinzas hemostdsicas finas tipo "mosquito” (Hartman) curvas.

- Separadores manuales pequefios de Farabeuf.

3.b.- MATERIAL DE MICROCIRUGIA
3.b.1.- MEDIOS DE MAGNIFICACION
Se han utilizado como medios de magnificacién quirdrgica:
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A) MICROSCOPIO QUIRURGICO:

Se ha empleado para las técnicas de microcirugia nerviosa el
microscopio operatorio Carl Zeiss Jena Opm 110, cuyas caracteristicas son:

- lluminacién: ldmpara halégena 6V 20W.

- Margen de inclinacién: -15, + 120 gados.

- Distancia de trabajo: 200, 300 y 400 mm.

- Aumentos: 7.5 X

- Diametro del campo visual: 22 mm.

B) GAFAS LUPA:
De 3 aumentos, utilizadas para la diseccién inicial hasta llegar al
nervio.

3.b.2.- SUTURAS

Se han utilizado varios tipos de sutura:

- Sutura de Nylon monofilamento de 10-0 con aguja curva CU-1 de
cara cortante y doble aguja.

- Sutura de polipropileno tipo Vycril Blue ( Ethicon®, Inc.) de 5-0 y 6-0
con aguja curva de cara cortante.

- Sutura de seda trenzada de 3-0 con aguja TB/15 (Marin®, Lorca,
Espafia).

3.b.3.- INSTRUMENTAL MICROQUIRURGICO

Se ha utilizado instrumental microquirtirgico de acero inoxidable, de
la casa Chifa®, mate para evitar reflejos, compuesto de:

- Porta-agujas de Barraquer recto y curvo sin cierre, con mecanismo de
resorte para evitar maniobras bruscas con mango plano.

- Tijeras de Wescott para diseccion fina (curvas y romas) y para corte
(rectas y puntiagudas).

- Pinzas rectas y curvas tipo relojero denominadas pinzas Dumont.

- Clamps vasculares utilizados en nuestro caso para clampaje de la
arteria poplitea que hemos disecado a la hora de la extraccién del
nervio para tener mayor longitud de reseccién.
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4.- FK-506

Para la realizacién de este frabajo se utilizaron 2 viales de 20 mg del
farmaco inmunosupresor FK-506, facilitado por los laboratorios Fujisawa
(Osaka, Japén).

FK-506 pertenece al grupo antibiético de los macrélidos. Su férmula
molecular es C44 H69 NO12-H20 y su peso molecular es 822.05, Fig. 8. El
farmaco es soluble en metanol, etanol, acetona, etilacetato, cloroformo y
dietiléter; moderadamente soluble en hexano y petréleo-éter e insoluble en
agua. Asi mismo, se mantiene estable en condiciones medioambientales
normales, asi como en un medio 4cido muy diluido y admite ser
almacenado bajo condiciones extremas tales como altas temperaturas,
humedad ambiental elevada y bajo exposicién luminosa de lamparas
fluorescentes.

La forma de presentacién para su administracion i.m. es en viales
conteniendo el fairmaco en forma de polvo seco de color blanco, cuyas
caracteristicas de identidad son las siguientes:

Producto: FK-506 (20 mg/vial)

Lote N°: 700952K

Fecha de analisis /envasado: 10 de Marzo de 1995
Descripcion: Polvo blanco

PH: 6.30

Disolventes: Etanol ( 0.045%)

Agua: 0.84%

Excipientes: 54 mg/vial

La preparacién de la suspensién para su administracién im. es la
siguiente:

Teniendo en cuenta que cada vial contiene 20 mg de FK-506 y 54 mg
de excipiente, cada 37mg de la formulacién contenida en el vial
corresponden a 10 mg de FK-506 que habr4 de disolverse en suero salino
hasta obtener la concentracién deseada. En nuetro trabajo se han utilizado
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dos viales de 20 mg de FK-506 que se han diluido en 100cc de suero salino
cada uno. La dosis utilizada ha sido de 0.32 mg/kg/dia de tratamiento.

Una vez realizada la solucién, ésta permanece como suspension, que
ha de almacenarse en refrigerador o congelador y tiene una estabilidad de al
menos 2 meses desde su obtencién. Para su correcta administraciéon, via i.m.
la solucién ha de agitarse enérgicamente antes de utilizarse, y debido a que
la suspensién puede producir cierta irritacién tisular local durante su
administracién, es recomendable aplicar el firmaco alternando el lugar de
puncién durante los dias de tratamiento. La formulacién utilizada en este
estudio s6lo admite ser utilizada en animales y nunca en humanos.

5.- ANTISUEROS

Para realizar el estudio inmunohistoquimico se han utilizado
antisueros de rata que permiten la deteccion de las células mads
representativas implicadas en la reaccién de rechazo postrasplante.

Los anticuerpos primarios anti-rata empleados, cuya referencia,
antigeno especifico que detecta y clon al que pertenece se detallan a
continuacidén, son los siguientes:

Ref. Antig. especifico Acmonoclonal
MCA 52 CD5 MRC OX 19
MCAS5G CD 4 y macréfagos W3/25

MCA 48 G CD8 MRC OX 8
MCA 274 Macroéfagos MRC OX 41
MCA 94 CMH clase I (RT 1Aa) F 16-4-4
MCA 50 CMH clase II (Ia) MRC OX 17

EL anticuerpo secundario utilizado corresponde al PAP de referencia
C 100 3K 250.

Todos los productos utilizados han sido obtenidos de los laboratorios
Serotec® (Reino Unido) a través de su delegacién en Espania {casa Atom®
en Madrid).
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6.- MATERIAL COMPLEMENTARIO

6.a.- ANESTESICOS

Inhalatorios: Se han utilizado para la induccién anestésica, éter
dietilico que es un liquido incoloro, irritante, volétil, inflamable y explosivo
gue se descompone por la luz, el aire y el calor, por o que debe mantenerse

en recipiente opaco.

Inyectables: Se utilizaron combinaciones con los siguientes

agentes segun los casos:

- Anestesia general para la realizacion del transplante:

- Atropina 1cc
- Valium 10 mg ( Diazepam® ) 2¢cc
- Ketamina ( Ketolar® ) 2cc
- Suero fisiolégico al 0.9% 5cc

La dosis administrada fue de 1-1.5 ¢¢ de la mezcla
senalada, segun el peso de la rata.

- Anestesia utilizada para la realizaciéon del estudio

electrofisiologico:
- Afropina 1cc
- Ketamina ( Ketolar® ) 2cc
- Suero fisioldgico al 0.9% 5cc

La dosis administrada fué igualmete de 1-1.5 ccen
relacién al peso del animal.
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6.b.- ANTISEPTICOS

Se han utilizado dos tipos de antisépticos habituales en cirugia de
diferente composicién quimica, que son la clorhexidina (Hibitane®) y un
iodéforo (Betadine®).

6.c.- RASURADORA

Para rasurar a la rata se ha empleado la rasuradora denominada
Detachable Blade Small Animal Clipper Oster Golden A 5 modelo 5-55 H,
con potencia de 35 Watt y frecuencia de 50 Hz.

6.d.- BASCULA

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

6.e.- MATERIAL ICONOGRAFICO

Para la fotograffa macroscopica se ha utilizado una maquina
fotogréafica Minolta® Dinax 3000-1, con obturador de velocidad controlada
automaticamente de forma electrénica, lentes de aproximacién y flash
circular.

Para la realizacién del estudio inmunohistoquimico se ha utilizado
un fotomicroscopio Zeiss. Se obtuvieron diapositivas del material
histolégico observado utilizando una pelicula AGFACHROME RS 100 PLUS
profesional (iso 100/21°) y reveladas utilizando el kit de hobby-pac CAT 501
4329 de Kodak.

Para la realizacion del estudic morfométrico se ha utilizado una
camara color (Hitachi KP-C 503 acoplada a un microscopio Nikon).
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6.f- TALLADORA

Para realizar los cortes semifinos con piramidotomo (lmp) se ha
utilizado una talladora T.M. 60 Reichter OM 43.

6.g.- ANALISIS DE IMAGEN

Para realizar el contaje axonal de las fibras nerviosas se ha utilizado
un sistema de andlisis de imagen con el software MIP 4ADV de CID.
Espafia, integrado en un ordenador personal (PC, Pentium), Fig. 10.

7.- SISTEMA DE ELECTROFISIOLOGIA

Para la evaluacién de la conduccién electrofisiolégica se ha utilizado
el dispositivo TOF GUARD™' de la casa Biometer International A/S, Fig.
11.

CARACTERISTICAS DEL MONITOR TOF-GUARDYM?T

El monitor de la transmisién neuromuscular TOF-GUARD esta
compuesto por un estimulador de nervios periféricos y un
electromiogréfico, con un microprocesador que integra de forma automatica
los potenciales de accién muscular y los registra en un inscriptor
termosensible y en una pantalla digital, Fig. 12. Produce una estimulacién
automadtica con trenes de cuatro estimulos de 0.1 ms de duracién de
duracién a una frecuencia de 2 Hz repetidos cada 20 seg, estableciéndose
previamente y de forma automética el nivel del estimulos supramaximo
(autocalibracién). El sistema integra toda el drea del potencial de accién
muscular comparando de forma continuada las areas obtenidas con el valor
de autocalibracién efectuado al comienzo de la estimulacién (T1);
simultdneamente compara, en cada tren de cuatro estimulos, el drea
evocada por la primera y cuarta estimulacién, expresando los resultados en
porcentaje.
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Fig. 10. Andlisis de imagen morfométrico. Software MIP4ADV (PC
PENTIUM).
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Fig. 11. Sistema de electrofisiologia.
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Area de estimulo simple
Tl= X 100
Area control

Area tltima respuesta T4
TR= X 100
Area primera respuesta T1

B.- METODOS
1.- DISENO DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL

En el presente estudio se han utilizado ratas Wistar macho adultas de
3 meses de edad y peso aproximado de 250 g. Las ratas fueron sometidas a
trasplante alogénico de nervio citico, procedente de ratas donantes Brown
Norway, de edad y peso similares a las receptoras.

Tras el acto quirtrgico, las ratas fueron distribuidas en 8 grupos,
estudidndose en cada uno de ellos 20 injertos nerviosos procedentes de las
10 ratas que han constituido cada grupo. Del total, 4 de estos grupos (1A, 2A
y 1B, 2B) fueron destinados al estudio inmunchistoquimico, utilizdndose
el resto de ellos (3A, 4A y 3B, 4B) para el estudio morfométrico o contaje
axonal. Todas las ratas fueron a su vez utilizadas para estudiar la conduccién
nerviosa del injerto, hasta su sacrificio y posterior procesamiento de las
muestras en distinta forma, segin se realizara sobre ellas uno u otro de los
estudios mencionados. La mitad del total de de los animales fueron
sometidos a tratamiento inmunosupresor con FK 506 a dosis de 0.32
mg/Kg/dia via i.m. diariamente desde el dia de la cirugia hasta un total de 5
y 11 semanas. La otra mitad no recibi6é ningiin tratamiento, estableciéndose
como grupo control, y sacrificdindose en los mismos tiempos. Queda por
tanto establecida la estructura del presente estudio como sigue:

Estudio inmunohistoquimico:

Grupo 1A: Alotrasplante control. 5 semanas.
Grupo 2A: Alotrasplante tratado. 5 semanas.
Grupo 1B: Alotrasplante control. 11 semanas.

85



Grupo 2B: Alotrasplante tratado. 11 semanas.

Estudio morfométrico:

Grupo 3A: Alotrasplante control. 5 semanas.
Grupo 4A: Alotrasplante tratado. 5 semanas.
Grupo 3B: Alotrasplante control. 11 semanas.
Grupo 4B: Alotrasplante tratado. 11 semanas.

Estudio de conduccidn nerviosa:
Grupos 1A, 24, 1B, 2B, 3A, 4A, 3B, 4B.

2.- TECNICA QUIRURGICA
2.a.- ANESTESIA

Inicialmente se utilizd6 como anestésico general por via inhalatoria, la
aplicacién de una atmoésfera de éter por medio de algodones empapados
contenidos dentro de una campana transparente para anestesia de pequenos
animales, hasta que éstos quedan totalmente dormidos. Previamente a esta
circunstancia se suele observar en el animal fases de agitacién

2.b.- COLOCACION DEL ANIMAL

Cuando la rata se encuentra anestesiada se procede a su colocacién
sobre la mesa quirturgica donde se ha dispuesto una plancha de corcho a la
que se fija la rata con esparadrapo en posicidn lateral con las extremidades
dorsales en semiflexién y adduccién, postura en la que el nervio ciatico se
encuentra sin tensién y facilmente accesible.

2.c.- ASEPSIA

Para establecer unas condiciones de asepsia minimas del campo
quirirgico se procede a su rasurado que se realiza en seco en la region dorsal
del miembro inferior, desde la linea media hasta mds abajo de la
articulacion de la rodilla. Cranealmente, el limite se establece en la cresta
iliaca del mismo lado. A continuacién se procede a la limpieza de la zona
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con un vaporizador de Clorhexidrina, Hibitane®. Por ultimo se aseptiza el
campo rasurado con Betadine®.

2.d.-TECNICA QUIRURGICA

Se incide la piel con bisturi en la parte dorsal del miembro inferior en
una Ifnea que siga una direccién desde medio centimetro anterior de la raiz
de la cola hasta la articulacién fémorotibial. Se diseca la piel y tejido celular
subcutineo hasta llegar a la aponeurosis a nivel de la musculatura, sobre la
que se aborda en la unién entre los musculos abductor cruris craneal y biceps
femoral, sin seccionar ninguno de ellos limitdndose a separarlos y colocar
separadores confeccionados con clips sujetapapeles. Conviene evitar la
confusién con la unién entre el bicéps y semitendinoso, punto por el que
también es posible llegar al nervio pero con un abordaje mas dificultoso y
sangrante al existir mayor cantidad de vasos en esta regién. De esta manera
se alcanza el nervio cidtico. Hasta aqui la técnica quirdrgica se ha realizado
con gafas lupa de 3 aumentos. A partir de este momento se utilizara el
microscopio quirtirgico para conseguir una diseccidn lo mds precisa y menos
traumatica posible.

El nervio cidtico se expone desde su salida por debajo del misculo
piramidal hasta un nivel lo maés distal posible y que debe visualizar siempre
la bifurcacion en tibial y peroneal. En esta fase atin no hemos actuado sobre
el nervio directamente. Se procede ahora a la diseccién roma del nervio
cidtico separandolo de las estructuras circundantes a las que se une por un
tejido conjuntivo laxo, hasta que este queda totalmente liberado y expuesto
como se muestra en la Fig. 13. A continuacién se procede a la extraccién del
nervio, para lo cual se realizan dos cortes limpios para evitar la aparicién de
cabos insatisfechos, exactamente bajo el musculo piramidal y en el extremo
opuesto antes de su bifurcacién.

La interposicién del aloinjerto nervioso se realiza mediante la
extraccion de un fragmento de nervio cidtico de aproximadamente 10-15
mm de una rata de la cepa BN (Brown Norway) siguiendo los mismos pasos
comentados anteriormente para su diseccién, Fig. 14. Una vez obtenido el
injerto, éste se mantiene en suero fisiolégico y se procede a la diseccién del
nervio cidtico de la rata receptora de la cepa Wistar y posterior excisién de
un fragmento de unos 4-5 mm donde se interpondra el injerto. Se sutura
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Fig. 13. Nervio didtico de rata donante.






Fig. 14. Técnica quirtrgica del aloinjerto nervioso (fragmento donante).






ahora el cabo distal del injerto con el cabo distal del nervio receptor con
técnica de puntos epi-perineurales y de igual manera los cabos proximales
evitando en todo momento que exista tensién en las zonas de unién, Fig. 15.

Una vez realizada la anastomosis procedemos al cierre por planos
uniendo los grupos musculares antes separados, mediante suturas
reabsorbibles de Vycril® de 5-0. Posteriormente se cierra la piel mediante
sutura continua de seda de 3-0, se aplica clorhexidina liquida (Hibitane®)
sobre la sutura y tejidos cutdneos circundantes y se deposita el animal en
una jaula con cama limpia hasta su despertar completo.

3.- ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO DEL NERVIO
CIATICO

Para una investigacién cientifico-clinica rigurosa y exigente serd
preciso recurrir a estimuladores complejos y sofisticados, con ondas
cuadradas o rectangulares, con la posibilidad de variar la frecuencia de los
estimulos desde 0.01 &4 1.000 Hz con posibilidad de regular el voltaje desde 15
mV hasta 350 mV.

Tipo de electrodos- Se utilizaron agujas subcutédneas, teniendo
cuidado de dejar las puntas de las agujas préximas, pero no dentro, del
nervio; procurando también que las puntas de las agujas estén separadas la
una de la otra por lo menos una distancia de 1 cm. Tanto las agujas como los
hilos eléctricos deberan ser fijados a la piel con adhesivos y orientados en el
sentido del eje longitudinal del nervio, Fig. 16.

Polaridad de los electrodos.- El electrodo negativo se coloca sobre la

parte distal del nervio y el electrodo positivo sobre la porcidn proximal.

Intensidad de los esfimulos.- Los estimulos son supraméaximos. El
estimulador es regulable, procediendo de la siguiente manera: Se colocan los
electrodos sobre la linea del nervio cidtico. Se escoge la frecuencia de 0.1 Hz
(estimulacién simple = un estimulo cada 10 sg). Se conecta el estimulador
manteniendo el nivel de intensidad en el valor més bajo y se observa si hay
0 no respuesta mecdnica a nivel de la extremidad. Se aumenta
gradualmente la intensidad de la estimulacién, de divisién en divisién,
hasta que se obtienen respuestas visibles en la extremidad. Una vez
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Fig. 15. Técnica quirtrgica del aloinjerto nervioso (aloinjerto anastomosado
a nervio cidtico receptor).



Fig. 16. Detalle del estudio de conduccién del nervio ciético.






obtenidas estas respuestas, se coloca el indicador de intensidad de 0.5 a 1
unidad por encima de aquella que desencadend las primeras respuestas
visibles de la extremidad. Esta intensidad es la llamada “supraméxima” o

“supralaminar”.

Frecuencia delos estimulos.-

- 0.1 Hz estimulacién simple o twitch: Interesa, sobre todo, cuando lo
que se estudia es el “anélisis de tiempos”. La amplitud de las respuestas
mecanicas a la frecuencia de 0.1 Hz es la amplitud de referencia para los tests
o para el estudio que utilizan otras frecuencias. Los tiempos pueden ser
repetidos en valores absolutos o bien ser anotados en valores correlativos.

- 2 Hz tren de cuatro o “train of four”: La frecuencia de 2 Hz es una
frecuencia antifisiolégica que produce un agotamiento de la liberacién de
acetilcolina sin acelerar ni la recaptacién de colina, ni la resintesis de
acetilcolina, ni la movilizacién de la acetilcolina de reserva. De aqui que una
serie de cuatro estimulos con una frecuencia de 2 Hz acabe produciendo un
agotamiento mas o menos pronunciado de las tres tiltimas respuestas. Un
punto de méxima importancia cuando se utiliza la monitorizacién con
salvas de cuatro estimulos es el intervalo de tiempo que debe de existir entre
las diferentes salvas que deben ser, como minimo, iguales o superiores, a los
10 segundos (tiempo minimo necesario para que se rehaga la carga de
acetilcolina inmediatamente disponible). En otras palabras, la repeticiéon de
salvas de cuatro estimulos con intervalos de tiempo inferiores a los 10
segundos acabard por producir un agotamiento de acetilcolina que nos
llevard a un falso diagnéstico. En términos practicos, la primera respuesta de
un tren de cuatro estimulos tiene una amplitud perfectamente idéntica a la
respuesta a una estimulacién simple (0.1 Hz). La amplitud de la primera
respuesta de un tren de cuatro se correlaciona esencialmente por el nimero
de receptores postsindpticos ocupados {(bloqueados). Pero las tres ultimas
respuestas, particularmente la cuarta, presentan un agotamiento, una
disminucion de amplitud en relacién a la primera respuesta.

30-200 Hz o estimulacién tetanica: Las frecuencia superiores a 30 Hz
producen respuestas mas amplias de las que se originan con la frecuencia de
0.1 Hz (por causar una mayor liberacién de acetilcolina y consecuentemente
por estimular un mayor nimero de receptores postsinapticos. La
valoracionde la tension-desplazamiento producida por la estimulacion
tetdnica debe ser hecha durante 5 segundos
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4.- SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DE MUESTRAS

Los animales han sido sacrificados en dos tiempos, a las 5 y a las 11
semanas desde la realizacién del alotrasplante nervioso. Dentro de estos
tiempos a su vez, se ha diferenciado un grupo de animales tratados con
inmunosupresor y otro grupo control que no recibié tratamiento. Por otro
lado, la mitad del total de los animales, se destinaron a un estudio
inmunohistoquimico y el resto a un estudio morfométrico, siendo en cada
caso diferente la técnica de sacrificio y extraccién de muestras, asi como su
posterior procesamiento.

4.a.- GRUPO DE ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL NERVIO
CIATICO

Las ratas fueron anestesiadas mediante inyeccién intraperitoneal de
Equitesin® (Jansen Lab.} a dosis de 60 mg/kg. A continuacién se procedi6 a
la toracotomia de los animales para descubrir el corazén. Con el fin de evitar
la coagulacion sanguinea se inyectd intaventricularmente 1 ml de heparina
sddica (1% p/v).

Posteriormente se realiz6 una incision en la cavidad ventricular
izquierda a través de la cual se introdujo una cénula hasta la embocadura de
la arteria aorta (perfusion via aorta ascendente). A continuacién se procedié
durante unos minutos, al lavado con suero salino (CINa 9%) del sistema
cardiovascular para eliminar los elementos sanguineos tras seccionar la
auricula derecha y facilitar asf la posterior circulacién del liquido fijador,
evitando siempre la interrupcién en el flujo de perfusion. Tras el lavado
vascular y via aorta ascendente, se procedid a dar paso 500 ml de una
solucién fijadora, durante 40 minutos aproximadamente. La mezcla
aldehidica fijadora estaba compuesta por 4% (p/v) de paraformaldehido,
0.1% de glutaraldehido en tampén fosfato 0.1M (pH=7.4), Karnowsky'”, con
el fin de compatibilizar una optima preservacion morfolégica con la
conservacion de las propiedades antigénicas, quimicas y/o funcionales de las
moléculas a detectar.
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Posteriormente se procedid a la rdpida, pero cuidadosa extraccién de
los nervios cidticos operados, identificando y separando las porciones
proximal, distal y medial de la operacién quirdrgica, realizdndose en un
segundo tiempo una postfijacion de las muestras durante 4 h a 4°C, para
evitar la retraccion celular, en una solucién de paraformaldehido (4% p/v)
en tampon fosfato 0.1M (pH= 7.4).

4.b.- ESTUDIO MORFOMETRICO DEL NERVIO CIATICO

Los animales, como en el grupo anterior, fueron anestesiados con 60
mg/kg de Equitesin® (Jansen Lab.) intraperitonealmente. A continuacién se
procedié a la toracotomia de los animales. Se inyecté 1 ml de heparina
sodica (1% p/v), para evitar la coagulaciéon sanguinea. Posteriormente se
procedié al lavado con suero salino (CINa 9%) por via intracardiaca y, sin
permitir interrupcién en el flujo de perfusién, se introdujo via aorta
ascendente, 500 ml de wuna solucién fijadora, durante 40 minutos
aproximadamente. La mezcla aldehidica fijadora estaba compuesta por

127 ¢

glutaraldehido 1% (v/v) en tampén Karnovsky (pH=7.4), Karnovsky .

La solucion Karnovsky consta de:
solucién A: Tampoén cacodilato 0.2M.
solucién B: paraformaldehido 10 % (p/v).

Tras la fijacién se procedié a la rdpida, pero cuidadosa extraccién de
los nervios cidticos operados, identificando y separando las porciones
proximal, distal y media de la operacién quirtrgica.

5.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE NERVIO CIATICO

5.a.- ESTUDIO HISTOLOGICO A MICROSCOPIA OPTICA
CONVENCIONAL

Una vez extraidos los nervios operados de ambos grupos, como se ha
descrito, parte de las muestras fueron procesadas para poder ser visualizadas
a microscopio Optico. Para ello, tras la fijacién y extraccién de los nervios,
éstos se volvieron a fijar en la misma solucién durante 4h a 4°C. Tras el
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lavado de las muestras histoldgicas en tampén fosfato (0.1M, pH=7.5), éstas
fueron crioprotegidas en una solucién tamponada (tampén fosfato 0.1M,
pH=7.5) de sacarosa 2.3M durante 12 horas a 4°C. Tras la crioproteccion las
muestras fueron seccionadas, utilizando un microtomo de congelaciéon. Los
cortes de 10-20 mp fueron montados sobre portaobjetos previamente
tratados con gelatina/cromalumbre, tefiidos con hematoxilina-eosina y azul
alcidn-hemalumbre-picrocarmin de indigo. Los cortes fueron deshidratados
en una serie alcohdlica creciente, aclarados con xileno y montados con
DePeX.

5.b.- ESTUDIO INMUNOHISTOQU{MICO DEL NERVIO
CIATICO.

Una vez extraidas las muestras, se procedi6 al lavado de las mismas
en tampon fosfato (0.1M, pH=7.4), durante 2h, tras lo cual se procedi6 a la
crioproteccién de los tejidos utilizando una solucién 2.3 M de sacarosa en
tampén fosfato 0.IM (pH=7.4) durante toda una noche a 4°C. Al dia
siguiente las muestras fueron incluidas en gelatina, para la confeccién de los
bloques que contenfan las muestras:

Sacarosa 15% (p/v).
Gelatina 15% (p/v).
Tampodn fosfato 0.1M (pH= 7.5).

A continuacién se procedié a la fijacion de los bloques de gelatina en
una mezcla de formaldehido al 3.5% (v/v) y sacarosa 30% (p/v) en tampoén
fosfato 0.1M (pH=7.5), durante 5h a 4°C. Tras la fijacién de los bloques, se
procedié a la obtencién de cortes de 30-40 mp mediante microtomia de
congelacién. Los cortes fueron lavados repetidas veces en PBS 0.1M (pH=7.5)
(Tampén fosfato salino) y tratados con una solucién de H202 al 0.3% (v/v)
en PBS (0.1M, pH=7.5), durante 30 minutos, para llevar a cabo la inhibicién
de la peroxidasa endégena. Tras repetidos lavados en PBS (0.1M, pH=7.5), los
cortes histolGgicos fueron tratados con una solucién al 1% (p/v) de NaBH4
(Sigma Chem. Co.) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente, con
la finalidad de revertir en parte la fijacion y restablecer con ello la
antigenicidad, Baschong'.
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Los cortes se lavaron repetidas veces en PBS, y posteriormente se
trataron con una solucién centrifugada a 3000 g durante 15 minutos de 0.5M
de L-lisina en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente, o glutamina
0.5M en PBS con la finalidad de bloquear los grupos aldehidos libres.

A continuacién se procedié a la deteccién inmunohistoquimica de los
diversos antigenos, mediante inmunomarcaje indirecto, siguiendo el

método inmunohistoquimico del PAP, Sternberger™ %,

Los cortes fueron incubados con los siguientes antisueros especificos,
incubando primero 2h a temperatura ambiente y posteriormente toda la
noche en nevera a 4°C, manteniendo siempre los medios de incubacién en
continua agitacion. Los antisueros especificos utilizados (Serotec®) fueron
diluidos en PBS utilizando las diluciones que se especifican a continuacion:

Antisuero antirata MRC OX-19 (Anticélulas T): Dilucién 1:50; W3/25
(Anticélulas T helper y macréfagos): Dilucién 1:50; OX-8 (Anticélulas T
citotoxicas): Dilucién 1:50; OX-41 (Antimacréfagos, granulocitos y células
dendriticas): Dilucién 1:100; F 16-4-4 (Anti CMH clase I de rata, equivalente a
Ag RT 1Aa de rata): Dilucién 1:50; MRC OX-17 (Anti CMH Clase II de rata,
equivalente a cadena alfa del Ag Ia de rata, homdlogo del Ag Ia-E de raton):
Dilucién 1:100.

Tras repetidos lavados en PBS, los cortes se incubaron en el anti-
mouse IgG, desarrollado en cabra y diluido 1:500 en PBS, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron los cortes repetidamente
en PBS y se incubaron en el complejo PAP-mouse (1:500) en PBS durante 2
horas a temperatura ambiente y agitando de forma permanente el medio de
incubacion. Los cortes se lavaron 3 veces en PBS y se incubaron en la
solucién cromégena de 05 mg/ml de hidrocloruro de 3,3 -
diaminobenzidina (DAB) durante 10 minutos, a temperatura ambiente y en
agitacién. A continuacioén se procedié al revelado de la reaccién utilizando
una solucién de 0.5 mg/ml de DAB y H202 (0.01%, v/v) durante 10
minutos a temperatura ambiente. Tras lavar los cortes con PBS, estos fueron
montados sobre portaobjetos previamente gelatinizados con una mezcla de
gelatina/cromalumbre, con la finalidad de adherir los cortes a los

portaobjetos, deshidratados en una serie alcohélica creciente y montados con
DePeX.
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La técnica de la metenamina de plata, Gallyas™, fué utilizada con el fin
de intensificar la reaccion de algunos de los cortes seleccionados
previamente. Para ello, se incubaron los cortes en una solucion de
metenamina de plata durante 10 minutos en estufa a 56°C. Tras tres lavados
de cinco minutos en H2QO destilada se trataron con una solucién al 0.2%
(p/v) de AgCl2 en H20 destilada durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Tras lavar nuevamente los cortes en agua destilada, se trataron
con tiosulfato sédico al 2.5% (p/v) en H20 destilada durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente el material fue lavado con H2O
destilada, deshidratado en una serie de alcoholes en gradacion creciente y
montdndolos utilizando un medio permanente (DePeX).

CONTROLES DE ESPECIFICIDAD:

- DE LOS ANTISUEROS: Los antisueros utilizados en este estudio
experimental han sido adquiridos a través de la casa comercial Serotec®. Los
protocolos de especificidad han sido publicados previamente,
determindndose que las posibles reacciones cruzadas, determinadas
mediante técnicas de ELISA y RIA, son consideradas nulas o cercanas a
niveles no detectables.

a.- Antisuero conteniendo Ac¢ monoclonales MRC OX-19,

contra timogi c€lulas T de rata (CDS). Estos Ac reconocen como antigeno
una glicoproteina de los timocitos, un determinante expresado en la
superficie de todos los timocitos y células T periféricas. Este anticuerpo
resulta til en la identificacion de las células T ya que, a diferencia de lo que
ocurre con otros marcadores de células T de rata, parece especifico para esta
estirpe celular Dallman***!, Barclay'. No reconoce ni macréfagos, ni células
NK (Natural Killer) ni mastocitos ni otros tipos celulares, Dallman*'. El
antigeno reconocido especificamente por este antisuero es una glicoproteina
de 69.000 D de peso molecular y parece ser homdéloga a Ly-1 de raton y al CD5
humano.

Utilizamos una dilucién 1:50 puesto que se comprobd que era la que
mejores resultados ofrecia sin tincién inespecifica de fondo.

b.- Antisuero conteniendo Ac monoclonales F 16-4-4 contra Ag

RT 1Aa de rata: Estos Ac reconocen como antigeno al CMH de rata
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parcialmente purificado. El anticuerpo reacciona con la cadena Mr de 45.000
D del antigeno de la clase 1 del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), Hart y Fabe”. Reacciona con todas las cadenas testadas, pero més
débilmente con la cadena RT1c, Hart y Fabe”™. Hasta el momento actual ha
sido utilizado para determinar inmunohistoquimcamente los antigenos de
clase 1 del CMH.

Utilizamos una dilucién 1:50 puesto que se comprobd que era la que
mejores resultados ofrecia sin tincién inespecifica de fondo.

c.- Antisuero conteniendg Ac monocionales OX-8 contra linfocitos T
citotdxicos (CD8). Estos Ac (Ig G) reconocen un determinante sobre la
mayoria de los timocitos (90-95%), una subpoblaciéon de las células T
periféricas, la mayor parte de las NK y los leucocitos granulares
intraepiteliales. Brideau”; Dallman®’; Cantrell’; Lyscom y Brueton™. El
antigeno reconocido es un complejo de glicoproteinas de superficie de
34.000, 39.000 y 76.000 D de peso molecular y resulta homologo al antigeno
CD8 humano vy al antigeno de ratén Ly-2. E]l anticuerpo se une a una
subpoblacion de células T que median la supresién de la formacién de
anticuerpos, Brideau® y el precursor de células citotéxicas, Dallman®.

Utilizamos una dilucién 1:50 puesto que se comprobd que era la que
mejores resultados ofrecfa sin tincién inespecifica de fondo.

d.- Antisuero conteniendo AC Monoclonales W3/25 conira
linfocitos T helper (CD4): Estos Ac (Ig G) reconocen un determinante

presente en la mayor parte de los timocitos (90-95%), poblacion de células T
periféricas y macréfagos, Williams?’; Brideau”; Barclay”. El anticuerpo se
une a la poblacién de T-helper, células que median la actividad de las células
TyB.

Utilizamos una dilucién 1:50 puesto que se comprobd que era la que
mejores resultados ofrecia sin tincién inespecifica de fondo.

e.- Antisuero conteniendo Ac monoclonales MRC OX 41 contra
macrdfagos ranulocit g iticas: Estos Ac reconocen

especificamente a la mayoria de los macréfagos, incluyendo los residentes en
el peritoneo, los alveolares y los macréfagos activados. Ademés detecta
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granulocitos y una poblacién de células dendriticas. El antigeno reconocido
en los macréfagos es un polipéptido de 110-120.000 D, Robinson”.

Utilizamos una dilucién 1:100 puesto que se comprob6 que era la que

mejores resultados ofrecia sin tincién inespecifica de fondo.

f- Antisuero conteniendo Ac MRC OX 17 contra cadena alfa del
Agla de rata: Este Ac, hecho en ratén contra un determinante de la cadena

alfa delala de rata (homoélogo a la IaE de ratén), reconoce un determinante
monomoérfico de la IaE de ratén, Fukumoto™ y se utiliza para determinar
inmunohistoquimicamente los Ag de clase II del CMH.

Utilizamos una dilucién 1:100 puesto que se comprob6 que era la que
mejores resultados ofrecia sin tincién inespecifica de fondo.

- DE LA REACCION INMUNOHISTOQUIMICA: En todas las
reacciones inmunohistoquimicas realizadas, se llevaron a cabo de forma
paralela los siguientes controles:

a.- Substitucién del antisuero especifico por suero normal de ratén.
b.- Omisién del antisuero especifico.

5.c.- ESTUDIO MORFOMETRICO DEL NERVIO CIATICO

Una vez realizada la extraccién de las muestras, éstas fueron divididas
en dos grupos, idéntificados como I y II. En el primero de ellos, las muestras
se sometieron a una postfijacién durante 4 h a 4°C, para evitar la retraccién
celular, en una solucién de paraformaldehido (4% p/v) en tampén fosfato
0.IM (pH= 74). El segundo de ellos, por el contrario, se sometid a la
postfijacién en la misma solucién durante un periodo de 12 horas.

A continuacién las muestras se trataron con OsO, al 2% en tampén
durante 12-24 h a temperatura ambijente. Posteriormente se procedi¢ al
lavado de las muestras en tampén fosfato (0.1M, pH=74), durante 2h, en
nevera a 4°C. A continuaciéon las muestras fueron deshidratadas en una
serie alcohdlica creciente, conteniendo el alcohol de 70° acetato de uranilo al
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1% (p/v), solucién en la que permanecié durante toda la noche en la nevera
a 4°C. Al dia siguiente se continué la deshidratacién, y previo lavado de las
muestras en 6xido de propileno, las muestras fueron incluidas en Araldita
(Fluka Chemie A.G.). Tras la confecciéon de los bloques, se procedi¢ a la
polimerizacién de la resina epoxi en estufa a 56°C durante 3 dias.

Las piezas fueron talladas utilizando una talladora TM 60
Reichert OM U3; los cortes semifinos obtenidos con el piramidotomo (1 m)
se fijaron sobre portaobjetos de vidrio y se tifieron con soluciones de azul de
Toluidina y parafenildiamina, que tienen la siguiente composicion:

Solucién de Azul Toluidina:

1g de Azur I

1 g de Tetraborato sédico (Borax).
1 g de azul de metileno.

1 ml de glicerina al 30 %.

H2O d hasta completar 100 ml.

Solucion de parafenilendiamina:

1% (p/v) parafenilendiamina.
100 ml metanol.

La tincién de los cortes con azul de toluidina se realiza en caliente,
mientras que la de parafenilendiamina se lleva a cabo en frio durante unos
15 minutos. Los cortes son lavados en metanol, y son secados al aire. La

parafenilendiamina tiene avidez por depositarse en las estructuras tefiidas
con Osmio.

Finalmente los cortes se deshidrataron y se montaron utilizando un
medio permanente como el DePeX.

Una vez procesadas las muestras como se ha descrito se procedié al
contaje axonal de las mismas. Para ello se ha utilizado un sistema de analisis

de imagen con el software MIP4AADV de CID. Espana integrado en un
ordenador personal (PC , Pentium).
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Como paso previo a la medida se calibré todo el sistema para permitir
la valoracién en micras.

Se captaron iméagenes en color real con una cdmara color (Hitachi KP-
C503) acoplada a un microscopio Nikon a partir de secciones de nervio
cidtico de ratas de distintos grupos tefiidas con parafenildiamina y
visualizadas con el objetivo 40x, Fig. 17.

Una vez digitalizadas, las imédgenes se transformaron en monocromas
segun la componente verde, Fig. 18 y se aplicaron las siguientes funciones:

- Realge de contornos, que ofrece como resultado un reenfoque de la
imagen delimitando estructuras, Fig. 19.

- Segmentacién por niveles de gris, para extraer de la imagen las fibras
nerviosas, Fig. 20.

- Positivado, que genera una imagen inversa, Fig. 21, lo que nos
permitird posteriormente aislar los axones.

- Eliminacién de objetos, para suprimir el fondo de la imagen junto
con las vainas de mielina y conservar tUnicamente los axones, Fig. 22.
Identificaciébn y contaje de objetos, que reconoce y cuenta de forma
automatica los axones, reflejando el ndmero total, Fig. 23.

El nimero de axones es equivalente al niimero de fibras nerviosas,
Fig. 24. No se valoraron éstas directamente ante la imposibilidad de
segmentarlas de forma individual por el contacto intimo entre la mayoria
de ellas.

Con todas las funciones descritas se elaboré un "macro” o conjunto
de funciones preprogramadas. Para cada seccién se realizd la primera vez de
forma interactiva para fijar las condiciones de luminosidad y contraste, asi
como para establecer los umbrales de segmentacién. Se procedié también a
crear ficheros independientes para cada una de las muestras, para el
posterior tratamiento estadistico de los resultados.

Se valoré un minimo de 100.000 p cuadradas de nervio cidtico por
seccion, mediante el estudio de sucesivas imégenes.

98



Fig. 17. Imagen digitalizada en color real de seccién de nervio cidtico.
(Tincién parafenilendiamina, X40).

Fig. 18. Imagen monocroma (blanco y negro) obtenida a partir del
componente verde de la imagen en color real.






Fig. 19. Imagen obtenida tras aplicar un filtro de realce de contornos a la
figura 18.

Fig. 20. Imagen binarizada obtenida mediante segmentacién de la figura 19.
Los umbrales de nivel gris empleados permiten extraer las fibras mielinicas
de resto de las estructuras.
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Fig. 21. Imagen inversa de la figura 20 obtenida mediante aplicacién de un
filtro positivado.

Fig. 22. Imagen obtenida a partir de la figura 21 tras quitar el fondo mediante
un filtro de eliminacién de objetos. Esta funcién permite aislar los axones de
las fibras nerviosa para su posterior contaje.






Fig 23. Identificacién y contaje de las estructuras segmentadas en la figura 22.

Fig. 24. Imagen obtenida superponiendo un grdfico que representa las
estructuras segmentadas en la figura 22, sobre la imagen monocroma de la

figura 18. Se comprueba que las estructuras contadas coinciden con las fibras
nerviosas.






El proceso de andlisis de imagen se completé con el cdlculo del
niimero de fibras nerviosas por 100 p cuadradas de nervio ciético.

6.- TRATAMIENTO ESTADISTICO

El método cientifico estadistico hace posible el valorar y medir aquello
que aparentemente no tiene medida, la variabilidad biolégica, ya que no

basta con la descripcién cualitativa de unas observaciones.

En Medicina como en cualquier otra rama de la Ciencia no se concibe
que se puedan llevar a cabo investigaciones cuyos resultados no puedan ser
expresados en forma numérica, precisindose datos concretos. No obstante,
infinidad de veces las variables que se tienen que analizar en la préctica de la
investigacién son esencialmente de tipo cualitativo. El test mas

comunmente utilizado para este tipo de andlisis es el test de Chi-Cuadrado.

En algunos casos las variables cualitativas presentan una especie de
ordenacién, variables ordinales, que permiten el poder asignarle una serie
de valores cuantitativos arbitrarios. El investigador siempre tiende hacia
este tipo de ordenacién ya que es sabido que los métodos estadisticos de
valoracién cuantitativa son més fiables que los que se basan en una

ordenacién cualitativa.

El investigador, analizando su investigaciéon, desarrollaria de modo
numérico su criterio cualitativo clasificatorio. El método es valido en
general, aunque presenta cierta arbitrariedad en cuanto a la asignacién de los
valores. La experiencia indica, sin embargo, que pequeiias diferencias entre
diferentes sistemas de clasificacién, rara vez dan lugar a conclusiones
dispares. Creemos que queda bastante justificada la validez de la
transformacién en datos numéricos de las observaciones en nuestra serie

experimental.
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El siguiente paso es encontrar el estadistico de contraste que nos
proporcione una mayor informacién en el anélisis de nuestros resultados.
En este estudio se ha optado tras un analisis preliminar de los resultados,
por un test no-paramétrico (Test de Mann-Whitney). Este tipo de test, al no
depender de la distribucién de la variable, no precisa la condicién previa de
normalidad de las poblaciones, a diferencia de los tests paramétricos, como
la t de Student que si exigen para su aplicacién una distribucién normal de
la poblacién. Como en nuestros datos numéricos la variable es de tipo
discreto (ya que s6lo puede tener valores de 1,2, 3, 4...) no es posible siempre
el poder efectuar una aproximacién a la normal, ni adn tras una
transformacién logaritmica. No obstante, en aquellos casos que sobre
nuestros datos no se pudo aplicar este tipo de test, se realiz6 el test de Chi-

Cuadrado con correccién de Yates.
Por otra parte, dado que el niimero de casos analizados en cada grupo

es menor de 30, se cumple otro requisito fundamental para la aplicacién de

estos tipos de tests y es que la poblacién a analizar no sea muy grande.
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IIL-RESULTADOS
1.- Resultados del estudio a microscopia éptica convencional

A este nivel de microscopia de luz no se observan grandes diferencias
entre las muestras pertenecientes a los animales control (operados y no
sometidos a ningin tratamiento posteriormente), Fig. 25 y aquellos
operados y sometidos posteriormente al tratamiento con un
inmunosupresor, Fig. 26. Los resultados demuestran que el nervio cidtico en
los animales control se encuentra algo desgajado y separado de su envuelta
conjuntiva, Fig. 27, pero en general su estructura no presenta alteraciones en
particular, aunque puede sefalarse una cierta desorganizacion en las fibras.
Pueden observarse ciertos acimulos linfoides en las zonas en las que se

seccionan los puntos de sutura, Fig. 28.

En los animales tratados con el inmunosupresor, se observa una
buena estructura histoldgica del nervio ciético, Fig. 29. A mayor aumento
pueden distinguirse algunas células de naturaleza macrofdgica, Fig. 30. Sin
embargo, la mayor parte de las células de naturaleza linfoide de observan en
la periferia del nervio, por fuera de su envuelta y alrededor de las zonas
correspondientes a los puntos de sutura, Fig. 31.

2.- Resultados del estudio inmunohistoquimico
2.a- Localizacién inmunohistoquimica de Timocitos y células T:

La observacién del inmunomarcaje contra timocitos y células T (CD 5)
revelé reaccién positiva en algunas células linfoides en el interior del
nervio ciatico y asociadas a la periferia del mismo y a los puntos de sutura
en la zona medial del nervio, tanto de los animales control de 5 como de 11
semanas, Fig. 32. En los nervios procedentes de los animales sometidos a
tratamiento durante 5 y 11 semanas con FK, la reaccién
inmunohistoquimica contra timocitos y células T es mds débil, y se localiza
principalmente en la envuelta conjuntiva que se halla rodeando al nervio y
en algunas células periféricas al propio nervio, Fig. 33.
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Fig. 25. Seccién transversal en corte grueso de un nervio cidtico de una rata
control en su zona medial, donde se observan macréfagos y desorganizacion
en sus fibras nerviosas. Tincion parafenilendiamina. (X50) -






Fig 26. Corte grueso de una seccién transversal de la zona distal de un
nervio cidtico de rata tratada durante 11 semanas, donde se observa una
buena estructuracién de las fibras de mielina. Tincién parafenilendiamina.
(X50).






Fig. 27. Imagen a microscopia Optica de una seccién trAnsversal de nervio
cidtico perteneciente a un animal control, donde se observan envueltas
conjuntivas tefiidas de azul, claramente alteradas. Tincién azul
alcian/hemalumbre/ pictrocarmin de indigo. (X 12.6).






Fig. 28. Panordmica de una seccién transversal en su zona medial del
nervio cidtico de una rata control, donde se observan acimulos de células
linfoides y desorganizacién. Tincién azul alcidn /hemalumbre/ picrocarmin
de indigo. (X 7.875).






Fig. 29. Panordmica de un corte transversal de nervio ciatico en su zona
medial de una rata tratada con FK, donde se observan estructura general y
envuelta conjuntiva bien organizadas y gran profusién de vasos

sanguineos. Tincién azul alcidn/hemalumbre/picrocarmin de indigo. (X
7.873).






Fig. 30. Corte grueso de una seccién transversal de la zona proximal del
nervio cidtico de una rata tratada durante 11 semanas, donde se observan
células macrofdgicas en el entorno de los numerosos capilares sangufneos,
junto a una excelente organizacién de fibras y envuelta conjuntiva del
nervio. Tincién azul de toluidina. (X50).






Fig. 31. Detalle del corte transversal de un nervio cidtico en su zona medial
perteneciente a una rata tratada, donde se observan acimulos de células
linfoides en torno alos vasos. Tincién azul alcidn/hemalumbre/
picrocarmin de {ndigo. (X20).






Fig. 32. Secciéon transversal del nervio cidtico de una rata control de 11
semanas, que identifica timocitos y células T de rata (CD5), y donde se
observan algunas células T marcadas en el interior del nervio. (X20).






Fig. 33. Seccién transversal de un nervio cidtico de una rata tratada durante
11 semanas, que identifica timocitos y células T de rata (CDS), y donde se
observa un débil marcaje celular en el interior del nervio. (X 7.875).






No se observé reaccién alguna en ninguno de los controles negativos
llevados a cabo paralelalente.

A la vista de estos resultados parece quedar demostrado que en los
animales tratados con FK es menor la aparicidn de timocitos y células T
periféricas, con respecto a los animales control.

2.b.-.- Localizacién inmunohistoquimica de células T citotéxicas (CD3):

La observacion microscopica de la distribucién inmunochistoquimica
contra ente antigeno en los animales control revela reaccién positiva
alrededor de los puntos de sutura, apareciendo también fuertemente
marcado el interior del nervio cidtico en la regién medial operada, tanto de
forma reticular, Fig. 34, como con numerosas células, Fig. 35. En las regiones
proximal y distal la reacciéon inmunohistoquimica es mucho mas débil.

En los nervios procedentes de los animales tratados con FK tras la
operacidn la reaccidn inmunohistoquimica contra este antigeno resulta
mucho méas débil, tanto a nivel de los puntos de sutura, como en el interior
del propic nervio. Sin embargo es de destacar que en los animales tratados
durante 5 semanas con FK, Fig. 36, la reaccién es algo méas intensa que en
aquellos tratados con el inmunosupresor durante 11 semanas, en los que la
reaccion tiene una distribucion a modo de enrejado o en algunas células
dispersas débilmente inmunomarcadas, Fig. 37.

No se observé reaccién alguna en ninguno de los controles negativos
llevados a cabo paralelalente.

Parece deducirse a la vista de estas observaciones que en los animales
tratados con FK la aparicién de subpoblacién de las células T periféricas (CD
8) la mayor parte de las NK y los leucocitos granulares intraepiteliales es
menor que en aquellos animales control.
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Fig 34. Corte transversal de la regién medial de un nervio cidtico de rata
control de 5 semanas, que identifica timocitos y células T de rata (CD8), y
donde se observa reaccién inmunopositiva en el interior del nervio. (X20).






Fig. 35. Corte transversal de la regién medial de un nervio cidtico dé una
rata control de 11 semanas, que identifica células T periféricas (CD8), y donde
se Observa reaccién inmunopositiva en numerosas células del nervio. (X20).






Fig. 36. Corte transversal de la regién medial del nervio cidtico de rata
control de 5 semanas, que identifica células T periféricas (CD 8) y donde se
observa reaccién inmunopositiva escasa en el interior del propio nervio y
asociada a la zona de sutura. (X20).






Fig. 37. Corte transversal de la region medial del nervio cidtico de una rata
tratada durante 11 semanas, que identifica células T periféricas (CD8), y
donde puede observarse reaccién inmunopositiva débil en algunas células
del interior del nervio cidtico (X20).






2.c.- Localizacién inmunohistoquimica de células T helper (CD 4) :

La observacion miscroscOpica del marcaje inmunohistoquimico
contra este anticuerpo revela una reaccibn muy positiva asociada a la
periferia de los puntos de sutura y en el interior del nervio ciético, tanto en
la zona medial, como en la zona distal del propio nervio de los animles
control. Los resultados observados son semejantes en los animales de 5
semanas y en aquellos de 11 semanas, Fig. 38.

En las muestras histologicas del material procedente de animales
tratados con FK la reaccién inmunohistoquimica contra este antigeno es
mas débil, observdndose algo de positividad en torno a los puntos de sutura
y en el interior del propio nervio, Fig. 39.

No se observd reaccién alguna en ninguno de los controles negativos
llevados a cabo paralelalente.

Queda demostrado con estos resultados experimentales que la
poblacién de células T periféricas (T-helper) y macréfagos es menor en los
animales tratados con FK y que el tratamiento prolongado (11 semanas) hace
que disminuya atin més la aparicion de estas estirpes celulares.

2.d.-Localizacién inmunohistoquimica de macréfagos y células
dendriticas:

En los animales control tanto de 5 como de 11 semanas, la reaccién
inmunohistoquimica positiva contra este antisuero aparece intensa tanto en
los puntos de sutura, como en el interior del propio nervio cidtico y tanto en
la region medial como en la proximal y distal de los animales control, Fig.
40.

En los nervios cidticos procedentes de los animales tratados con un
inmunosupresor la reaccién inmunopositiva frente a este antisuero resulta
mas débil, si se compara con el grupo presedente. La reaccién es débil en las
zonas de las suturas y en las regiones medial, proximal y distal.
Aparentemente no se aprecian diferencias entre el marcaje observado a las 5
y a las 11 semanas de tratamiento experimental, Fig. 41.
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Fig. 38. Corte transversal de la regién medial del nervio cidtico de una rata
control de 5 semanas, que identifica célula T periféricas (CD4) y donde se
observa una reaccion positiva asociada a la zona de sutura. (X20).






Fig. 39. Corte transversal de la regién medial del nervio citico de una rata
tratada durante 5 semanas, que identifica células T periféricas (CD4) y donde
puede observarse reaccién inmunopositiva mds débil que en la rata control,
alrededor de los puntos de sutura (X12.6).






Fig. 40. Corte transversal de la region medial del nervio cdtico de un‘a rata
control de 11 semanas, que identifica macréfagos y células dendrfticas, y
donde puede observarse reaccién inmunopositiva en numerosas cdlulas del
interior del nervio, apareciendo el marcaje con una disposicién de tipo
reticular. (X20).






Fig. 41. Corte transversal del nervio cidtico de una rata tratada durante 5
semanas, que identifica macréfagos y células dendriticas, y donde puede
observarse una reaccién inmunopositiva débil en comparacién con el
control, en el interior del nervio. (X20).






No se observé reaccién alguna en ninguno de los controles negativos
llevados a cabo paralelalente.

A la vista de los resultados experimentales observados parece poder
concluir que el tratamiento con FK (5 y 11 semanas) hace que disminuya la
aparicién de macréfagos, granulocitos y células dendriticas, con respecto a
los animales controles no tratados.

2.e.- Localizacién inmunohistoquimica del CMH clase I (Ag RT 1 Aa
de rata):

En las secciones procedentes de los animales control el
inmunomarcaje positivo contra CMH de clase I se observa preferentemente
en la zona en la que se encuentran los puntos de sutura, y formando una
estructura en forma de entramado en el interior del nervio cidtico tanto en
la regién medial como en las proximales y distales. Asi mismo esta
distribucién se observa tanto en los animales de 5 semanas como en los de

11 semanas, Fig. 42.

En los nervios cidticos procedentes de animales tratados durante 5 y 11
semanas con FK la reaccién presenta una distribucién semejante, asociada a
los putos de sutura y formando un entramado de naturaleza reticular en el
interior de las secciones transversales de los nervios ciaticos. La distribucién
de la reaccién inmunohistoquimica positiva es semejante en las secciones
medial, proximal y distal del nervio ciatico, Fig. 43.

No se observé reaccién alguna en ninguno de los controles negativos
llevados a cabo paralelalente.

A la vista de estos resultados puede decirse que el tratamiento con FK

hace disminuir la reaccién contra CMH de clase I, con respecto a los
animales control.
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Fig. 42. Seccién transversal de la region distal del nervio cidtico de una rata
control de 5 semanas, que identifica al Ag RT1Aa de rata, equivalente al
CMH de clase I del hombre, y donde puede observarse inmunorreaccién
positiva en numerosas células en el interior del nervio. (X20).






Fig. 43. Seccién transversal de la regiéon medial de un nervio cidtico de una
rata tratada durante 5 semanas, que identifica al Ag RT1Aa de rata,
equivalente al CMH de clase I del hombre, y donde puede observarse
reaccién positiva débil en el interior del nervio, con una disposicién de tipo
reticular. (X7.875).






2.f.- Localizacién inmunohistoquimica del CMH clase II (Ag IaE de

rata):

En las muestras procedentes de los animales no sometidos a
tratamiento con FK la reaccién inmunocitoquimica contra este antisuero se
observa en numerosas células dispersas por el propio nervio cidtico como
asociadas o rodeando a los puntos de sutura, no observdndose diferencias
significativas entre el marcaje observado a las 5 y 11 semanas, Fig. 44.

En las muestras procedentes de los animales tratados con FK la
reaccién aparece mas débil que en el grupo de animales control, apareciendo
cierta reaccién alrededor de los puntos de sutura y cierta reaccion
inmunopositiva dispersa en el interior del nervio, Fig. 45.

No se observé reaccién alguna en ninguno de los controles negativos
llevados a cabo paralelalente.

Por los tanto, puede decirse que el tratamiento con FK produce una
disminucién en el marcaje especifico contra este antigeno.

3.- Resultados del estudio electrofisioldgico

La evidencia de regeneracion electrofisolégica se observé a los 3 meses
en 33 de las 40 ratas tratadas con FK-506. Por contra, en sélo 13 de las 40 ratas
control en e] mismo tiempo se aprecié regeneracién en el mismo periodo de
tiempo. La media en la conduccién nerviosa del nervio cidtico fue de 42.5
m/seg (DS, 3.9). La media de velocidad de conduccién motora a los tres
meses en los animales que recibieron inmunosupresién con FK fue de 26.1
m/seg (DS, 5.0), con una diferencia significativa (p<0.05) respecto a la
conduccién media de 18.1 m/seg (DS, 4.6) en los animales control. La
diferencia en la velocidad de conduccién entre los dos grupos no fue
evidente hasta que la regeneracién tuvo lugar entre las ocho y diez semanas.
Una diferencia similar pero mas pronunciada se aprecié en las amplitudes
de los potenciales de la accién muscular. La amplitud media preoperatoria
fue de 10.7 mv (DS, 1.9). A los tres meses del postoperatorio, la amplitud
media en los animales tratados con FK fue de 3.8 mv (DS, 1.8), donde en los
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Fig. 44. Corte transversal de la region medial del nervio cidtico de una rata
control de 5 semanas, que identifica al Ag la de rata equivalente al CMH de
clase I del hombre, y donde pueden observarse numerosas células
inmuopositivas en torno ala zona de sutura. (X20).






Fig. 45. Corte transversal de la region medial de un nervio cidtico de rata
tratada durante 5 semanas que identifica al Ag Ia de rata, equivalente al
- CMH de clase II del hombre, y donde puede observarse cierta reaccién en
torno alos puntos de sutura, aunque mds débil que en el control. (X20).






animales control fue de 1.7 mv (DS, 1.1). La diferencia es significativa
(p<0.01).

Una vez registrados los resultados de la electrofisologia, Tablas Iy II se
pudo apreciar que sélo existieron diferencias significativas, p<0.01, en el
periodo de las dos semanas en el grupo control cuando se compara con el

mismo periodo de las ratas tratadas y con el resto de periodos.

Asi en el grupo de las ratas control a las 2 semanas se aprecié que para
un estimulo medio de 41.06% (r=21-64) aparecié una respuesta contréctil del

63.06% (r=60-152).

Frente a esto se comprob6é como en el grupo de las ratas tratadas,
también a las dos semanas del trasplante, se registr6 una respuesta del

100.80%, con un estimulo del 51.85% de promedio (r=20-117).

En el resto de periodos estudiados y grupos se alcanzé el 100% de
respuesta con estimulos que rondaron el 50%. Comparando estos grupos
entre si no se aprecié¢ diferencias significativas. Se exceptia el grupo de ratas
tratadas en el periodo de las 10 semanas donde se precisd un estimulo medio
del 72% (r=28-177) para alcanzar un 94.12% de promedio de respuesta

contractil muscular.

La comparacién de la necesidad de estimulo en el grupo de ratas
tratadas a las 10 semanas, fue significativamente mayor que en el resto de
periodos estudiados e independientemente del grupo de ratas comparado,
p<0.01, Fig. 48.

4.- Resultado del estudio morfométrico por anilisis de imagen:

A nivel de la microscopfa Optica la observacion de las cortes
histolégicas nos ha permitido poner de manifiesto ligeras diferencias entre
unas muestras y otras. En las muestras procedentes de los animales control
(no tratados con el inmunosupresor), se observan numerosas células de
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TABLA L ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

1-CONTROL-1B-1 |

1-CONTROL1B-D

| 2-CONTROL-1B-1 | 2-CONTROL-1B-D |

3-CONTROL-3B-1

[ 5-CONTROL-3B-D |

T 46| 64 | 24 | 28| 21| 621
1 21 93 | 100 | 91 | 05 | 90 | 951
EL 351 2131 28 | 45| 211 26 1
1 4] 134 | 99 | 110] 137 9@ | 1111
T 30 | 40 | 31| 281 204 | 54 |
I 61 96 | 102 83| 1035 | 107 | 100 |
1 7] 50 | 321 65 | 721 271 1101
| 8] 76 | 143 | 101 | 75 | 92 | 1111
I 9] 57| 62| 32} 551 37]) 921
1 18] 771 183 | 81 120 97| 92|




| 4-CONTROL-3B-1 | 4-CONTROL-3B-D | 5-CONTROL-1B~1 | 5-CONTROL-1B-D iﬁ-TRHTHDH-ZB-Il 6-TRATADA-2B-D |

I 11 41| 39| 43 | 351 251 291
I 21 95 | 971 138 | 1231 1161 751
I 31 38| 471 331 231 29| 411
I 4l 168 | 97| 84 | 184 | 1241 821
I 51 421 1021 41| 43| 43| 421
I 6l 158 | 1331 117] 104 | 1791 1111
i 71 36| 45| 42| 38| 341 26 |
i 8l 86 | 1751 92| 16071 671 1231
1 91 48 | 115] 78 | 25| 1451 421
1 18] 70| 1151 94 | 104 | 90 | 1191




| 7-TRATADA-2B-1

7-TRATADA-2B-D IB—THHTHBR—4B—II 8-TRATADBA-4B-D

9-TRATADA-4B-1 | 9-TRATADA-4B-D |

111 20| 21 ] 611 36 | 271 68 |
1 2] 95 | 94 | 17| 111] 92| 100 |
TEL 22| 40 | 51| 711 29| 211
| 4l 122 | 87| 64 | 84| 100 | 123
TEL 1211 83 43 | 2171 68| 50 |
| 6l 96 | 109 1821 183! 123 ] 88 |
1 71 26| 36 | 33 | 104 | 53| 68 1
1 8l 169} 111 84 | 104 | 86 | 1161
1 91 64| 1151 64 | 28 | 1771 41|
P 18] 89| 86 | 89 96 | 971 871




11-CONTROL-1A-1 | 11-CONTROL 1A-D | 12-CONTROL-3A-1 | 12-CONTROL-3A-D | 13-CONTRCGL-3A-1 | 13-CONTROL-3AR-D |

| | I I I I 1
o1l 60 | 55| 23| 55 | 22} 271
| 21 121 ] 105 | 1521 189 | 1221 1371
| 31 o] o o} o o o |
| 4] o e | o] o] e o]
| sl 29 | 52| 41| 451 27| 65 1
| 61 134 | 80 | 107 | 144 | 1551 1181
I 71 37| 241 59 | 41 61| 26
I 8] 70| 162 ] 94| 1781 152 | 1931
| 9 e | o | .| o | s ol
| 18] o] | | o | .| o]




18]

| 14-TRATADA-2R-1 | 14-TRATADBA-2R-D [ 15-TRAT-2A- | l IS-TRAT-2A-D | 16-TRAT-2A-I | 16-TRAT-2A-D | 17-TRAT-4A-1 |

| | | | | I I |
i 11 51 38| 56 | 104 | 74 | 36| 117]
I 2] 189 | 115] 13581 94 | 191 | 88| 93 |
1 31 65 | 561 63 | 28 | 24 | 50| 871
P 41 1041 100 | 187 | 1251 108 | 106 | 114]
| 9] 29| 271 e | o | 74| 81| 25|
| 6l 134 | 183 e | e | 98 | 189 | 92|
| 71 | e | .| Y Py .| .l
| 8l o o | ®| o | .| .} .|
TEL °| | .| .| o | e o |
I




| 17-TRAT-4R-D 18-TRAT-4R-1 | 18-TRAT-4A-D | 19-TRAT-4B-1 | 19-TRAT-48-D | 28-CONTR-1RA-1 | 28-CONTR-1A-D
; I | l I l

l

|
[ 48 | 271 39| 107 45 | . e
2] 107 | 100 | 182 | 121] 100 | .| .|
31 311 .| .| 43| 71| .| |
41 122 | .| .| 155 | 74 | .| ° |
51 46| 47| 51| o .| °| e
61 132] 1881 189 .| el .| *]
71 .| o | o | .| e | . .|
81 *| .| * | * | *| . ol
9] o o] ol oy i 58 39|
101 .| .| . ‘] .| 183 180 |




TABLA II: ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

r - CONTROL TRATADAS
2 seM  |n=16 |E=41.06% r=21-64 |n=20 |E=51.85% r=20-117
R=63,06% r=60-152 R=-100.80% |r=77-130
3 SEM n=10 E=50.90% r=21-213 n=20 E=45.66% r=21-87
R=112.50% |r=84-137 R=895.058 | r=82-155
== !
4 sEM  |n=16 |E=52.62% r=27-204 |n=16 |E=53.56% r=25-121
R=112.56% |r=80-155 R=104.50% |r=80-179
5 sEM |n=15 JE=47.25% r=27-116 |n=8 JE=47.50% r=26-104
R-113.43% |r=70-178 R=107.50% ] r=67-169
. | 1 -
10 sEM |n=10 |E=59.30% r=25-115 |n=8 |E=72.00% r=28-177
R=95.10% r=70-120 R=94.12% r=86-11¢9

E=Estimulo (%)
R=Respuesta (%)
r=Rango

n=muestra



naturaleza macrofégica entre los paquetes de fibras mielinicas. Asi mismo,
en estas muestras se observa cierta desorganizacién en las fibras nerviosas,
Fig. 46. Estas observaciones aparecen tanto en la regién medial operada
como en las secciones proximal y distal del correspondiente nervio citico.

La observacién de las muestras histolégicas pertenecientes a aquellos
animales operados y sometidos posteriormente al tratamiento con un
inmunosupresor nos ha permitido poner de manifiesto que
histolégicamente la estructura del nervic se mantiene en excelentes
condiciones, tanto a nivel del propio nervio cidtico como en la envuelta
conjuntiva que se halla rodedndolo, Fig. 47. A este nivel pueden observarse
también algunas estructuras celulares de naturaleza macrofagica, aunque en
menor numero que el observado en los animales control, generalmente
asociadas a los numerosos vasos sanguineos que se encuentran en el
interior de la seccion transversal del nervio. Las regiones proximal y distal
presentan unas caracteristicas histolégicas semejantes a las observadas en la
regién medial de los animales tratados: una buena conservacién de la
estructura histolégica y un niumero relativamente escaso de células de
naturaleza macrofadgica. En estas regiones son numerosos los vasos
sanguineos que discurren paralelos a la direccién del nervio ciatico.

En lo referente al estudio morfométrico de las muestras histologicas
observadas, el andlisis de imagen ha permitido cuantificar la densidad de
fibras nerviosas por p’ en una muestra de 20 nervios pertenecientes a 10
ratas por grupo, operadas bilateralmente.

Los resultados obtenidos, Tabla III, muestran que del total de los
animales estudiados, es la zona proximal del nervio operado en los
animales tratados durante 11 semanas la que presenta una media de
regeneracién axonal muy préxima a la media obtenida para la zona medial
del nervio en el mismo grupo de animales, siendo esta ligeramente menor
para su zona distal.

En la misma linea, la media de resultados globales para los cuatro
grupos estudidos refleja un patrén de regeneracién similar entre ellos,
destacando siempre un mayor nimero de fibras en la zona proximal y
medial de los nervios estudiados con una diferencia escasa entre ellos y
siendo mayor la regeneracién en el segmento proximal, lo cual contrasta con
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TABLA III: ESTUDIO MORFOMETRICO DE FIBRAS NERVIOSAS

Ne Muestra N°Fibras | Area medida(y) M N°Fibras/100(u?)
n=20 | M M

1 TP-115 6280 120721,07 5,20
P TM-115 5610 1 113942,82 4,92
3 TD-115 | 5046 105008,82 4.80
4 | TPS5S 5804 | 125125,58 _ 4,63
3 TM-585 5455 119595,57 4,56
6 - TD-58 - 5133 115237,16 4,45
B cr118s | 6844 154994,88 4,41
9 CM-115 4321 | 10029249 4,30
10 [ CD-115 4531 1144972 87 3,94
11 crhS | 3864 103500,73 3,73
12 CM-5% 4408 132752,81 I_ 3,32
123 CD-55 2867 107985,87 2,65

T= Grupo de animales tratados.
C= Grupo de animales control.

P= Zona proximal al nervio ciatico trasplantado.
M= Zona medial del nervio cidtico trasplantado.
D= Zona distal al nervio ciético trasplantado.

5 5= 5 semanas.
11 S= 11 semanas



Fig 46. Seccion transversal de un nervio cidtico de una rata control en su
zona medial, donde se observa desorganizacién de las fibras mielinicas
periféricas y células de naturaleza macrofdgica. Tincién parafenilendiamina.
(X50).






Fig. 47. Corte grueso de una seccién transversal de un nervio ddtico de rata
tratada durante 11 semanas, donde se observan algunas células de
naturaleza macrofégica y una estructura de las fibras nerviosa que en general
es buena y bien organizada. Tincién azul de toluidina. (X50).
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la zona distal donde el namero de fibras cuantificadas es comparativamente
inferior en todos los grupos estudiados.

En cuanto al resultado comparativo de los 4 grupes de animales,
la media de axones cuantificados es claramente superior en el grupo de ratas
tratadas con inmunosupresor y aun mayor en aquellos en que el
tratamiento se prolongé hasta un total de 11 semanas, respecto a los grupos
control que no recibieron tratamiento, y especialmente los que fueron
sacrificados en un plazo menor, de 5 semanas, donde la regeneracién fué
sensiblemente menor.
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IV.- DISCUSION

1.- EFECTOS BIOLOGICOS DEL FK506 Y SU ACTIVIDAD
AUTOINMUNE.

Durante mucho tiempo la regeneracién del tejido nervioso periférico
ha sido motivo de investigacién y controversia. Desde que Waller*™, hace
més de un siglo, describié la degeneracién nerviosa en una fibra lesionada, y
su posterior regeneracion desde el extremo proximal del nervio afectado,
han sido muchos los cientificos que han profundizado en este aspecto, y
numerosos los procedimientos conservadores y quirtirgicos que se han ido
desarrollando a lo largo de este tiempo en un intento de hallar una
recuperacion del tejido nervioso periférico lesionado.

Superada la idea de que los nervios podian regenerar
espontaneamente y que su manipulacién podria impedir su funcionalidad,
no es hasta mediados del siglo XIX, cuando comienza a aceptarse la
reparacién de un nervio periférico lesionado mediante la sutura de su tejido

conjuntivo.

Es en este ultimo siglo cuando se producen avances significativos en
el desarrollo de la cirugia, perfecciondndose técnicas quirtirgicas concretas,
que posterirmente y ya en los ultimos afios se han asociado a medidas
capaces de acelerar la regeneracién axonal, tales como el empleo de
sustancias neurotréficas o cultivos de células de Schwann, Weinberg®™,
Ikeda', o la aplicacién de campos electromagnéticos pulsétiles, Raji*™.

Sin embargo, en los ultimos tiempos, se ha visto incrementado el
numero de accidentes y lesiones traumadticas, que han originado a su vez,
un aumento en la necesidad de disponer de tejido nervioso adicional para
hacer frente a defectos de magnitud y extensién importantes. En esta linea,
cirujanos como Barnes'!, Guttman®, y Seddon?”, realizaron experimentos
trasplantando nervio periférico tanto en animales como en humanos ya a
mediados de nuestro siglo.

Habiendo definido Hubbel™ con anterioridad, el autoinjerto como

material ideal para el trasplante, fue sin embargo mayor el incremento en la
experimentacion con aloinjertos, debido a la imposibilidad de que un
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mismo individuo puediera disponer de material suficiente para hacer
frente a defectos importantes del tejido. Por ello, tras importantes avances
en el tratamiento conservador y quirtrgico del nervio periférico, en la
actualidad, el trasplante alogénico de tejido nervioso periférico, ademas de
ocupar un papel esperanzador y relevante en el tratamiento de su patologia,
puede ser considerado como el tratamiento con mayores espectativas de
futuro en nuestros dias.

Sin embargo, la regeneracién nerviosa esperada tras un trasplante,
con frecuencia se ha relacionado con fenémenos de rechazo, que ya
Mackinon™ defendié como responsables del fallo del aloinjerto, el cual
mostraba una reaccién inflamatoria difusa y una fibrosis secundaria, que
fueron atribuidas a una reacciéon inmune del huésped. Es por tanto la
posibilidad de rechazo la principal amenaza del éxito del trasplante
alogénico, y es por ello que en los ultimos afios se han estudiado y propuesto
multiples procedimientos encaminados a disminuir o hacer desaparecer el
rechazo del tejido trasplantado. En la presente investigacién, las fibras
nerviosa no sometidas a tratamiento inmunosupresor muestran acimulos
de células linfoides en su interior asi como de naturaleza macrofagica, Fig.
27 y sus fibras se hallan desgajadas y separadas de su envuelta conjuntiva,
Fig. 28, a diferencia de las tratadas cuya estructura se mantiene en perfectas
condiciones, Figs. 29 y 31.

Asi, en el afo 1943, en un intento de disminuir la capacida antigénica
del injerto, Weiss’ inici6 las primeras técnicas de preservacion de
aloinjertos mediante el uso de la liofilizacién. Posteriormente Marmor'®
utilizé la irradiacién previa y Afanesieff' afios después, los aloinjertos
preservados en solucién de cialita. En el mismo &mbito, diversos
investigadores ahondaron en el campo de la inmunologia en un intento de
incrementar las defensas del receptor, o minimizar la reaccién
inmunolégica de rechazo, por ejemplo mediante el descubrimiento por
Dausset, en 1958, de los marcadores antigénicos tisulares o sistema HLA,
lo que ha permitido hacer una mejor selecciéon de donantes y receptores.

Otros cientificos intentaron con diversos procedimientos debilitar o
anular el rechazo de los trasplantes, utilizando la irradiacién corporal
subletal y los corticoides. Pocos afios después se introdujo la 6-
mercaptopurina como droga inmunosupresora entre los recursos posibles
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para inhibir el rechazo, lo que constituyé la base de la inmunodepresion con
farmacos. Posteriormente, esta droga fue reemplazada por la azatioprina, un
analogo de la 6-mercaptopurina. Estos agentes tenian la capacidad, al
administrarse conjuntamente con los corticoesteroides, de actuar de forma
sinérgica interfiriendo con distintas fases de la respuesta inmune.

Entre las adquisiciones mas recientes e importantes, destaca el
empleo de anticuerpos monoclonales como agentes inmunosupresores, y el
descubrimiento de la CyA, introducida en la clinica humana en 1978 por
Calne, y considerada hasta hace poco, como la droga inmunosupresora mds
importante de todos los tiempos.

Con estos hallazgos e investigaciones, que comienzan a mediados del
siglo pasado, podemos concluir que siendo insuficiente la fuente de material
nervioso autélogo en el ser humano, queda establecido el aloinjerto de
nervio periférico como la estructura ideal para reparar lesiones de este
tejido. Sin embargo, histolégicamente, a pesar de que todos los
alotrasplantes nerviosos, presentan un inicio de regeneracién en su fase
temprana, siempre estdn abocados al fracaso, que se produce por una
importante reaccién inflamatoria de predominio linfocitico, que conduce a
la necrosis, fibrosis secundaria y subsecuente fallo. Es por esta razén por la
que se hace necesario disminuir o anular la respuesta inmune del receptor
frente al injerto. En el estudio que nos ocupa, ya se ha mencionado que las
muestras control presentan una importante reaccion inflamatoria asi como
desestructuracién de sus fibras, no habiéndose observado fibrosis secundaria
ni subsecuente fallo, Figs. 25 y 28.

Por otro lado, sabemos que este efecto depresor de la inmunidad se ha
obtenido con algunos farmacos, y ha sido aplicado en anteriores trasplantes
alogénicos de nervio. Sin embargo, dado que los efectos adversos de éstas
drogas, incluida la CyA, han superado a las ventajas en este tipo de
trasplantes, su utilizacién en el hombre en este caso no ha sido aconsejable.

El descubrimiento, en 1984, de un nuevo inmunosupresor de gran
actividad, identificado inicialmente con el nitmero de cédigo del laboratorio
como FK-506 y denominado posteriormente con el nombre genérico de
Tacrolimus, ha mejorado considerablemente las espectativas del trasplante
de Organos, demostrando un avance importante con respecto a la terapia
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convencional con CyA, en el sentido de que reduce la incidencia de rechazo,
que es la principal complicacién postrasplante. Estos alentadores resultados
han sido obtenidos exprerimentalmente en diversos érganos y tejidos y en
ensayos clinicos en trasplante de higado, rifién, y corazén. Presenta ademas
este firmaco, un amplio margen de seguridad con menor incidencia de
complicaciones  infecciosas, hipertension e  hiperlipidemia. = No
constatdndose tampoco, evidencia de hiperplasia gingival o ginecomastia y
posibilitando un uso més bajo de corticosterioides orales.

La caracteristica clave de FK-506 es su capacidad para inhibir
especificamente la produccién de Interleukina-2 y la activacién de los
receptores de Interleukina-2 en las células-T. Los estudios realizados
demuestran que el efecto inmunosupresor in vitro es cien veces mads
potente que la terapia anterior estindar con CyA, y en estudios con
animales, FK-506 es eficaz inhibiendo la proliferacién de linfocitos con dosis
10 a 100 veces inferiores a CyA, Sato.””

La similitud entre el mecanismo de accién y los efectos celulares de
FK-506 y CyA, es sorprendente dadas las diferencias en su estructura
quimica, Heitman'". Ambos agentes actian en las primeras fases del
proceso de activacion de las células T, Tocci®. Como consecuencia, el efecto
antiproliferativo de FK-506 solo se observa in vitro si se administra el
medicamento durante las primeras horas después del estimulo que
desencadena la activacién de las células T. Cuando se administra durante la
primera hora después de la activacién, bloquea totalmente la proliferacion
de las células T y todos los eventos posteriores asociados con la funcién de
estas células. Sin embargo, un retraso de 6 horas entre el estimulo activador
y la administracién del formaco hace que éste tenga muy poco efecto sobre la
proliferacién de dichas células-T, Schreiber’. En nuestro estudio, la droga
inmunosupresora es aplicada al concluir la cirugia del trasplante, y
posteriores dosis son administradas en dias sucesivos pudiéndose observar
un inmunomarcaje para linfocitos T més débil en los nervios tratados con
FK506 que en aquellos no tratados, lo cual wverifica la actividad
antiproliferativa de esta droga sobre las células T en el tejido nervioso
trasplantado, probablemente en relacién a su administracién temprana.

Ambas drogas poseen una marcada afinidad por las proteinas
citoplasmaticas de las células inmunosupresoras (inmunofilinas). La
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inmunofilina predominante a la que se une FK-506 en el citoplasma del
linfocito T se denomina FKBP12. El complejo formado por la unidn de
ambas se ha propuesto como el desencadenante biolégico responsable de la
interaccién con moléculas intracelulares implicadas en la sefial de
transduccion, Bierer”. Asi, dicho complejo se une a su vez competitiva y
especificamente al complejo calcio dependiente, calmodulina-calcioneurina
al cual inhibe, Stewart®”, impidiendo de esta forma que progrese la sefial de
transduccién que tiene por objeto la transcripcién final de los genes del
DNA celular que codifican la sintesis de IL-2, Banerji’.

FK-506 puede también intervenir selectivamente en la degradacion de
1L-2 y GM-CSF de las células T, lo que confirma su actividad reguladora de la
expresién inmunogenética no sélo a nivel transcripcional sino también
postranscripcional, Hanke™.

La potente actividad inmunosupresora de este farmaco se debe no
s6lo a su inhibicién sobre la inmunidad celular como hemos sefialado, sino
también a la actividad depresora sobre la inmunidad humoral. Asi, FK-506,
es capaz de inhibir la activacién de las células B, en parte a través de su
efecto sobre las células T y también directamente, blogqueando la
transcripcién del gen TN-alfa por el anticuerpo anti-Ig. FK-506 actda en la
ultima fase de la activacién de las células B e inhibe de manera importante
su proliferacién, ain cuando se administra 24 horas después del estimulo
activador, Peters™”. Este aspecto no ha sido objeto de nuestra investigacién
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 reaccién de rechazo.

En cuanto a la experiencia preclinica llevada a cabo con FK-506, se ha
demostrado que tanto en estudios in vivo como in wvitro, esta droga
constituye un potente inmunosupresor, que es 100 veces mas potente que la
CyA para inhibir las respuestas proliferativas de las células T in wvitro,
incluidas la reactividad mixta de los linfocitos y la producciéon de células-T
citotoxicas, Kino™. En varias especies animales, incluida la rata y el perro,
FK-506 ha demostrado su eficacia en la prevenciéon del rechazo del
aloinjerto, por lo general a dosis de 10 4 100 veces menores que la dosis de
CyA necesaria en los mismos modelos animales, Peters'.

112



En los estudios de trasplantes de aloinjertos realizados en animales, se
logr6 una supervivencia prolongada de los implantes con la administraciéon
postoperatoria de FK-506, atn en los casos en que comenz6 a administrarse
cuatro o cinco dias después del trasplante, Ochiai'®. Sin embargo, no se
obtuvo ningiin beneficio cuando se administré la droga al donante o al

receptor antes del trasplante.

La supervivencia prolongada de los aloinjertos hepaticos se ha
demostrado en la rata, el perro y el mono, aunque los injertos de piel de los
mismos animales donantes fueron rechazados, Isai'"?. FK-506, también se ha
asociado a la supervivencia prolongada de los implantes en modelos

animales de trasplante renal, Todo®*

. Asi, la eficacia para prolongar la
supervivencia de los aloimplantes hepéticos y renales, demostrada en los
estudios animales, ha permitido considerar a FK-506 como un posible
tratamiento nuevo para la prevencién y el tratamiento del rechazo del

implante alogénico.

2.- JUSTIFICACION DEL PLAN DE EXPERIMENTACION.

Segun lo discutido hasta aqui, la inmunosupresién postrasplante de
nervio periférico con FK 506 se presenta como una alternativa
esperanzadora a los tratamientos actuales, los cuales tienen por objetivo
comin el mantenimiento del injerto, evitando la reacciéon de rechazo
asociada con frecuencia al trasplante.

En el presente estudio, se ha elegido la rata como animal de
experimentacién por existir cepas distintas poseedoras de diferentes
marcadores antigénicos, ratas Brown Norway como donantes y Wistar
como receptoras. Ambas difieren en los antigenos de identidad tisular,
codificados por los genes del complejo mayor y menor de
histocompatibilidad, diferencia que deriva en el desencadenamiento de
una respuesta de rechazo secundaria al trasplante. A su vez, esto ha
permitido una mejor valoracién del efecto inmunosupresor de la droga
utilizada, FK 506. Basdndonos igualmente en la experiencia de otros
autores como Adarsh?, Mackinnon'®, el nervio periférico estudiado ha sido
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el cistico por su mayor accesibilidad, y el peso medio de las ratas utilizadas,
ha sido de 250-300 mgr.

En lo que se refiere a las dosis del firmaco administradas, Sato®”
destaca que en la rata, dosis de 0.1 a 0.3 mg/Kg/dia i.m. son suficientes para
suprimir el rechazo de trasplantes alogénicos de higado, rifién, corazén y
piel. Nalesnik', realiza un estudio con varios grupos de ratas a las que
administra dosis de 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg/Kg/dia v.0. de FK 506 , estudiando
sus posibles efectos toxicos tras diversos tiempos de tratamiento, que van
desde 7 a 34 dias. A pesar de que las dosis utilizadas son considerablemente
superiores a las habituales en estos animales, los tnicos efectos secundarios
observados fueron la pérdida de peso inicial, el aumento de niveles de
glucosa y la reduccién del timo dosis-dependiente como indicador de la
influencia directa que esta droga ejerce sobre el sistema inmune. En ningdn
caso se detectd evidencia de vasculitis, en contraste con su aparicién
frecuente en perros. A mayores dosis, FK 506 se asocié a nefro y
hepatotoxicidad.

Otras experiencias, Ochiai'¥, demuestran que dosis de 0.1, 0.32 y 1.0
mg/Kg/dia administradas i.m. durante 5 dias a la semana, logran aumentar
Ja supervivencia del alotrasplante cardiaco en ratas hasta un 100%,
especialmente las dosis de 0.32 y 1.0 mg /Kg/dia. En contraste, el mismo
efecto es conseguido con CyA a dosis muy superiores que van de 5 a 20
mg/Kg/dia, Ochiai’¥. Resultados que se confirman por otros autores como
Inamura'”, que utilizando dosis im. de 0.32 mg/Kg/dia de FK 506,
consigue de forma significativa prolongar la supervivencia del trasplante
alogénico de piel en ratas, obteniéndo el mismo efecto con CyA, a dosis de
32mg/Kg/dia, comparativamente mds altas que las de FK 506. En
concordancia con estas experiencias, en el estudic que nos ocupa se han
utilizado dosis de FK 506 de 0.32 mg/Kg/dia administradas via i.m. durante
5y 11 semanas.

Kuroki'* administra tratamientos cortos, de 14 dias, postrasplante de
miembro vascularizado en ratas, y estudia la regeneracién nerviosa vy
recuperacion funcional del injerto. Las ratas son tratadas con dosis de FK506
de 0.32 y 0.64 mg/Kg/dia i.m. y con 15 mg/Kg/dia de CyA. Se establecen
ademés dos grupos comparativos de trasplante isogénico, donde no se
produce rechazo, y trasplante alogénico sin tratamiento inmunosupresor,
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donde se evidencia un fuerte rechazo muy precozmente. En los grupos de
animales tratados, tanto con FK 506 a diferentes dosis, como con CyA, se
demuestra una regeneracién nerviosa satisfactoria que comienza a las 4
semanas postrasplante y que se mantiene un tiempo considerable tras
suprimir la terapia inmunosupresora. En total, un 40% comienza a
presentar un rechazo gradual de todos los tejidos inicidndose en la piel, y del
60% restante, un 40% sufrird un rechazo progresivo y lento, mientras que
un 20% sobrevivird de forma indefinida tras la supresion de la terapia corta
inmunosupresora, registrandose una supervivencia muy préxima en los
tres grupos tratados, auque destaca un ligero aumento en el indice de
supervivencia del grupo que recibi6 FK 506 a dosis de 0.64 mg/Kg/dfa,
respecto a los tratados con CyA y con 0.32 mg/Kg/dia de FK506.

Buettemeyer”, administra dosis superiores a las habituales,
inmunosuprimiendo ratas con 2mg/Kg/dia de FK 506 im. a las que se
realiza trasplante alogénico de nervio cidtico. En este caso, se prolonga el
tratamiento durante 3 meses estableciéndose luego un grupo al que se
mantiene una dosis intermitente de 2 mg/Kg/dia dos veces por semana,
durante dos meses mdas, y otro grupo al que se suspende la
inmunosupresién durante el mismo tiempo. Los animales en los que se
prolonga el tratamiento, aunque de forma discontinua, no presentan
evidencia de rechazo, y por el contrario, éste se acaba produciendo en los
casos en los que se suprime el tratamiento, evidencidndose un menor
nimero de fibras regeneradas que no obstante consiguen mantener una
discreta funcionalidad.

La mayoria de los autores utilizan FK 506 en terapia continua,
administrando dosis diarias del farmaco, si bien, también se han descrito
terapias diversas en las que se administran 5 dosis semanales respetando
los fines de semana, Ochiai'® y dosis de mantenimiento dos dias por
semana, Buettenmeyer”. En esta investigacién, se ha decidido administrar
dosis de 0.32 mg/Kg/dia en terapia continua hasta el sacrificio de los
animales, para asegurar niveles homogéneos del farmaco en plasma
durante todo el periodo de estudio.

La duracién del tratamiento en los distintos trabajos ha sido muy

variable en funcién del objetivo a investigar, no obstante, autores como
Shibata™, demuestran en investigaciones muy recientes la efectividad de la
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terapia corta de 8 semanas con FK 506, que aplicada al aloinjerto de nervio
periférico en ratas, permite que durante su administracién  proliferen
nuevos capilares hacia el injerto provenientes del huéped, de tal forma que
al suprimir el tratamiento inmunosupresor dicha vascularizacién se
mantiene favoreciendo una adecuada regeneracién axonal.

En la misma linea, Hoto', somete a ratas trasplantadas
alogénicamente con nervio cidtico, a una terapia con FK 506 de tan sélo 8
semanas, a dosis diarias intraperitoneales de 0,5 mg/Kg. El estudio que se
realiz6 demostré una adecuada regeneracion histoldgica y electrofisiologica
a las 12 semanas de la cirugia, constatindose que terapias cortas con esta
droga favorecen unas condiciones iniciales de inmunosupresion que
permiten el inicio de la regeneracién nerviosa, la cual se terminard de
completar posteriormente a pesar de la supresién de dicho tratamiento y de
la aparicién consecuente de algunas fibras nerviosas degeneradas.

Con anterioridad, Mackinnon® estabeci6 en ratas, a las que se realiz6
trasplante alogénico de nervio cidtico, dos terapias inmunosupresoras con
Azatioprina mas corticoides, de corta y larga duracién (30 y 100 dfas). En
ambos casos se realizé estudio histolégico a los 30, 100 y 180 dias de realizada
la cirugia. En el grupo control que no recibi6 tratamiento, a los 180 dias se
observd una muy pobre regeneracién nerviosa con escasas fibras de mielina,
degeneracion Walleriana y fibrosis endo y perineural. Por el contrario, en
los animales tratados, a los 30 dias ya pudo detectarse regeneracién nerviosa
incipiente aun cuando las fibras no habian alcanzado el segmento distal del
nervio. A los 100 y 180 dias se detecté una adecuada regeneracién
histologica, incluso en los animales que sélo habian recibido una terapia
corta de 30 dias, no detectdindose en ningun caso evidencia histolégica de
rechazo al no observarse infiltrado celular alrededor del injerto y al
confirmarse la presencia de fibras bien recubiertas de mielina y células de
Schwann de morfologia normal.

Ishida'”, demuestra que existe regeneracién nerviosa incipiente a
partir de las 3 semanas de realizar trasplante alogénico de cidtico en ratones.
A las 8 semanas, los grupos que recibieron tratamiento inmunosupresor
con CyA y los que recibieron trasplante isogénico, presentaron una
regeneracion mas avanzada, no pudiéndose observar diferencias
significativas en la morfometria de ambos grupos, los cuales si presentaron
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una regeneracién comparativamente mejor que la observada en el grupo de
animales trasplantados alogénicamente sin inmunosupresor, siendo en este
caso significativas las diferencias en el nimero total de de fibras mielinicas
observadas en los dos grupos de trasplante alogénico, con y sin tratamiento.
Schaller’”, coincide en la observacién de regeneracién a partir de las 8-12
semanas en aloinjertos de ratas que fueron tratadas con CyA.

Como hemos visto, el concepto de terapia corta con inmunosupresor
se encuentra alrededor de los 30-60 dias, sin embargo, hay autores que
establecen terapias ain mds cortas, entorno a los 14 dias con FK 506,
Kuroki'¥, al realizar trasplante alogénico de miembro inferior en ratas, que
demuestra ser efectivo en cuanto a regeneracién nerviosa al detectarse ésta a
las 4 semanas de la cirugia, regeneracibn que como en otros casos se
completa con posterioridad al ser invadido el injerto con las fibras nerviosas
procedentes del huésped. En base a estas experiencias, en la presente
investigacion se ha optado por la terapia corta en la administracién del
inmunosupresor, estableciéndose dos tiempos de 5 y 11 semanas como
promedio de los tiempos en que los estudios citados comienzan ha
objetivar, respectivamente, signos de regeneracion incipiente y establecida.

3.- HALLAZGOS INMUNOLOGICOS. EVIDENCIA DE SUPRESION
DEL RECHAZO POSTRASPLANTE.

Una vez superados los problemas técnicos en la realizaciéon del
trasplante de nervio periférico, los primeros investigadores en este campo,
Barnes'!, Gutmann®, Seddon®”, tuvieron que enfrentarse a a serias
complicaciones derivadas de la propia biologia del alotrasplante, como son
la degeneracion Walleriana del injerto nervioso, su rechazo, reinervacién y
posterior remielinizaciéon  de los nuevos axones desarrollados, con
obtencién de pardmetros adecuados que permitieran wuna razonable
recuperacién funcional.

Sin embargo, hasta que no se ha profundizado en el aspecto

inmunolégico que describe el mecanismo de rechazo, no se ha producido un
avance real en la obtencién de trasplantes con éxito.
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Das Gupta®, centra sus investigaciones muy tempranamente en este
aspecto estudiando nervios trasplantados alogénicamente a ratas.
Macroscdpicamente, no se observan cambios hasta el final de la primera
semana en que el injerto aparece inflamado y adherido a los musculos
adyacentes, situacién que se acrecienta hasta la sexta semana en que apenas
puede identificarse la fibra nerviosa la cual aparece sustituida casi por
completo por tejido fibroso.

En la histologia, el mismo autor observa en el injerto una progresiva
migracién celular de linfocitos provenientes del huésped, asi como de
células plasmaticas, que luego irdn desapareciendo hasta el final de las 4
semanas cuando prolifera el tejido conjuntivo, y siguiendo el mismo patrén
de crecimiento describe una leve proliferacién de capilares hacia el injerto,
que igualmente desaparecen luego a las 6 semanas. Paralelamente a la
intensa reaccién infamatoria descrita puede observarse una  activa
degeneracidon Walleriana.

Ambos procesos, constituyendo una fuerte reaccién inmune, son
considerados por el autor como posibles responsables de inhibir la naciente
vascularizacién del injerto cuya supresién contribuye a la degeneracién final
del tejido. Esta observacién concuerda con el resultado obtenido en la
presente investigacién, ya que las fibras nerviosas de los animales tratados,
Figs. 26 y 30, con FK 506 presentan numerosos vasos que discurren paralelos
a la direccién del nervio cidtico, dato que no se observa en los animales no
tratados, Fig. 25, lo cual indicaria que el tratamiento aplicado, FK 506 es
capaz de inhibir la reaccién inmune asociada al inicio del rechazo, y permitir
asi que en los animales tratados, prolifere la vascularizacién proveniente
del huésped que nutrird al tejido en regeneracién.

En este aspecto, Shibata™ demuestra en un reciente estudio de
trasplante nervioso animal tratado con FK 506, la importancia de preservar
de este modo la minima vascularizacién que pudiera tener el injerto
alogénico, para que posteriormente nuevos capilares procedentes del
huésped, logren alcanzar y progresar por el tejido trasplantado, dando lugar
asi a una adecuada vascularizacién que consigue mantenerse tras la
supresién del inmunodepresor, esperando que con ello pueda obtenerse una
adecuada regeneracidon axonal.
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Por otro lado, en el presente estudio, la microscopia Optica
convencional hace evidente también la conservacion de la estructura
histolégica del nervio en los animales tratados, Fig. 47, el cual se mantiene
en excelentes condiciones, aunque puede observarse alguna célula
macrofagica y linfocitos en la periferfa, proximos a los vasos sanguineos del
nervio. Por el contrario, las muestras de los animales no tratados, Fig. 46,
ademéas de presentar cierta desorganizacién en sus fibras nerviosas,
contienen numerosas células macrofdgicas entre los paquetes de las fibras
mielinicas, asi como actimulos linfoides.

Hiyry'”, muy posteriormente a Das Gupta®, coincide en la misma
linea cientifica admitiendo que histoincompatibilidad junto con una
inmunosupresién inadecuada, inducen una respuesta inmune, que a su
vez produce una reacciéon inflamatoria cuya intensidad afecta a la
reperfusion del tejido trasplantado, todo lo cual produce consecuentemente

el inicio del rechazo agudo.

Esta revascularizacidn inicial que se produce en el injerto nervioso
tras su trasplante, segin refiere Grochowicz", precede en varios dfas al
inicio de la regeneracion, y es condicién previa indispensable para obtener
una suficiente y adecuada proliferacion de células de Schwann, disposicion
de mielina y proliferaciéon axonal, que garanticen la regeneracion tisular. El
autor demuestra mediante angiografia de aloinjerto nervios en ratas, que la
CyA es capaz de preservar el patron vascular adecuado para permitir el
inicio de la regeneracidén axonal, retrasando incluso la aparicién del
infiltrado linfocitario caracteristico que acompafia al rechazo en su fase
inicial, lo cual favorece atin més dicha regeneracion.

Levinthal'¥

demuestra que puede obtenerse alguna ventaja al
trasplantar fasciculos nerviosos en vez de un nervic completo. En su
experiencia con ratas, se hace evidente que los fasciculos trasplantados de
forma alogénica producen menos rechazo, quizd debido a que éste es
percibido por el huésped como menos antigénico que el nervio completo,
aunque ambos, fasciculo y nervio, muestran infiltracién aguda perineural e
interfascicular de linfocitos, dato observado también en los injertos
nerviosos de la presente investigacion, y posteriormente proliferacion de
tejido conjuntivo, con distinta intensidad para cada caso. En un segundo

trasplante de idéntico donante, se produce una reaccién de rechazo maés
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intensa debido a que ya existié una previa sensibilizacién al antigeno tisular
del injerto, siendo ésta reaccién mucho mas lenta en el caso del trasplante
fascicular puesto que la sensibilizacién inicial fué mucho menor.

En estudios mas detallados, otros autores, Comtet”, Grochowicz®,
distinguen entre los dos procesos inflamatorios que acontecen de forma
simultdnea tras la realizacién del trasplante nervioso en ratas y que son la
degeneracién Walleriana, en la que se observa un predominio de células
macrofdgicas y monocitos, y el inicio de la reaccién de rechazo alogénico, que
se caracteriza por la infiltracién de células macréfagos-like y linfocitos T
procedentes del huésped, asi como por la expresion de antigenos tisulares de
identidad Ia (que corresponden al CMH tipo I humano), en la célula de
Schwann donante. Este dltimo dato no se observa en el trasplante
autélogo, lo que indica, como confirma Ansselin’, que la célula de Schwann
es capaz de activarse y actuar, en el aloinjerto, como célula presentadora de
antigenos al huésped, y en el autoinjerto como célula con propiedades
fagociticas, que expresa marcadores de identidad propios de los monocitos y
macréfagos. Por ello, esta célula ha sido considerada como ¢élula diana en el
inicio de la reaccién de rechazo alogénico.

Lassner'®, en el curso de una reaccion de rechazo también encuentra
expresion de antigenos del CMH tipo I, en las fibras de mielina y endotelio
vascular de un injerto nervioso alogénico de rata, coincidiendo con
investigaciones previas, Yu”’. Este hallazgo coincide plenamente con el
obtenido en nuestro estudio, ya que en las muestras procedentes de los
animales no sometidos a tratamiento inmunosupresor, Fig. 44, se observan
numerosas células dispersas por el propio nervio cidtico como asociadas o
rodeando a los puntos de sutura, expresando éste antigeno clase II del CMH,
y que podrian identificarse como células de Schwann. En relacién a esto, no
se observaron diferencias significativas entre el marcaje observado alas 5y
11 semanas.

Por el contrario, en las muestras procedentes de los animales tratados
con FK 506 la reaccién de marcaje de este antigeno clase II aparece mucho
mds débil que en las muestras control, Fig. 45. Esto indica que la accién del
fdrmaco consigue mantener una inmunosupresiéon adecuada que impide o
al menos disminuye la expresién de estos antigenos, expresion que parece
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relacionarse, segun refieren otros autores, Lassner'’, Ansselin’ con el
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desencadenamiento de la reaccién de rechazo, al actuar asi éstas células
como células presentadoras de antigenos frente a la inmunidad del huésped.
Los mismos autores demuestran en sus investigaciones que el rechazo
observado se dirige al endotelio vascular y a la mielina de las células de

Schwann del injerto.

Lassner'® prosigue en su estudio sugiriendo que el rechazo elimina
las células de Schwann donantes pero no destruye la arquitectura del nervio,
permitiendo de este modo que se produzca un cierto grado de regeneracién a
partir de ese soporte acelular en que queda convertido el injerto tras la
reaccién de rechazo. Esta regeneracién a la que el autor alude también es
observada por Schaller’”, en aloinjertos nerviosos de ratas, donde refiere
hallar fibras regeneradas inmersas en grandes zonas de degeneracion del
nervio trasplantado al cual no se administré tratamiento inmunosupresor.

Por el contrario, estos hallazgos no coinciden con lo observado por
otros autores, Gulati® , ya que en el trasplante alogénico no tratado no se
observan signos de regeneracién una vez rechazado el injerto. Esto podria
deberse a que una histoincompatibilidad parcial puede dar lugar a una
reaccién de rechazo incompleta y prolongada, lo cual anularia la posibilidad
de que se inicie la regeneracidon nerviosa, que por el contrario se facilita
cuanto mas intenso y agudo sea el rechazo, segin los hallazgos referidos por
Lassner ',

Otros autores como Zalewski?”

explican esta ausencia de regeneracién
en ¢l alotrasplante nervioso no tratado, al no suturar el extremo distal del
injerto, lo que impediria que los factores neurotroficos procedentes del
tejido nervioso del receptor, ejercieran su influencia regeneradora sobre el

aloinjerto.

Pollard y Fitzpatrik®', en 1973, describen la reaccién de rechazo del
aloinjerto como una respuesta inmunolégica importante en la que
predomina la invasién de linfocitos y macréfagos, y en la que destaca el
papel de la célula de Schwann como célula no pasiva que adquiere un
importante papel en relacién al inicio de la respuesta inmune.

Estudios recientes, confirman estas observaciones, y asi, Ansselin’,
estudia la inmunidad que se produce entre dos cepas de ratas no
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compatibles histologicamente a las que realiza un trasplante alogénico de
nervio periférico, cuantificando posteriormente el nimero de linfocitos T
helper (T4) y T citotéxicos (T8), asi como el nimero de macrofagos y la
secuencia de aparicién de los mismos durante los dias 1 al 14 siguientes a la
realizacién del trasplante. Igualmente, estudia la expresion en el injerto, de
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase 1y
IL

Los resultados que obtiene demuestran un aumento progresivo de
linfocitos T4 y T8 a partir del dia 2 postrasplante, destacando en este
incremento un predominio de linfocitos T8, que alcanzan su mdximo hacia
el dia 6-7, momento éste que se hace coincidente con el punto 4lgido del
rechazo agudo, donde el injerto muestra signos de severa inflamacion y la
arquitectura del nervio se ve afectada por dicha invasién celular, que por el
contrario no aparece en los casos control de trasplante autélogo.

A vpartir del dia 10, el nimero de linfocitos T4 y T8 disminuye
progresivamente, siendo mas notable el descenso de los linfocitos T8. El dia
14 el aloinjerto se muestra como un conjunto de axones y células de
Schwann en degeneracién con algin acimulo de linfocitos entre ellas,
pudiéndose observar el injerto, hacia el dia 21 postrasplante, como un tejido
fibrético invadido por fibroblastos, con signos incipientes de regeneracion
axonal y ya sin la presencia de linfocitos.

Este autor, refiere en su investigacién el claro predominio de
acumulo celular linfocitario, tanto en los alrededores de las lineas de sutura
del injerto como en las proximidades de los vasos sanguineos, lo cual
sugiere que la diseminacién celular de linfocitos llega al tejido trasplantado
desde el torrente sanguineo, como refieren también otros autores,
Grochowicz?, Hall™.

En este aspecto, y en el estudio que presentamos, la reaccién de
inmunomarcaje contra timocitos y poblacién global de células T (CDS),
reveld en las ratas control una reaccién positiva en algunas células linfoides
en el interior del nervio cidtico y asociadas a la periferia del mismo ya los
puntos de sutura, en la zona medial del nervio tanto en los animales de 5
semanas, como de 11 semanas. Por el contrario, en los nervios procedentes
de los animales sometidos a tratamiento con FK 506 durante los mismos
tiempos, la reaccién inmunohistoquimica contra timocitos y células T, es
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marcadamente mas débil, localizdndose en la envuelta cornjuntiva que se
halla rodeando al nervio y en algunas células periféricas al propio nervio,
Fig. 33.

Por todo ello, puede deducirse que en este estudio, los animales
tratados con FK 506 presentan una menor infiltacién de timocitos y células
T periféricas, que son las responsables del inicio de la reaccion de rechazo
una vez presentados los antigenos de identidad del aloinjerto nervioso.

Siguiendo la linea de otros autores, Ansselin” y Lassner',
Levinthal y otros, que realizan sendos experimentos trasplantando
nervio periférico a cepas distintas de ratas, en el estudio que presentamos se
han obtenido similares resultados al cuantificar la subpoblacién de células T
helper (CD4), tanto en animales control como tratados. En los primeros, Fig.
38, el marcaje inmunohistoquimico contra el anticuerpo, ha demostrado
una positividad claramente més fuerte, asociada a la periferia de los puntos
de sutura, y al interior del nervio ciético, en relacion a la proximidad de los
vasos y no se han hallado diferencias en relacién a los tiempos de
tratamiento. De forma opuesta, el marcaje para estas células en las ratas que
recibieron FK 506 se observé en las misma localizacion aunque
notablemente mas débil, Fig. 39, destacando en estos animales respecto al
gupo control, que la positividad de la reaccién se débilita ain mas cuando
se prolonga el tratamiento hasta 11 semanas, lo cual permite deducir que en
los animales tratados con este inmunosupresor, la reaccién de rechazo
postinjerto  puede controlarse mejor que en los animales no tratados.

Existe un paralelismo en la cuantificacién de otra subpoblacién de
linfocitos, linfocitos T citotoxicos (CD8), que de forma idéntica a los
resultados obtenidos por los autores mencionados y junto a la mayor parte
de células Natural Killer (NK) y leucocitos granulares intraepiteliales que
intervienen en la reaccion de rechazo tras ser estimulada su produccién por
los linfocitos T helper, dan una reaccién fuertemente positiva en la
proximidad de los puntos de sutura e interior del nervio cidtico en los
animales que no recibieron tratamiento inmunosupresor, Fig. 34, no asi en
los animales tratados, Fig. 36, que ademds de presentar una reaccién mucho
méas débil para éstas subpoblacidénes celulares, aquélla va perdiendo
intensidad en relacién a la duracién del tratamiento, por lo que, al igual
que para la poblacién global de linfocitos, podemos deducir que tanto la
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subpoblacién de linfocitos T helper, como T citotdxicos, células NK y
leucocitos granulares intraepiteliales, responsables inmediatos de que se
produzca el inicio y mantenimiento de la reaccién de rechazo, se hallan
presentes de forma marcadamente mas intensa en los animales no tratados,
Fig. 35, no halldndose diferencias en los distintos tiempos analizados, y por
el contrario, disminuyen de forma notable y progresivamente mds en la
medida en que se prolonga el mantenimiento del tratamiento
inmunosupresor, en las ratas tratadas con FK 506, Fig. 37.

La experimentacién de autores como Ishida'”®, que trasplantan injerto
nervioso alogénico en ratones y estudia tanto la inmunidad celular como
humoral en la fase de rechazo, pone en evidencia el incremento de
macréfagos que se produce en el contexto inmunolégico en cascada,
desencadenado al activarse los linfocitos T helper. Comtet”, también en
ratones, observa un infiltrado mononuclear y de células con actividad
macrofagica desde los dias 6 al 15 del estudio realizado, mencionando que
éste se produce no tanto en las proximidades de los vasos sino en el
epineuro del tejido. En este punto, Ansselin’ coincide en que el incremento
de estas células se produce desde el dia 4 al 10, y unos 3 dias con retraso al
punto maximo de produccién de los linfocitosT4 y T8 y coincide igualmente
en la localizacién de linfocitos en las proximidades de suturas y vasos
sanguineos y de macréfagos alrededor de axones y células de Schwann.

En el presente estudio, la utilizacion de anticuerpos capaces de
reconocer tanto macréfagos como granulocitos y una poblacidon de células
dendriticas, ha permitido objetivar su presencia de forma intensa en los
animales control, Fig. 40 y claramente mdas débil en los tratados, Fig. 41. Sin
embargo, en estos hallazgos, las células se encuentran tanto inmersas en el
propio tejido nervioso como en las proximidades de los vasos, lo que indica
que la reaccion de rechazo, se produce a expensas no sélo de las células
macrofagicas del tejido nervioso propiamente dicho, sino también de los
macrofagos circulantes o monocitos sanguineos, por lo que éstas células
pueden localizarse también en las proximidades de los vasos sin alterar los
resultados.

Ansselin’, describe en su experiencia el predominio de macréfagos,

una vez comenzado el descenso de linfocitos en el tejido trasplantado
durante la reaccién de rechazo, dato que coincide plenamente con los
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resultados obtenidos, donde atn siendo menor el marcaje para éstas células
en los animales tratados, no se aprecian diferencias en la proporcion de
macréfagos a las 5 y 11 semanas, en contraste con el marcaje de linfocitos que
claramente disminuye en los dos tiempos. Estos hallazgos sugieren que FK
506 respecto a los grupos control, hace disminuir el nimero de linfocitos y
macréfagos, conservando, aunque de forma numéricamente menor, el
patron de rechazo donde se produce un incremento inicial de ambos grupos
celulares y posterior descenso, principalmente de los linfocitos, mientras
predominan casi invariablemente los macréfagos iniciando posteriormente
un lento declinar en su nimero.

En relacién al marcaje del CMH-ILen el aloinjerto, diferentes estudios,
Hall®*, Yu?”, Ansselin’, coinciden en hallar un incremento de este marcador
antigénico de identidad tisular, que se halla presente en todos los tejidos, y
cuyo aumento es paralelo al incremento de linfocitos T8 que son los que
reconocen dicho antigeno.

En coincidencia con estos hallazgos, los resultados obtenidos en el
presente estudio muestran igualmente una reaccién inmunochistoquimica
fuertemente positiva para el marcador de este antigeno en las ratas control,
Fig. 42, y algo mas débil en los animales tratados, Fig. 43, guardando una
proporcién similar al mimero de linfocitos T8 hallados en ambos grupos, y
siendo la distribucion no sélo asociada a los puntos de sutura sino también
formando un entramado de naturaleza reticular en el interior de las
secciones transversales del nervio cidtico, como corresponderia a cualquier
marcador de identidad tisular, y en este caso no en las proximidades de los
vasos por el mismo motivo. Por todo ello, podemos deducir que el
inmunosupresor FK 506, al disminuir la reaccién inmune de rechazo hace
que sea menor el namero de linfocitos T8 que puedan reconocer el antigeno
de identidad del tejido trasplantado, por lo que es de esperar que la reacciéon
contra el mismo esté muy disminuida en relacion al grupo no tratado.

De la observacion de los datos electrofisiolégicos se desprende que el
grupo de ratas control las primeras dos semanas no alcanzé mds que un
promedio de respuesta del 63.06% (r=60-152). Sin emabargo a las 3 semanas
ya se alcanza una media proxima al 100% de respuesta que se mantiene

durante todos los periodos estudiados.
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Ambos grupos de ratas estudiadas, tratadas y no tratadas con FK-506,
siguieron un camino paralelo en cuanto a la respuesta contractil, siempre en
el entorno del 100%. Llama la atencién como a las 10 semanas en ambos

grupos se precisa aumentar el estimulo para alcanzar la respuesta normal.
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V.-CONCLUSIONES

1.- FK506 es capaz de inhibir la reaccién inflamatoria asociada al inicio
del rechazo favoreciendo que en el grupo de animales tratados, prolifere la
vascularizacién y se produzca una mayor supervivencia del injerto.

2.- Se ha observado una clara diferencia en la conservacién de la
estructura del nervio a nivel histolégico, que se mantiene en excelentes
condiciones en los animales inmunodeprimidos, en oposicién al grupo
control donde las fibras se hallan desgajadas.

3.- En el andlisis inmunochistoquimico del alotrasplante nervioso, los
animales no tratados presentan una marcada positividad para células
relacionadas con el inico del rechazo: macréfagos, linfocitos T y Ag de
identidad Ia.

4.- El marcaje para linfocitos CD8, responsables del mantenimiento
del rechazo, da una reaccién inmunochistoquimica muy positiva en el grupo
control tanto a las 5 como a las 11 semanas, objetivandose por el contrario
un marcaje progresivamente mas débil en los animales tratados a medida
que se prolonga la duracién del tratamiento.

5.- No se han hallado diferencias importantes en la infiltracién
celular, salvo para linfocitos CD8, a las 5 y 11 semanas de realizado el
aloinjerto, tanto en el grupo control como en el que recibid tratamiento.

6.- Se ha observado una mayor velocidad de conduccién motora
estadisticamente significativa (p<0.05) a las 11 semanas en los animales
inmunodeprimidoas con FK506, respecto a aquellos que no se trataron.

7.- La amplitud de potencial de accién muscular registrada en el grupo
de alotrasplante tratado presenta una diferencia estadisticamente muy
significativa (p<0.001), respecto al grupo control.

8.- En el analisis de imagen realizado en alotrasplante nervioso de

animales tratados y control, se ha detectado una mayor densidad de axones
en el grupo que recibié tratamiento on FK 506.
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9.- Puede deducirse de las anteriores conclusiones que FK 506 es un
firmaco inmunosupresor que a bajas dosis, sin evidencia de efectos
secundarios importantes, es capaz de inhibr la reaccién de rechazo del
aloinjerto nervioso en ratas, permitiendo una adecuada regeneracién y

recuperacion funcional de la fibra nerviosa.
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