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Original/Investigacion EXPERIMENTAL

Induccion de tolerancia a endotoxina en un modelo
de trasplante de tejido compuesto

Tolerance induction to endotoxin in a composite tissue transplant

Ménica RUBIO-YANCHUCK*, Victor TOLEDANO-REAL**, Jorge BONASTRE-JULIA*

Resumen

Introduccién y Objetivo. La tolerancia a endotoxina (TE) es un
fenémeno biolégico que consiste en la desensibilizacion de las célu-
las del sistema inmune ante exposiciones bajas al lipopolisacarido
(LPS), haciendo que entren en un estado de anergia ante otros esti-
mulos.

El objetivo de este trabajo es valorar el efecto inmunomodulador
del precondicionamiento con lipopolisacdrido en el contexto de un
trasplante de tejido compuesto.

Material y Método. Realizamos transferencias de patas traseras
entre ratas cruzando el Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Los
animales se dividieron en 2 grupos segtin el precondicionamiento que
recibieron, LPS y suero salino fisiolégico.

Resultados. El grupo control presentd una mediana de supervi-
vencia del alotrasplante menor a 15 dfas tras el cese del tratamiento in-
munosupresor. El grupo precondicionado con LPS presenté una
mediana de supervivencia superior a 30 dias (p= 0.001).

Conclusiones. El mecanismo de tolerancia a endotoxina aumenta
la supervivencia del alotrasplante de tejido compuesto.

Rubio Yanchuck, M.

Abstract

Background and Objetive. Endotoxin tolerance is a biological
phenomenon which consists in desensitization of immune system cells
to low exposures to lipopolysaccharide (LPS). It leads to antigens
anergy.

The aim of this study is to asses the development of tolerance after
precondicioning with LPS in the context of a composite tissue trans-
plant.

Methods. Transferences of hind legs were made between rats
crossing the Main Histocompatibility Complex (MHC). The animals
were divided into 2 groups according to the preconditioning they re-
ceived, LPS and physiological saline.

Results. The control group presented a median survival of the
allograft less tan 15 days after the cessation of inmunosupressive treat-
ment. The group preconditioned with LPS presented median survival
greater than 30 days (p=0.001).

Conclusions. The mechanism of tolerance to endotoxin increa-
ses the survival of composite tissue allotransplantation.

Palabrasclave  Trasplante tisular, Trasplante tejido
compuesto, Supervivencia trasplante,
Endotoxina.
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Introduccion

En los ultimos 15 afios se han realizado a nivel mun-
dial mds de 150 trasplantes de tejido compuesto (TTC) a
lo largo de toda la anatomia.®” Todos estos procedimien-
tos se han podido llevar a cabo extrapolando los regime-
nes de inmunosupresioén de los protocolos actualmente
empleados para trasplantes de 6rgano sélido (TOS).® Sin
embargo, los efectos secundarios de caracter metabdlico,
infeccioso y oncoldgico justificados en caso del TOS, no
son aceptables para el TTC al no encontrarse el receptor
en una situacion de riesgo vital. Estos regimenes tampoco
han logrado controlar de forma absoluta la aparicién de
episodios de rechazo agudo (RA), ni el posterior desa-
rrollo de un rechazo crénico.®>

Existen distintas estrategias para intentar lograr un es-
tado de tolerancia inmunitaria con vistas a disminuir la
dosis de inmunosupresion y sus efectos secundarios, defi-
nida dicha tolerancia inmunitaria como la supervivencia
de un tejido extrano sin la necesidad de inmunosupresién
alargo plazo. La primera estrategia busca reemplazar com-
pletamente las células del sistema inmunitario del receptor
por células del donante, creando un estado de quimerismo
completo. Sin embargo, el requerimiento de irradiacién
mieloablativa previa y el potencial riesgo de Enfermedad
Injerto Contra Huésped (EICH), hacen que esta estrategia
no sea asumible en este contexto.© La segunda estrategia,
busca la modulacién del sistema inmunitario del receptor
para permitir la coexistencia de ambas extirpes celulares,
alcanzando un estado de quimerismo mixto. Al no reque-
rir mieloablacion previa, la principal ventaja de esta estra-
tegia es la menor toxicidad precondicionamiento.®

El sistema inmunitario posee distintos mecanismos de
proteccion para evitar una hiperactivacion del mismo.
Uno de ellos es la denominada tolerancia a endotoxina
(TE), que consiste en una autorregulacion de las células
del sistema inmune innato, particularmente de los mono-
citos y de las células dendriticas (presentadoras de anti-
genos), que cambian de un fenotipo proinflamatorio a
otro antiinflamatorio ante una estimulacion antigénica
masiva. La TE se observa en los pacientes con sepsis bac-
teriana, que pasan de una fase inicial de respuesta infla-
matoria sistémica a otra antiinflamatoria de compen-
sacion, produciéndose un estado de inmunosupresion re-
lativa.”” A partir de estos hallazgos, estudios tanto in vitro
como in vivo han demostrado que cuando las células del
sistema inmune innato se exponen a dosis bajas de lipo-
polisacdrido bacteriano (LPS, un componente de las bac-
terias Gram-negativas), entran en un estado transitorio
de anergia y son incapaces de responder a posteriores es-
timulos con LPS.®1? Este fenémeno no sélo se limita a
estados sépticos, sino que también se ha observado en
isquemia hepadtica y renal, sindromes coronarios agudos,
fibrosis quistica y leucemia linfatica crénica, mediante
tolerancia cruzada entre LPS y otro tipo de estimu-
IOS ‘(l 1,12)
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Basdndonos en esta anergia, la utilizacién de LPS po-
drfa permitir desarrollar tolerancia tras un insulto como
puede ser un TTC. Hasta donde conocemos, el efecto que
puede tener la infusion de LPS sobre el desarrollo de to-
lerancia en un TTC atin no ha sido evaluado.

Nuestro objetivo principal es valorar el efecto inmu-
nomodulador del precondicionamiento con LPS en el
contexto de un TTC experimental de extremidad poste-
rior en ratas, comparando las diferencias en el tiempo
hasta la aparicion de un episodio de RA. Ademas, esta-
blecemos como objetivos secundarios el valorar la mor-
bilidad asociada al precondicionamiento, la intensidad
del rechazo en las biopsias tisulares y el patrén de cito-
quinas presente en el contexto de un TTC tras el precon-
dicionamiento con LPS.

Material y método

Protocolo quiriargico experimental

Realizamos transferencias de patas traseras entre ratas
(Rattus Norvergicus) cruzando el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad. Utilizamos ratas Brown-Norway
(LBN RT1") de 5-11 semanas de vida como donantes y
ratas Lewis (LEW RT1") como receptoras.!® Dividimos
el total de animales previamente en 2 grupos segun el pre-
condicionamiento que recibieron. El grupo I recibié 1 ml
de suero salino fisiolégico (SSF) intravenoso (iv.) 72
horas antes de realizar el trasplante. Precondicionamos el
grupo II 72 horas pretrasplante con una dosis iv. no letal
de 0.8 mg/Kg (0.16 ml/Kg) de LPS (Serotype 055:B5,
Sigma®). Posteriormente, todos los grupos recibieron in-
munosupresion diaria con ciclosporina A (CsA) a dosis
decrecientes. Mantuvimos los animales trasplantados con
vida hasta que presentaron un episodio de RA %

Todas las ratas utilizadas en el estudio recibieron un
trato digno de acuerdo con la Directiva del Consejo de Eu-
ropa publicada el 22 de Septiembre de 2010 (2010/63/UE).
El estudio cont6 con la aprobacién del Comité Etico y de
Bienestar Animal (CEBA) del Hospital Universitario La
Paz (Madrid, Espafia), con nimero 01/2016.

Realizamos la cirugia con anestesia inhalatoria; pri-
mero la induccién con isoflurano al 5% (Forane®, Ab-
bott) y manteniendo posteriormente al animal con una
mascarilla al 2%. La analgesia postoperatoria la llevamos
a cabo administrando tramadol 20 mg/kg/12h via subcu-
tdnea (sc.) durante los primeros 2 dias de posoperatorio.
Junto a la analgesia administramos profilaxis antibidtica
con enrofloxacino 5-10 mg/kg/24h via sc.!'¥

Técnica quirdrgica

Realizamos un trasplante heterépico de la pata trasera
de la rata Brown Norway a la regién inguinal derecha de
la rata Lewis receptora, con anastomosis término-termi-
nal de los vasos femorales mediante puntos sueltos de
monofilamento irreabsorbible 10/0 (Ethilon®, Johnson &
Johnson)."'¥ Para evitar el arrastre de la pata y las consi-
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guientes complicaciones, practicamos la amputacion del
pie del aloinjerto realizando una osteotomia de tibia y pe-
roné distales y posterior cobertura con musculatura del
mufién para evitar la ulceracién del mismo. Dejamos una
isla cutdnea de 20 x15 mm para la monitorizacion del
trasplante, asi como de los episodios de RA.

Protocolo de inmunosupresion

En todos los grupos de experimentacion los animales
receptores recibieron terapia inmunosupresora diaria con
CsA a dosis decrecientes. Durante la primera semana de
postoperatorio los animales recibieron 16 mg/Kg de CsA
sc., para después ir disminuyendo la dosis semanalmente
a 8 mg/Kg, 4 mg/Kg y 2 mg/Kg respectivamente. A par-
tir de la cuarta semana (30 dias postrasplante), dejamos
de administrar CsA.">

Toma de muestra y protocolo de extraccion

Bajo anestesia inhalatoria, tomamos 0.5-1 ml de san-
gre periférica en un tubo heparinizado a través de la vena
caudal de la cola de la rata. Realizamos estas extraccio-
nes antes del precondicionamiento (-72 horas), el dia del
trasplante (0 horas), y posteriormente a los 7,21, 30, 45
y 60 dias de postoperatorio, y siempre que el animal se
sacrificara por presentar un episodio de RA.(®

Cuando el aloinjerto presentd un episodio de RA con
alopecia o epidermdlisis, los animales fueron anestesia-
dos para la extraccion y posterior anélisis del mismo. Pre-
servamos el aloinjerto en formol al 10% para estudio
histoldgico. Tras la extraccion, sacrificamos al animal re-
ceptor con una inyeccion intracardiaca de 1 ml de cloruro
potésico y ratificamos la ausencia de pulso y respiracion.

Parametros evaluados

— Rechazo agudo. Inspeccionamos diariamente el
miembro trasplantado buscando signos de RA:
edema, eritema, descamacion, alopecia, epider-
molisis, exudacion o necrosis cutdnea.

— Bienestar animal. Llevamos a cabo diariamente
medida del peso, crecimiento de pelo y color de
cada animal con el objetivo de valorar cualquier
perdida del bienestar animal.

— Citometria de flujo en sangre periférica. Incuba-
mos las muestras de sangre periférica con anti-
cuerpos antirrata contra los linfocitos T maduros
(anti CD3), los linfocitos T Helper (anti CD4) y
los linfocitos T citotoxicos (anti CDS8). También
valoramos la presencia de quimerismo linfoide en
todas las muestras de sangre periférica. Resuspen-
dimos las células mononucleares presentes, y tras
tincién con anticuerpos monoclonales para carac-
terizar el distinto origen celular, realizamos el ana-
lisis por citometria de flujo con 3 colores.'¥

— Expresion génica de citoquinas. Medimos los
marcadores de las reacciones inflamatorias produ-
cidas mediante arrays de proteinas (BDTM Cyto-
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metric Bed Array o CBA) en sangre periférica.
Centramos el estudio en las siguientes citoquinas:
TNF-a (del inglés, tumor necrosis factor; factor
de necrosis tumoral) e INF-f (interfer6n f3).

— Estudio histolégico. Incluimos todas las muestras
en parafina segun protocolo estandar, realizamos
cortes seriados (5 pwm) con microtomo (Leica®
RM2555) y tefiimos con hematoxilina-eosina. Es-
tudiamos las muestras mediante un sistema de ana-
lisis de imagen compuesto por un microscopio
Olympus® BX14 (Olympus®, Tokio, Jap6n) aco-
plado a una cdmara, con magnificacion de 10X. Es-
tablecimos la intensidad del episodio de rechazo en
las biopsias cutdneas por 2 observadores distintos,
segun la clasificacion de Banff de 2007 para aloin-
jertos de tejidos compuestos con piel (Tabla I).19
Asi mismo valoramos el grado de infiltrado leu-
cocitario muscular de manera semicuantitativa de
0 a4 (0: nada; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso; 4:
muy intenso) por 2 observadores distintos.

— Andlisis estadistico. Analizamos todos los datos
utilizando el programa estadistico SPSS 20.0 (IBM
SPSS Statistics®) y el programa Prism 5.0 (Graph-
Pad®). Analizamos la supervivencia mediante el
método de Kaplan-Meier y comparamos los resul-
tados mediante el test de Log-Rank. Para analizar
la pérdida de peso utilizamos el método de ANOVA
de medidas repetidas y para comparar los episodios
diarreicos el test chi-cuadrado. Para el andlisis del
grado de rechazo, tanto de piel como de musculo,
empleamos el test de Kruskall-Wallis y a continua-
cion un test 2 a 2 con el método De Dwass, Steel,
Critchlow-Fligner. Por dltimo, recogimos el qui-
merismo en los distintos tiempos de la evolucién y
comparamos mediante el andlisis de la varianza con
medidas repetidas. Establecimos la significacion
estadistica para un valor de p de 0.05.

Tabla I. Clasificacion de Banff de 2007 para el rechazo agudo en
aloinjertos de tejidos compuestos con piel

Grado Hallazgos anatomopatolégicos
0 Ausencia o escasos infiltrados inflamatorios
I LEVE. Leves infiltrados inflamatorios

perivasculares, sin afectacion de la epidermis

MODERADO. Infiltrados moderado-graves a nivel
perivascular, con/sin leve afectacion epidérmica y/o
I de los anejos cutdneos (limitdndose a espongiosis y
exocitosis). Ausencia de disqueratosis o apoptosis a
nivel epidérmico

SEVERO. Denso infiltrado inflamatorio tisular con
I afectacion de la epidermis, presentando apoptosis,
disqueratosis y/o queratinolisis

RECHAZO AGUDO NECROTIZANTE. Necrosis

v - . P
franca de la epidermis y otras estructuras cutaneas

({14
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RESULTADOS
Resultados del modelo experimental
Practicamos 46 trasplantes de extremidad posterior en
ratas, de los cuales desestimamos 9 (19.5%) por los si-
guientes motivos: 2 alotrasplantes presentaron dlceras de
decubito en el mufién; 2 animales fallecieron intraopera-
toriamente debido a pérdidas hemadticas; y 5 trasplantes
presentaron fallo de la anastomosis microquirtrgica.
Confirmamos la patencia del pediculo vascular en todos
los trasplantes en el momento de la autopsia. Ninguno de
los animales present manifestaciones clinicas de EICH.

Supervivencia del aloinjerto

Los animales del grupo de experimentacién I (con-
trol) presentaron signos de RA antes de los 15 dfas tras el
cese de tratamiento inmunosupresor (mediana: 40 (37.6
-42 4) dias postcirugia). Por el contrario, los animales del
grupo II que habian recibido un precondicionamiento con
LPS, presentaron el episodio de RA a partir del dia 60
desde la cirugia (mediana: 68 (52.9 - 83) dias postciru-
gia), diferencia que resulté estadisticamente significativa
(p=0.001) (Fig. 1).

1.5- = Control
== LPS 72h
g
E 1.0
=
w
T 0.5
&
w
0.0 T T T T T
30 40 50 60 70 80
Days

Efectos secundarios asociados al precondicionamiento

De los 17 animales que recibieron precondicionamiento
con LPS, 14 (82.35%) tuvieron episodios diarréicos. Nin-
guno de los animales del grupo control presento esta com-
plicacién. La diferencia en la tasa de complicaciones del
grupo precondicionado con LPS respecto al grupo control
resulté estadisticamente significativa (p=0.015).

Todos los animales perdieron peso durante las 2 pri-
meras semanas postrasplante, independientemente del
grupo, evidenciando su recuperacion a partir de la tercera
semana. Los animales del grupo control presentaron una
pérdida ponderal media de 17.4 +0.814 gr,y en los que re-
cibieron LPS 72 horas fue de 40.23 + 01.883 gr (p=0.034).

Citometria de flujo

El porcentaje de linfocitos totales en el grupo I pre-
sentd un ascenso tras el trasplante hasta el dia 7 postras-
plante (31.2 + 9.2% de linfocitos totales) para descender
posteriormente hasta el dia del episodio de RA.

En el grupo II (LPS 72 horas) observamos un descenso
del porcentaje de linfocitos desde el dia de la cirugia, al-
canzando un nivel minimo al 7° dia de postoperatorio (15.6
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2 /I \ ;
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Fig. 1. Grafica que muestra la cronologia hasta el desarrollo del episodio de
rechazo agudo.

Fig. 3. Expresién citoquina TNFx.
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+ 3.4% de linfocitos totales), diferencia que
resultd estadisticamente significativa respecto
al grupo control (p= 0.0024).

El quimerismo en sangre periférica esta
determinado por el porcentaje de células T del
donante (tanto CD8/RT1 como CD4/RT1). El
maximo nivel de quimerismo en el grupo II
(precondicionado con LPS) lo observamos
entre los dias 21 y 30 postrasplante (2.33 +
0.35% de células MHC I negras; 0.755 +
0.571% de CD4+y 0.89 £ 0.082% de CD8+),
momento a partir del cual fue disminuyendo
paulatinamente hasta niveles de minimos el

Td Md Wd 454 604

Fig. 2. Citometria de flujo en sangre periférica de los grupos control (I) y LPS (). Superior iz-
quierda: porcentaje de linfocitos totales en la sangre periférica del animal receptor. Superior
derecha: porcentaje de células del animal donante en la sangre periférica del animal recep-
tor. Inferior izquierda: porcentaje de linfocitos T CD8+. Inferior derecha: porcentaje de linfo-
citos T CD4+.
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dia 60 postrasplante (0.24 + 0.229% de célu-
las MHC I negras, 0.284 + 0.3595% CD4+ y
0.059 +£0.0205% de CD8+). El maximo nivel
de quimerismo en el grupo control se mantuvo
por debajo respecto al grupo II, presentando

www.ciplaslatin.com
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un pico posterior, en el dia 30 postrasplante (2.15 £ 1.11%
células MHC I negras, 0.086 + 0.065% de CD4+ y 0.0477
+ 0.058% de CD8+) con descenso de las cifras hasta ni-

500+
& Conwd
~ LPS
@ .
gu
2 2001
100 4
R 0 7 n 30 5 50 75
y ¥ = 5
Ps Cx S

Fig. 4. Expresion de IFN.
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veles minimos en el dia 45 (0.514 = 0.783% de células
MHC I negras, 0.185 +0.262% de CD4+y 0.031 £0.02%
de CD8+) (Fig. 2). Observamos diferencias estadistica-
mente significativas entre el grupo control y el grupo pre-
condicionado con LPS en el dia 21 para los linfocitos T
maduros (p=0.015) y para los CD4+ (p=0.021).

Expresion génica de citoquinas

En el grupo precondicionado con LPS (grupo II), la
expresion de la citoquina TNF-a (Fig. 3) sigue un curso
ascendente con la administracién de LPS, para después
presentar una evolucién descendente. Los niveles vuel-
ven a aumentar a partir del dia 30, coincidiendo con el
cese de la inmunosupresiéon. En el grupo control (Fig. 3),
vemos que su expresion génica sigue un curso ascendente
desde el momento del trasplante, alcanzando su maximo
en el momento del episodio de RA y manteniéndose siem-
pre mds baja que en el grupo precondicionado.

La Figura 4 muestra la expresion génica de la citoquina
IFN-f. En el grupo II observamos un ascenso de los nive-

’ ;h ". --I P L i\ _' 3 "‘:\.u\'-. = .f{. 1 ¥ Ay ¢ : Lt .« e

Fig. 5. Histologia del rechazo cutaneo. Tinciéon con hematoxilina-eosina. Izquierda (x10): grupo | (control), denso infiltrado linfocitario, gran desestructura-
cion de la epidermis, con queratinolisis y necrosis. Derecha (x10): grupo Il (LPS), leve infiltrado linfocitario dermo-epidérmico y perivascular, manteniendo
la arquitectura cutanea y vasos y anejos conservados.

Fig. 6. Histologia del musculo. Tincién con hematoxilina-eosina. Derecha (x10): grupo | (control), denso infiltrado linfocitario perimisial y perivascular con
alteracion de la arquitectura fascicular. Izquierda (x10): grupo Il (LPS), escaso infiltrado perimisial manteniendo la arquitectura fascicular.

www.ciplaslatin.com
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les desde el momento del precondicionamiento hasta 1 se-
mana postcirugia. A continuacion, los niveles descienden
de forma progresiva hasta el dia del episodio de RA. En el
grupo control la expresion génica de IFN-f} presenta una
pendiente mds suave, manteniéndose en todo momento por
debajo de los valores de grupo precondicionado.

Resultados histologicos

El grupo control presenté una mediana de 3 (rango in-
tercuartilico: 2.75 - 3.25) en la clasificacion de RA de
Banff 2007. El grupo precondicionado con LPS present6
una mediana de 1 (rango intercuartilico: 1-2). El andlisis
estadistico encontrd diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ambos grupos (p = 0.038) (Fig. 5)

Respecto a la valoraciéon semicuantitativa del infil-
trado leucocitario muscular, el grupo control present6 una
mediana de 3 (rango intercuartilico: 2.75 - 3.25), y el
grupo II present6 una mediana de rango intercuartilico:
1-2. Encontramos diferencias estadisticamente significa-
tivas entre ambos grupos (Fig. 6).

Discusion

Desde su primera descripcion en 1946 por Paul Bee-
son, diferentes estudios han intentado dilucidar el meca-
nismo molecular que induce la TE'® pero este continda
sin estar claro.'”' La TE fue descrita inicialmente en
modelos animales mediante la demostracion de la reduc-
cién de la mortalidad asociada a dosis letales de LPS en
animales que habian sido pretratados con dosis bajas de
LPS. Otros estudios demostraron que la induccién de TE
también protegia del dafio por isquemia-reperfusién en
organos como el higado, el rifién, el intestino o el cerebro,
siendo este ademds uno de los principales mecanismos
de induccién del rechazo crénico en un trasplante.7:'® A
partir de estos hallazgos, Ishiyama y col. observaron que
la induccién de TE con dosis bajas de LPS aumentaba el
tiempo hasta el rechazo del aloinjerto, siendo este tiempo
el doble que en los casos control.!

En nuestro trabajo, en consonancia con los resultados
de Ishiyama y col., observamos un mayor tiempo hasta la
aparicion de RA en el grupo precondicionado en compara-
cion con el grupo control. Sin embargo, coincidiendo con
lo observado en otros estudios, este grupo presentd un
mayor nimero de complicaciones de caricter bioldgico, re-
presentadas fundamentalmente por una mayor pérdida pon-
deral y el desarrollo de episodios diarreicos, con una
diferencia estadisticamente significativa cuando compara-
mos con el resto de grupos del estudio."” Atribuimos ambas
complicaciones al estado de inflamacion sistémica que su-
pone la administracion inicial de LPS en el animal .?”

En nuestro estudio observamos una reduccion estadis-
ticamente significativa de la poblacion de linfocitos en san-
gre periférica durante la primera semana postcirugia en los
animales del grupo II en comparacion con el grupo con-
trol. Este hallazgo coincide con los resultados obtenidos
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por otros grupos,! y se atribuye a una depleccion funcio-
nal de las células presentadoras de antigenos con la consi-
guiente incapacidad para desencadenar una respuesta
inmunitaria adaptativa, que se traduce en una disminucién
de la proliferacion de la poblacién linfocitaria ante un es-
timulo antigénico. El estudio de Delano y col. mostr6 que
la depleccién linfocitaria en pacientes con sepsis puede ser
secundaria a la expansion de células mieloides inmaduras
GR1+ CD11B+. Este tipo de células produce 6xido nitrico,
especies reactivas de oxigeno y peroxinitrito, induciendo
asf la apoptosis y la inhibicién de la proliferacién de las
células T.?" Otro posible mecanismo implicado seria el ci-
tado por Zanin-Zhorov, que consiste en el aumento de la
actividad de las células T reguladoras cuya funcién es la in-
hibicién de la proliferacion y diferenciacion de los linfo-
citos T.?? A pesar de todos los estudios mencionados, el
mecanismo exacto de la TE sigue sin estar claro y proba-
blemente sea la suma de todos.

En el andlisis del quimerismo mixto observamos un
mayor porcentaje del mismo en el grupo precondicionado
con LPS entre los dias 21 y 30 postcirugia, fundamental-
mente a expensas de los linfocitos T CD4+. Este aumento
de células T reguladoras podria indicar una mayor inmu-
norregulacion a nivel del sistema inmune adaptativo y
explicar el mayor tiempo hasta desarrollar un episodio de
RA en el grupo pretratado con LPS. No obstante, obser-
vamos que el estado de quimerismo no es estable, sino
que disminuye segtin nos acercamos al dia del episodio
de rechazo. Hewit y col. lograron un elevado nivel de
quimerismo (60%) en ratas receptoras de un trasplante
de pata, consiguiendo un estado de tolerancia indefinido
que se atribuy6 directamente al nivel de quimerismo es-
table.®® Sin embargo, estudios con quimerismos transi-
torios como el de Bourget y el de Semionow, sugieren
que aunque inicialmente se requiere la presencia de qui-
merismo para inducir tolerancia, posiblemente este no
sea necesario para mantenerla a largo plazo.142%

En relacién a la expresion de citoquinas, en el grupo II
observamos un aumento de la respuesta inflamatoria que
se refleja en el aumento de TNFo desde la administracion
de LPS hasta el momento del trasplante. Paradéjicamente
tras la intervencion quirdrgica, que se comporta como un
potente estimulo proinflamatorio, el TNFo continda en un
curso descendente. El IFNf (citoquina antiinflamatoria)
también se eleva con la administracién de la endotoxina,
permaneciendo oscilante pero siempre con niveles por en-
cima de los del grupo control. Coincidiendo con este re-
sultado, el estudio de Biswas y col. observé como el
estimulo con LPS a dosis bajas producia una disminucion
de las citoquinas proinflamatorias (IL-6 (Interleukina-6) y
TNFa) y un aumento de las antiinflamatorias (INF[3, IL-
10 (Interleukina-10), TGFf (del inglés, tisular growth fac-
tor- factor de crecimiento tisular-f3)). Esto se atribuy6 a la
activacion del TLR-4 (del inglés, Toll-like receptor; Re-
ceptor tipo Toll) por la via MyD88-independiente
(TRIF/TRAM), que consiste en una sobreexpresion de ci-
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toquinas antinflamatorias como el IFNf, que a su vez
serfa indispensable para la expresion de IL-10 y TGFf3 en
los tejidos. Los resultados del estudio coinciden con la
evidencia previa en cuanto al patrén de inmodulacion de
la respuesta inmunitaria innata.”)

Aunque la respuesta inmune a los antigenos del alo-
trasplante depende de miiltiples factores, como la dispari-
dad de Complejo Mayor de Histocompatibilidad entre
donante y receptor, la antigenicicidad de los distintos com-
ponentes trasplantados, el tratamiento inmunomodulador
empleado y la diversidad de la respuesta inmune especifica
genéticamente dependiente, parece que la TE abre una via
hacia la tolerancia inmunitaria en el campo del TTC. De
acuerdo con Hettiaratchy y col., uno de los criterios que se
debe cumplir para que una estrategia de tolerancia sea cli-
nicamente relevante es que el régimen de precondiciona-
miento no presente una morbilidad injustificable.® La
administracién de LPS no es un precondicionamiento plau-
sible dada la morbilidad asociada al mismo, haciendo ne-
cesario el desarrollo de andlogos de LPS no téxicos que
permitan desarrollar este enfoque en la préctica clinica.

Conclusiones

El mecanismo de tolerancia a endotoxina retrasa la
aparicion de episodios de rechazo agudo en el trasplante
de tejido compuesto. El andlisis de la histologia cutdnea
y muscular ha demostrado la mayor intensidad del RA en
los grupos no precondicionados. La expresion génica de
citoquinas ha permitido comprobar el comportamiento
de las respuesta inflamatoria a nivel molecular.
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