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Abstract

Induction of tolerance in allogeneic transplant model

Introduction: Vascularized composite allotransplantation (VCA) involves the transplantation of com-
plex anatomical structures including different kinds of tissue. The aim was to study the effect of a treatment
with immature dendritic cells in a model of VCA. Materials and Methods: The rat hind limb allotransplanta-
tion model was used. Due to the high antigenic mistmatch Brown Norway rats were used as donors and Lewis
rats as recipients. The bone marrow derived immature dendritic cells were cultured under GM-CSF stimuli
and donor tissue. The rejection grade and the survival of the graft were assessed. Experimental groups: group
I (n = 3): no treatment; Group II (n = 6): tacrolimus 10 mg/kg one day before the transplantation (day -1);
Group III (n = 3): tacrolimus 10 mg/kg on day -1 and 6 mg/kg from day O to 14, plus intravenous saline
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infusion on days 7 and 14; Group IV (n = 3): tacrolimus 10 mg/kg on day -1 and 6 mg/kg from day O to 14,
plus intravenous immature dendritic cells on days 7 and 14. Results: All 15 allografts developed rejection.
The mean allograft survival was 14 days in group I, 15 days in group II, 34 days in group III and 58 days in
groups IV (p <0.05). Conclusions: In the rat hind limb allotransplantation model under tacrolimus monothe-
rapy, the treatment with immature bone marrow derived dendritic cells pulsed with alloantigens increases the
survival of the graft.

Key words: Allotransplantation, rejection, induction, dendritic cells, alloantigens.

Resumen

Introduccion: El alotrasplante compuesto vascularizado (ACV) involucra el trasplante de estructuras
anatoémicas complejas que pueden contener distintos tipos de tejidos. El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto del tratamiento con células dendriticas inmaduras derivadas de médula dsea del receptor y cargadas
con aloantigenos como potencial inductor de tolerancia en un modelo de ACV. Animales y Métodos: Para
realizar el modelo de alotrasplante de extremidad posterior de la rata, se utilizaron como donantes ratas
Brown Norway y como receptoras ratas Lewis. Las células dendriticas se diferenciaron a partir de precursores
de médula 6sea que se cargaron con lisado de tejido del donante. Grupos experimentales: Grupo I (n = 3):
sin tratamiento; Grupo II (n = 6): tacrolimus 10 mg/kg via oral el dia previo al trasplante (dia -1); Grupo
IIT (n = 3): tacrolimus 10 mg/kg el dia -1 y 6 mg/kg desde el dia 0 al 14 post operatorio como mantencion;
Grupo IV (n = 3): mismo esquema de tacrolimus que grupo III, pero ademas infusion intravenosa de células
dendriticas los dias 7 y 14. Se evalu6 la sobrevida de los implantes y el grado de rechazo. Resultados: Los
15 animales trasplantados presentaron rechazo. La sobrevida media del ACV fue de 14 dias en el grupo I, 15
dias en el grupo II, 34 dias en el grupo I y 58 dias en el grupo IV (p < 0,05). Conclusién: En un modelo de
ACYV bajo tratamiento con tacrolimus, la infusion de células dendriticas inmaduras derivadas de médula dsea

y pulsadas con aloantigeno aumentan la sobrevida del implante.
Palabras clave: Alotrasplante, rechazo, induccion, células dendriticas, aloantigenos.

Introduccion

El alotrasplante compuesto vascularizado (ACV)
consiste en el trasplante de tejidos complejos que
pueden contener piel, musculos, nervios, vasos
sanguineos, tendones, huesos, y células inmunes,
0 una combinacion de los anteriores'?. El ACV
tiene un potencial considerable de aplicacion en el
campo de la cirugia reconstructiva. Se estima que
cada afio en Estados Unidos, cerca de 7 millones de
personas se podrian beneficiar de un ACV, luego de
la pérdida de tejidos por accidentes, cirugias onco-
logicas o malformaciones congénitas. Sin embargo,
uno de sus principales problemas es la exposicion
de pacientes sin riesgo vital a los riesgos que la
inmunosupresion cronica conlleva®s. Como una
aproximacion para el estudio de esta nueva area de
la medicina, se han descrito varios modelos expe-
rimentales, entre ellos el trasplante de extremidad
posterior de la rata, considerado en la actualidad
el estandar de los modelos animales de ACV®’. El
desarrollo de este y otros modelos ha permitido
estudiar distintos aspectos relevantes del ACV, tales
como la factibilidad técnica de estos trasplantes, las
diferencias inmunolégicas con los trasplantes de
organos solidos y la recuperacion motora y sensitiva
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de los implantes®®. Diversos estudios han mostrado
las diferencias en inmunogenicidad de los distintos
tejidos que componen un ACV. De la misma forma,
otros estudios han evidenciado como la cantidad y
el tipo de tejido trasplantado influye en el grado de
rechazo'”'®. Asi mismo, estos modelos han permiti-
do el estudio de medicamentos inmunosupresores,
y ultimamente el ensayo de tratamientos inductores
de tolerancia, definida de forma operacional como
la capacidad de prescindir del uso de inmunosu-
presores para mantener el implante libre de recha-
z0". Estudios previos han sugerido la utilidad del
tratamiento con células dendriticas como inductor
de tolerancia en modelos de trasplante de 6rganos
s6lidos y en modelos de ACV?*3!. Sin embargo,
ninguno de estos trabajos ha estudiado si las células
dendriticas derivadas de médula 6sea son efectivas
como inductor de tolerancia, en un modelo que ten-
ga como base de tratamiento inmunosupresor (Tis)
al tacrolimus, que es la base del tratamiento actual
en ACV clinico.

El objetivo de este estudio fue montar un mo-
delo descrito de trasplante de tejidos compuestos,
el alotrasplante de extremidad posterior de la rata,
para evaluar el tratamiento con células dendriticas
inmaduras cargadas con aloantigenos del donante.
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Materiales y Métodos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica
y Bienestar Animal (CEBA), del Centro de Investi-
gaciones Médicas de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Animales y Métodos

Animales

Dado su alto mismatch antigénico se utilizaron
como donantes ratas macho Brown Norway (BN),
y como receptores ratas Lewis, con edades entre 9 y
16 semanas y peso entre 180 y 330 g.

Cuidados pre y postoperatorio

Los animales fueron mantenidos en jaulas indi-
viduales, con ciclo luz-oscuridad de 12 h y alimen-
tacion ad libitum. Todos los animales en el postope-
ratorio recibieron como analgésico una dosis diaria
de ketoprofeno 5 mg/kg/dia sc, por 3 dias. Ademas
recibieron enrofloxacino como antibidtico profilac-
tico 5 mg/kg/dia hasta completar 3 dosis.

Anestesia

Como anestésico se utiliz6 una mezcla de ketami-
na (70 mg/kg) y xilazina (3 mg/kg) como inductor.
Para la mantencion se utilizaron bolos de ketamina
(23 mg/kg), ambos por via intraperitoneal (ip).
Durante la cirugia se utilizé un calentador eléctrico
para evitar la hipotermia de los animales. Recibieron
ademas 2 ml de suero NaCl 0,9% ip, para disminuir
el riesgo de hipovolemia.

Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas continuas se expresa-
ron como media + desviacion estandar o como me-
diana y rango. Las variables cuantitativas discretas y
cualitativas se expresaron como porcentajes. Para el
andlisis de sobrevida se realizaron curvas de Kaplan-
Meier y Log Rank test.

Trasplante de extremidad posterior de la rata

Una vez realizado un programa de entrenamiento
en microcirugia®’, se dio inicio a la serie de trasplan-
tes. Todos los trasplantes fueron realizados por el
mismo cirujano A.E.R'. Por razones éticas y para
disminuir el nimero de animales necesarios para
los trasplantes, cada rata BN fue utilizada como
donante de ambas extremidades posteriores y cada
rata Lewis como receptora de una extremidad. Los
trasplantes se realizaron segiin modificacion de la
técnica descrita por Doi’.

Cirugia de procura

Bajo anestesia general, en las ratas BN se procu-
raron las extremidades posteriores. Resumidamente,
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se realizd seccion de vasos femorales, seccion de
grupos musculares del muslo, seccién del nervio
ciatico y osteotomia a nivel medio del fémur, prote-
giendo los vasos femorales de cualquier traumatismo
(Figura 1).

Las extremidades extraidas fueron mantenidas
en bolsas estériles, sin contacto directo con hielo, y
almacenadas a 4°C hasta el inicio del implante.

Cirugia de preparacion del receptor

Para la preparacion de las ratas Lewis, se amputd
la extremidad a reemplazar con una técnica similar
a la descrita en la procura, con la diferencia que el
control proximal de los vasos femorales se realizd
con microclamps, y la seccion de los vasos se realizd
lo mas distal posible, inmediatamente proximal al
origen de los vasos epigastricos superficiales.

Cirugia de implante

El implante en las ratas Lewis se realizé segtn la
siguiente secuencia: Osteosintesis del fémur con una
aguja 21 g a modo de clavo endomedular més cerclaje
simple con alambre de acero quirtrgico de 0,4 mm
(Figura 2). Neurorrafia del nervio ciatico con 4 pun-
tos epineurales de Nylon 10-0. Afrontamiento de los
distintos grupos musculares con sutura interrumpida
de Prolene 5-0. Anastomosis venosa femoral termino-
terminal con sutura interrumpida de Nylon 10-0 con
técnica de triangulacion (Figura 3). Anastomosis de
arteria femoral termino-terminal con sutura interrum-
pida de Nylon 10-0 con técnica de pared anterior y
pared posterior. Ambas anastomosis se realizaron bajo
irrigacion directa de heparina no fraccionada 100 Ul/
ml. Afrontamiento de la piel con nylon 3-0.

Tratamiento inmunosupresor y evaluacion del
rechazo

Como Tis se utilizd tacrolimus en forma de
monoterapia. Nuestro objetivo fue mantener a los

Figura 1. Extremidad posterior procurada de rata Brown
Norway.
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Figura 2. Implante de extremidad posterior izquierda.
Se observa la fijacion dsea del fémur y los mutisculos del
muslo.

animales libres de rechazo hasta poder utilizar el
tratamiento con células dendriticas.

La intensidad del rechazo se evalué macrosco-
picamente por dos observadores independientes
no ciegos con una escala visual: Grado (G) 0: sin
rechazo; GI: sospecha de rechazo; GII: rechazo leve;
GIII: rechazo moderado; GIV: rechazo grave®. En
los casos de rechazo GI-GIII, se confirmé el infiltra-
do linfocitario dermoepidérmico con biopsias de piel
evaluadas con tincién de H&E. Para el calculo de
la sobrevida del injerto, se consider6é como pérdida
del injerto cuando clinicamente se observara mas
de un 90% de necrosis del implante. Terminado el
periodo de observacion la eutanasia de los animales
se realizo segln protocolo del CEBA.

Tratamiento con células dendriticas

Una vez lograda la mantencion de los animales
libres de rechazo por al menos 1 semana se co-
menzd con la infusién intravenosa (iv) de células
dendriticas. Los cultivos de células dendriticas se
realizaron segiin modificacion de la técnica descrita
por Feili-Hariri et al*. De forma resumida, para la
preparacion de la infusion de células dendriticas
se realizaron cultivos de médula dsea obtenida del
fémur y la tibia de ratas LW. El cultivo se estimulo
con factor estimulador de colonia de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF). Se evalud por citometria de
flujo con marcadores especificos para células dendri-
ticas, lograndose una diferenciacion mayor al 80%
de células dendriticas en el cultivo. A los 6 dias de
cultivo se cargaron las células dendriticas con tejido
del donante (BN). Como tejido del donante se utili-
z6 un lisado de musculo del muslo del donante. Se
agreg6 1 ml de lisado a la placa de cultivo de células
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Figura 3. Anastomosis microvascular termino-terminal
de vena femoral. Técnica de triangulacion con nylon
10.0.

dendriticas durante 24 h. Cada infusion contenia 7 x
106 células dendriticas cargadas con aloantigeno, en
un volumen de 0,5 ml. Se administré una infusion
iv el dia 7 y una segunda infusion el dia 14 posto-
peratorio.

Grupos experimentales de ratas con alotrasplante
de extremidad posterior

Grupo I (n = 3): sin tratamiento.

Grupo II (n = 6): tacrolimus 10 mg/kg via oral
por gavage el dia previo al trasplante (dia -1).

Grupo III (n = 3): tacrolimus 10 mg/kg vo el dia
-1y 6 mg/kg vo desde el dia 0 al 14 post operatorio
(po) como mantencion. Ademas infusion iv de suero
fisiologico 0,9% (0,5 cc) los dias 7 y 14 po.

Grupo IV (n = 3): tacrolimus 10 mg/kg vo el dia
-1 y 6 mg/kg vo desde el dia 0 al 14 po. Ademas
infusion iv de células dendriticas (0,5 cc) los dias
7y 14 po.

Resultados

Los 15 animales trasplantados sobrevivieron
en buenas condiciones durante todo el periodo del
estudio.

Tratamiento inmunosupresor

Todos los animales sin Tis (grupo I) desarrollaron
rechazo antes del dia 6 (Figura 4). En el grupo II no
se logré un aumento significativo en la sobrevida
libre de rechazo con una dosis tnica de tacrolimus
(p > 0,05). El grupo III y IV con dosis diaria de
tacrolimus se logré mantener todos los animales
libres de signos de rechazo hasta el dia 7 (p < 0,05)
(Figura 5).
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Tratamiento con células dendriticas

Luego de la suspension del Tis con tacrolimus
el dia 14 po, todos los animales del grupo IIl y IV
desarrollaron rechazo. La Figura 6 muestra la com-
paracion de sobrevidas de los ACV entre el grupo 111
y IV. La sobrevida media en el grupo IV fue de 58
dias versus 34 dias en el grupo III (p < 0,05).

Figura 4. Alotrasplante de extremidad posterior de la
rata, grupo 2 (dosis unica de tacrolimus), dia 9 posto-
peratorio. Rechazo moderado (grado III). Se observa el
engrosamiento difuso de la piel y la pérdida parcial de
epidermis (sobre los dedos), ademés de cambios en el
color de la extremidad (areas blanquecinas y areas con
maculas).

Figura 5. Alotrasplante de extremidad posterior de la rata
grupo 3 (dosis diaria de tacrolimus), dia 7 postoperatorio.
Sin rechazo (grado 0). Se observa la epidermis intacta.
No hay engrosamiento de la piel ni cambios de color
respecto a una extremidad normal. Se observa ademas el
crecimiento de los pelos de la extremidad.
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Figura 6. Sobrevida del alotrasplante de extremidad
posterior de la rata (%). La linea negra continua muestra
el grupo III (tratamiento con tacrolimus hasta dia 14 po,
mas infusion iv de suero fisiologico los dias 7 y 14 po).
La linea negra discontinua muestra el grupo IV (trata-
miento con tacrolimus hasta dia 14 po, mas infusion iv de
células dendriticas los dias 7 y 14 po. La diferencia en la
sobrevida del implante fue estadisticamente significativa
(p: < 0,05). Las cabezas de flechas muestran los dias de
las infusiones (dia 7 y 14 postoperatorio).

Discusion

Los datos histéricos sobre trasplante de extremi-
dad se remontan al siglo 3 d.C. Segun la leyenda,
San Cosme y San Damidn trasplantaron la extre-
midad de un etiope fallecido a uno de sus pacientes
que sufria gangrena en una de sus piernas. Varios
aflos pasaron hasta que el desarrollo de la medicina
y la cirugia permitieron en 1964 realizar el primer
trasplante de mano en Ecuador®. Sin embargo, por
esos dias no se tenia los conocimientos ni el arma-
mentario terapéutico para contrarrestar el rechazo
subsecuente. El implante tuvo que ser amputado
semanas después de la cirugia. No fue sino hasta el
descubrimiento de la ciclosporina y su uso en dis-
tintos trasplantes de drganos so6lidos, que comenzé
nuevamente a considerarse la posibilidad de reali-
zar alotrasplantes reconstructivos. Los ACV mas
emblematicos a la fecha son el primer trasplante de
mano exitoso realizado en Francia el afio 1998%* y
el primer trasplante de cara realizado en el mismo
pais el 2005%. Sin embargo, a pesar de los avances
alcanzados, atn no se solucionan problemas como
la necesidad de inmunosupresores, y la sub-6ptima
recuperacion funcional alcanzada en algunos casos.
Es en estas y en otras areas donde los modelos de
ACV cumplen su mayor funcién, al permitirnos
estudiar distintos aspectos relevantes del ACV'™,
Creemos que para poder realizar estos modelos mi-
croquirdrgicos complejos, muchas veces con tiem-
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pos operatorios prolongados, es fundamental poner
cuidado en la anestesia y los cuidados generales de
los animales. Un entrenamiento microquirargico
basico®, nos parece recomendable para optimizar
los recursos y el nimero de animales necesarios para
realizar la investigacion.

Si bien existen estudios con esquemas mixtos de
tratamiento inmunosupresor, usar una monoterapia
de base parece ser una mejor opcion para comparar
el efecto de tratamientos inductores de tolerancia.
Esto con el objetivo de disminuir los costos y sim-
plificar el tratamiento.

Sacks et al.’', en un modelo de trasplante de
extremidad posterior de rata Wistar-furt a Lewis,
demostrd que el tratamiento con células dendriticas
aumenta la sobrevida de los implantes al comparar
dos grupos que tenian como base de tratamiento
ciclosporina y suero anti-linfocitico. Nguyen et al.?,
demostraron que las células dendriticas derivadas de
médula 6sea cargadas con alopéptidos aumentan la
sobrevida del implante en un modelo de trasplante
de extremidad de la rata bajo terapia con suero
anti-linfocitico. En el estudio de Eun et al.**, no fue
posible inducir tolerancia clinica en los animales que
recibieron tratamiento con células dendriticas inma-
duras derivadas de células sanguineas mononuclea-
res periféricas. En el presente trabajo, se logré un
aumento significativo en la sobrevida del implante
al suspender el Tis, sin embargo, no logramos de-
mostrar tolerancia. Estos hallazgos son clinicamente
relevantes ya que el tacrolimus es actualmente la
base del Tis en pacientes con ACV. Este trabajo y el
de Eun et al. muestran que el efecto de las células
dendriticas y su capacidad de modular la respuesta
inmune estan presentes en un ACV que tiene como
base de tratamiento tacrolimus. Si bien estos resulta-
dos parecen prometedores aiin quedan interrogantes
por dilucidar, tales como el numero de infusiones
necesarias, el nimero de células de cada infusion,
el efecto de los distintos Tis sobre la maduracion
y la actividad presentadora de antigeno e inductora
de tolerancia de las células dendriticas inmaduras in
vivo. Eventualmente las respuestas a estas preguntas
llevaran al tratamiento con células dendriticas a te-
ner una potencial aplicabilidad clinica, manteniendo
a los pacientes con ACV libre de los riesgos que el
tratamiento crénico con inmunosupresores conlleva.
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