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Cold preservation and chronic rejection, development
of a rat hind limb transplantation model

Bonastre Julia, J.

Bonastre-Julia, J.*, Landin-Jarillo, L.*, Casado-Pérez, C.**

Resumen

Abstract

Los trasplantes de tejidos compuestos son una realidad cli-
nica con mds de 150 casos realizados con éxito en los dltimos
15 afos. La vasculopatia crénica del aloinjerto es una causa de
pérdida tardia del érgano observada en 3 trasplantes de tejidos
compuestos. Histolégicamente se caracteriza por estenosis de
la luz vascular causada por hiperplasia de la intima y fibrosis
cicatricial de la adventicia. La vasculopatia estd causada por
factores inmunitarios y no inmunes, entre los que se encuentra
el dafio por frio.

Presentamos el desarrollo de un modelo experimental de
vasculopatia crénica del aloinjerto en el contexto del trasplante
de pata posterior entre ratas tipo Lewis Brown-Norway como
donantes y ratas tipo Wistar-Lewis como receptoras, tras 7
horas de isquemia fria a 4°C. Todos los animales recibieron
dosis infraterapéuticas de ciclosporina A y fueron sacrificados
trascurridos 2 meses desde el trasplante. El andlisis histol6gico
permiti6 identificar los hallazgos caracteristicos de la vasculo-
patia crénica del aloinjerto en los tercios musculares medio y
distal de cada aloinjerto. Encontramos diferencias estadistica-
mente significativas al comparar el nimero de vasos patoldgi-
cos de pequefio y mediano calibre observados por campo de
aumento en el tercio medio y el tercio muscular distal
(P=0,007 y 0,004 respectivamente).

El presente estudio establece un modelo experimental repro-
ducible de vasculopatia crénica del aloinjerto en trasplante de te-
jidos compuestos. Pone en evidencia también la asociacién entre
la preservacién en isquemia fria y la vasculopatia en diferentes
segmentos vasculares de aloinjertos de pata posterior en ratas.

Composite tissue allotransplantation has become a clinical
reality nowadays, with more than 150 transplants performed
in the last 15 years. Chronic allograft vasculopathy has been
detected in 3 cases of composite tissue allotransplantation,
being responsible of late graft failure. Decreased vascular lu-
mina caused by intimal hyperplasia and constrictive remode-
ling of the adventitia, are the main histological features of this
entity. Immune and not immune factors are related with the de-
velopment of the vasculopathy, being cold damage between
the later.

We present the development of an experimental model of
chronic allograft vasculopathy in a model of rat hind limb allo-
transplantation after 7 hours of cold ischemia at 4°C, between
Lewis Brown-Norway rats as donors and Wistar-Lewis rats as
receptors. All animals were under low dose immunosuppres-
sion with cyclosporine A and were sacrificed 2 months post
transplantation. The characteristic changes of chronic vascu-
lopathy were found in the middle muscular and distal thirds at
the histological analysis. Statistically differences were found
when comparing the number of pathological small and medium
size vessels of the middle and distal muscular thirds (P = 0,007
and 0,004 respectively).

The present study establishes a reproducible experimental
model of chronic allograft vasculopathy in composite tissue
allotransplantation. We have verified the association of cold is-
chemia preservation and chronic vasculopathy at different vas-
cular segments of the rat hind limb.
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Introduccion

Los trasplantes de tejidos compuestos (TTC) son ya
una realidad clinica. En 1998 el Dr. Dubernard y su
equipo realizaron el primer trasplante de mano del
mundo. Desde la introduccion de la ciclosporina (1) se
han realizado 14 trasplantes faciales y mds de 70 tras-
plantes de extremidad superior (2, 3). El empleo de tera-
pias inmunosupresoras (IS) similares a las que se utilizan
en trasplantes de 6rganos solidos ha permitido lograr una
supervivencia de alguno de ellos de mds de 14 afios (4).

En el trasplante de 6rganos sélidos, los cambios histo-
patolégicos que experimenta el aloinjerto y que pueden
provocar una pérdida tardia del 6rgano trasplantado se de-
nominan vasculopatia fibroproliferativa, vasculopatia cré-
nica del aloinjerto (VCA), disfuncidén crénica del
aloinjerto o rechazo crénico (RC). La mayor parte de los
fracasos tardios presentan una estenosis progresiva de la
luz vascular en el aloinjerto, ya sea por un engrosamiento
difuso y concéntrico de la intima, como en la hiperplasia
intimal, o por una fibrosis cicatricial de la adventicia,
como en la remodelacion negativa (5, 6). La estenosis pro-
gresiva produce una isquemia en el aloinjerto que con-
duce a una fibrosis irreversible del parénquima del 6rgano
trasplantado. Estos cambios se asocian al deterioro de la
funcién y a la pérdida final del érgano trasplantado (7).
La fibrosis progresiva en el contexto de los TTCs faciales
encuentra paralelismos con los cambios degenerativos y
evolucion de la esclerodermia sistémica (8).

Los factores causantes de la VCA estdn atin por identi-
ficar. Se estd estudiando una doble etiologia, tanto inmuni-
taria (9) como no inmune (5, 10). Dentro de las causas de
origen inmunitario, los episodios repetidos de rechazo agudo
(RA) son un factor importante en la génesis del RC (11-13).
Dentro del segundo grupo se encuentran el dafio por isque-
mia reperfusion, la hipertension arterial, la hiperlipidemia y
las infecciones (14). Estos factores podrian actuar de ma-
nera directa dafiando el endotelio vascular, indirectamente
modulando la respuesta inmunitaria, o de ambas formas.

La hipotermia reduce la velocidad de las reacciones
enzimadticas y el metabolismo celular, disminuyendo los
efectos lesivos de la isquemia (15). Recientemente se ha
descrito en un modelo experimental de trasplante
cardiaco que la preservacion en frio puede ser un factor
directamente implicado en el desarrollo de la VCA (16).
En los TTCs clinicos se utiliza la preservacion en frio del

aloinjerto antes de su transferencia al receptor con el ob-
jetivo de evitar el dafio que la isquemia a temperatura am-
biente causa en los tejidos.

Hasta donde conocemos, el efecto que la preservacion
en frio puede tener sobre los aloinjertos de tejidos com-
puestos no ha sido evaluado. El presente trabajo tiene
como objetivo desarrollar un modelo reproducible de re-
chazo crénico para estudiar qué efecto tiene la preserva-
cion en frio sobre el desarrollo de la VCA y valorar su
aparicién en comparacién con el trasplante inmediato.

Material y método

Todos las animales empleados en el estudio recibieron
un trato digno de acuerdo con la Directiva del Consejo
de Europa publicada el 22 de septiembre de 2010
(2010/63/UE). El estudio también contd con la aproba-
cién del Comité Etico de Bienestar Animal del Hospital
Universitario La Paz (Madrid, Espaia), concedido el 28
de Abril de 2011.

Protocolo experimental.

Realizamos transferencias de patas traseras entre ratas
(Rattus Norvergicus) cruzando el complejo mayor de his-
tocompatibilidad (17). Utilizamos 50 ratas Wistar-Lewis
(LEW RT11) como receptoras y 25 ratas Lewis Brown-
Norway (LBN RT1n) como donantes, de 250-280 g de
peso. Los animales se distribuyeron en 2 grupos de ex-
perimentacion. Un grupo fue sometido a trasplante in-
mediato a temperatura ambiente tras la extraccion del
aloinjerto. En el otro grupo, el aloinjerto se sometié a un
periodo de isquemia fria a 4°C durante 7 horas antes del
trasplante (Tabla I). Los animales se mantuvieron con
vida durante un periodo maximo de 2 meses tras la in-
tervencion (18, 19).

Realizamos los procedimientos bajo condiciones de
asepsia. Durante la intervencion los animales se mantu-
vieron calientes con manta eléctrica. La cirugfa se rea-
liz6 con anestesia inhalatoria, primero con induccién con
isofluranoal 5% (Forane®, Abbott) y después con mante-
nimiento con mascarilla al 2%. El campo quirdrgico se
preparé rasurando el pelo de la pata posterior y de la
ingle, acondicionando la piel con povidona yodada en so-
lucién al 10% (Betadine®), y empleando pomada epiteli-
zante (Oculos®, Novartis) para proteger los ojos del
animal. Como suplemento de fluidos inyectamos 7 ml de

Tabla I. Esquema de los grupos de experimentacion

de isquemia fria a 4°C

Técnica N Recuperacion Analisis
Trasplante inmediato
Grupo a temperatura ambiente 6
P 2 meses tras Efecto del frio sobre
Trasplante tras 7 horas el trasplante la vasculopatia crénica
Grupo II 6
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suero salino fisioldgico (SSF) por via subcutdnea, distri-
buidos de la siguiente forma: 2 ml antes de iniciar la in-
tervencion, 3 ml antes de la reperfusion del aloinjerto y
2 ml al finalizar la cirugfa.

Tras la intervencion, los animales fueron estabulados en
celdas individuales en condiciones de aislamiento en un es-
tante ventilado, con pienso y agua a demanda. La analgesia
postoperatoria se realiz administrando tramadol 20 mg/kg/
12h subcutaneo durante los primeros 2 dias de postoperato-
rio. También se administré profilaxis antibidtica con enro-
floxacino 5-10 mg/kg/24h subcutdneo durante 2 dias.

Para reducir el nimero de animales a emplear extra-
jimos ambas patas de cada rata donante (20). Para ello,
procedimos a anestesiar 3 animales simultineamente en
cada intervencion: de una rata LBN extraiamos las 2
patas posteriores, sacrificdbamos al animal donante y
después realizabamos los trasplantes a ambas ratas re-
ceptoras. Las anastomosis fueron término-terminales en
arteria y vena femorales a nivel inguinal en todas las ratas
receptoras. No realizamos neurorrafia, miorrafia ni
osteosintesis de ningun tipo.

Protocolo de inmunosupresion

Todos los animales receptores recibieron terapia IS
diaria con ciclosporina A (CsA) a dosis subterapéuticas
durante el estudio (Sandimmun® solucién inyectable; No-
vartis). Los primeros 7 dias de postoperatorio (DPO); las
dosis de induccién fueron de 2 mg/Kg/dia; las dosis de

mantenimiento a partir de la primera semana y hasta fi-
nalizar los 60 DPO fueron de 1 mg/Kg/dia (9, 10, 16).

Técnica quirdrgica en el donante, evoluciéon
del modelo experimental

Inicialmente, el aloinjerto incluy6 el tercio distal del
muslo, la pierna y el pie completos. Aquellos que precisa-
ron un periodo de isquemia fria se perfundieron con 20 ml
de SSF a 4°C a través de la arteria femoral. A continua-
cioén colocamos el aloinjerto en una bolsa estanca y ésta
en un recipiente de agua con hielo a 3-4°C, hasta cum-
plir 7 horas. Los que no precisaron un tiempo de isque-
mia fria, fueron trasplantados de manera inmediata al
animal receptor. Los resultados a corto plazo (1 o 2 se-
manas) fueron prometedores, mostrando los aloinjertos
crecimiento del pelo que habia sido rasurado para la in-
tervencion, y sin que los animales mostraran interés por
éste (Fig. 1). Sin embargo, el empleo de dosis subtera-
péuticas de CsA asoci6 el desarrollo de episodios de RA
principalmente en el componente cutdneo. El RA se ma-
nifesté como un aumento de la tumefaccion de la extre-
midad trasplantada y con la aparicion de lesiones cutd-
neas asociadas que abarcaron desde la epidermolisis de
todo el aloinjerto, a tlceras exudativas focales (Fig. 2).
Las ratas comenzaron a mostrar interés por el aloinjerto,
con algtin episodio de arrancamiento del mismo y cani-
balismo, por lo que se hizo preciso un cambio del mo-
delo experimental inicial.

Fig. 1. Postoperatorio del modelo inicial de trasplante a la semana y media. A destacar el crecimiento del pelo en el aloinjerto, asi como la ausencia de tu-

mefaccion.
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Fig. 2.Manifestaciones cutaneas del rechazo agudo. Izquierda: epidermolisis de la totalidad del aloinjerto con pérdida de anejos cutaneos y formacion de
sinequias entre los dedos de la pata. Derecha: lesiones ulceradas exudativas con importante tumefaccion distal de la pata trasplantada.

Fig. 3.Modificacion del modelo experimental inicial con isla cutanea en muslo y enterramiento parcial a nivel inguinal. Izquierda: postoperatorio inmediato.
Derecha: evolucion a las dos semanas del trasplante, con epidermolisis parcial del testigo cutaneo del aloinjerto

Disefiamos un nuevo modelo con modificaciones en
el aloinjerto, disminuyendo el componente cutdneo con el
objetivo de disminuir asi la carga antigénica y comprobar
si se lograba mantener una pequefia isla de piel sin signos
de RA. Para ello, desepidermizamos la casi totalidad de
la pata donante dejando un testigo cutdneo en muslo, y
amputamos el aloinjerto a nivel del tobillo para facilitar
su enterramiento parcial en ingle. Mantuvimos sin alte-
raciones las anastomosis vasculares y el protocolo en 2
grupos experimentales. Sin embargo, los resultados fue-
ron los mismos, manifestdndose el RA cutdneo y como
consecuencia la manipulacién del aloinjerto por el ani-
mal (Fig. 3).

Finalmente, tras 20 trasplantes realizados durante la
evolucion del modelo experimental, desarrollamos el mo-
delo definitivo. Eliminamos completamente el compo-
nente cutdneo de los aloinjertos de pata de LBN desepi-
dermizédndolos en su totalidad, amputamos la pieza a
nivel del tobillo y enterramos el aloinjerto por completo
en posicion heterotdpica en ingle (Fig. 4). Con este di-
seflo, y siguiendo el resto del protocolo anteriormente
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descrito en cuanto a separacion de los animales en 2 gru-
pos de experimentacidn, realizamos 30 trasplantes mas
de LBN a LEW para lograr las 12 muestras que se esti-
maron necesarias para realizar el trabajo (Tabla I).

Protocolo de extraccion

Pasados 2 meses de postoperatorio, los animales fue-
ron anestesiados con la misma técnica descrita para la re-
cuperacion y posterior andlisis de los aloinjertos (Fig. 4).
Tras la extraccion, sacrificamos al animal receptor con
una inyeccion intracardiaca de 1ml de cloruro potésico,
y confirmamos la ausencia de pulso y respiracion.

Todas las muestras fueron conservadas por separado
en formaldehido al 10% antes de su preparacion histold-
gica. Incluimos independientemente en parafina las
muestras del tercio medio, del tercio distal y de los vasos
femorales. De cada muestra se realizaron 20 6 30 cortes
seriados con el microtomo. En 4 cortes, a distintas altu-
ras de cada muestra, se realizaron tinciones de orceina
nitrica y hematoxilina-eosina (16).
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Fig. 4. Superior izquierda: aloinjerto de pata trasera de Lewis Brown-Norway,
inmediatamente tras su extraccion de la rata donante. Superior derecha: co-
locacioén del aloinjerto desepidermizado y amputado a nivel del tobillo, en po-
sicion heterotépica a nivel inguinal en la rata Wistar-Lewis. Medio izquierda:
cierre directo de la zona receptora tras las anastomosis microquirargicas.
Medio derecha: detalle del pediculo vascular y de la zona receptora a los 2
meses de la cirugia. Inferior izquierda: aloinjerto de pata trasera de Lewis
Brown-Norway tras su extraccion de la rata receptora a los 2 meses. Inferior
derecha: aloinjerto de pata trasera antes de su procesamiento histolégico.

Valoracién de la VCA

Estudiamos primero las muestras de tercio medio y
distal, asi como los vasos femorales con hematoxilina-
eosina para identificar la presencia de vasculopatia, y los
cambios en la intima con una tincién habitual (Fig. 5).
Dada la afinidad de la orceina nitrica por las fibras elds-
ticas, hicimos la identificacion de los vasos patoldgicos
de una manera mas sencilla, al quedar perfectamente de-
limitadas sus ldminas eldsticas interna y externa. En
ambos tercios, y de forma separada, escogimos 5 niveles
al azar de manera enmascarada y realizamos la media de
vasos sanos y de vasos con vasculopatia en cada tercio.
Esta valoracion afectd a los vasos de pequefio-mediano
calibre (<120 pm) y se realiz6 en 5 campos microscopi-
cos (x200) al azar en cada nivel muestreado, para valo-
rar la afectacion en los distintos niveles (Fig. 6) (9).

Analisis estadistico
Procesamos los datos informaticamente mediante una
base de datos en formato Microsoft Excel que mds tarde

Fig. 5. Detalle de un corte axial (x400) en un vaso de gran calibre (>120 pm).
Se identifican las laminas elasticas externa e interna y en la pared izquierda
del vaso la hipertrofia de la intima, que ya no es mono/bicapa como en la
pared vascular del lado derecho.

Fig. 6. Detalle de unos cortes transversales (x400) en un vaso de pequeno-
mediano calibre (<120 pm). Izquierda: en la tincion con hematoxilina-eosina se
identifica la lamina elastica interna y una zona de hipertrofia de la intima en la
zona superior. Derecha: en la tincién con orceina nitrica se identifica con
mayor facilidad la lamina elastica interna y la zona con vasculopatia de la in-
tima.

fue importada para su tratamiento estadistico en el pro-
grama SPSS version 11.5. Consideramos diferencias es-
tadisticamente significativas aquellas que presentaron
una probabilidad de error menor del 5% (P< 0,05).

Las variables cuantitativas continuas se describieron
como media y desviacion estadndar. Las variables cuali-
tativas se describieron mediante frecuencias absolutas y
frecuencias relativas expresadas en porcentaje. El andli-
sis descriptivo de variables cualitativas se representé de
forma gréfica como sectores, barras o BoxPlot.

Las comparaciones entre variables cuantitativas con-
tinuas se realizaron mediante pruebas no paramétricas
utilizando el test de la U de Mann-Whitney. Se realizé
un estudio pareado junto con un andlisis de tendencia.
Para el primero se utilizé el test no-paramétrico de Wil-
coxon (o test de los signos) y para el segundo el ANOVA
de medidas repetidas, junto con el test de Greenhouse-
Geisser.

RESULTADOS

Logramos una supervivencia del 40% de las ratas in-
tervenidas (12 viables de 30 operadas con el modelo ex-
perimental definitivo). El tiempo medio de intervencién
fue de 164 minutos (120-255 minutos). El tiempo medio
de microcirugia, entendido desde que se iniciaba la anas-
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tomosis venosa hasta que se daba como buenas ambas
anastomosis, fue de 106 minutos (60-195 minutos). No
encontramos diferencias significativas entre el tiempo de
microsutura y la viabilidad de los animales intervenidos
(P =0,075). Entre los animales que no superaron la in-
tervencion quirdrgica, el 69,2% presentd alguna inciden-
cia mientras que entre los que si la superaron, sélo el 25%
present6 algun tipo de complicacién intraoperatoria. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa (P = 0,047).
Las incidencias quirdrgicas intraoperatorias no se aso-
ciaron ni con el nimero de orden de intervencién
(P =0411) ni con las distintas técnicas de preservacion
(P =0,695). Respecto a la viabilidad del aloinjerto, ni el
distinto método de preservacion de los aloinjertos (tras-
plante inmediato frente a 7 horas de isquemia fria) ni el
orden de la intervencidn quirurgica (primer o segundo
trasplante realizado en el mismo dia), presentaron dife-
rencias significativas (P = 0,695y P = 0,411 respectiva-
mente). Los animales intervenidos en primer lugar
fueron trasplantes inmediatos en un 62,5% de los casos,
y los intervenidos en segundo lugar correspondian al
grupo de isquemia fria en un 88,9%, siendo esta dife-
rencia estadisticamente significativa (P = 0,033). Se
realizé un anélisis estratificado para controlar el orden
como posible factor de confusién y comprobar si la téc-
nica de preservacion afectaba a la viabilidad del modelo
quirtrgico y experimental. Los resultados no fueron sig-
nificativos ni para los animales intervenidos en primer
lugar (P = 0,633), ni para los intervenidos en segundo
lugar (P = 0,333).

En el grupo de aloinjertos trasplantados de manera in-
mediata, observamos la presencia de VCA en los vasos
femorales en el 93,33% de los cortes estudiados. En los
vasos femorales de los aloinjertos sometido a 7 horas de
isquemia fria comprobamos la presencia de VCA en el
100% de los cortes estudiados, siendo las diferencias
entre ambos grupos no estadisticamente significativas
(P =0,699). En el tercio medio de los aloinjertos tras-
plantados de manera inmediata encontramos VCA en los
vasos de pequefio y mediano calibre en el 6,66% de las
muestras valoradas, mientras que en el grupo sometido a
isquemia fria, el 66,66% de las muestras presentd signos
de VCA, siendo la diferencia significativa (P = 0,004).
En el tercio distal de los aloinjertos trasplantados sin frio,
el 20% de las muestras presenté signos de VCA en los
vasos de <120 um, mientras que el grupo sometido a is-
quemia fria presentd signos de vasculopatia el 76,66%
de las muestras de manera significativa (P = 0,004).

La media del nimero de vasos sanos observados por
campo en el tercio medio de los aloinjertos en el grupo
sometido a trasplante inmediato fue de 2,83 (+0,73),y de
1,73 (= 0,61) en los animales sometidos a preservacion
fria. El nimero de vasos patoldgicos detectados por
campo en el mismo tercio present6 una media de 0,56
(£ 0,26) para el grupo sin frio, y de 1,46 (+ 0,39) en el
grupo con isquemia fria de 7 horas. Las diferencias ob-
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servadas entre los dos grupos, tanto en la media de vasos
sanos como en la media de vasos con vasculopatia, fue
estadisticamente significativa (P =0,045y P =0,007 res-
pectivamente). Para el tercio distal, la media del nimero
de vasos sanos en el grupo sin frio fue de 2,20 (+ 0,68),
y de 1,53 (£ 0,78) en los trasplantes realizados con is-
quemia frfa. Los vasos patolégicos observados presenta-
ron una media de 0,70 (x 0,35) en el grupo del trasplante
inmediato, y de 1,70 (x 0,20) en las muestras sometidas
al frio. No encontramos diferencias para la media de
vasos sanos entre los dos grupos (P =0,142), pero si hubo
diferencias estadisticamente significativas en la media de
vasos patoldgicos entre ambos grupos para el tercio dis-
tal (P = 0,004) (Gréfica 1). Al comparar la media de
vasos sanos y patolégicos observados entre el tercio pro-
ximal y el tercio distal dentro del grupo de los aloinjer-
tos sometidos a trasplante inmediato, no encontramos
diferencias significativas entre los distintos tercios
(P=0,683 y P=0,197 respectivamente). Al realizar la
misma comparacion en el grupo sometido a las 7 horas de
preservacion fria, tampoco encontramos diferencias sig-
nificativas entre el tercio proximal y el distal, ni para la
media de vasos sanos (P = 0,115), ni para la media de
vasos con vasculopatia (P = 0,257).

Discusion

A pesar del nimero de rechazos agudos observados
en los TTCs, hasta 2009 no se habfa visto ni un solo caso
de VCA. En 1 paciente intervenido en 2008 por trasplante
unilateral de mano, se identifico en los vasos del aloin-
jerto una vasculopatia con hiperplasia de la intima que
condujo a un rechazo que requiri6 finalmente amputa-
cién (21). En modelos experimentales se ha demostrado
que la VCA afecta también a los TTCs. En un modelo de
trasplante de extremidad posterior en rata a dosis infra-
terapéuticas de IS se provoco el RC al presentar el animal
episodios de RA repetitivos. Las dosis infraterapéuticas
de IS evitan el desarrollo de episodios de RA severo, pero
permiten que se desarrolle la VCA (9, 10).

Grafica 1.
Representacion de las medias del nimero de vasos sanos
y patolégicos observados en los tercios medios
y distales de los aloinjertos.
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El presente trabajo muestra un modelo reproducible
de trasplante de pata posterior en rata en posicion hete-
rotépica a nivel inguinal tras 7 horas de isquemia fria.
Este modelo logra provocar la VCA en los animales de
experimentacion y permite el estudio del frio como fac-
tor inductor de la VCA en los tejidos del TTC.

El modelo experimental que presentamos es un mo-
delo microquirdrgico de ejecucién dificil con una morta-
lidad que alcanza el 60% de incidencia. Esto obliga a un
refinamiento en la técnica y a una hemostasia rigurosa
para lograr que los animales de experimentacidn sobre-
vivan, ya que los cambios de volemia son importantes.
Una rata de aproximadamente 250-280 mg de peso tiene
un volumen sanguineo aproximado de 50-70 ml/Kg, lo
cual supone una volemia estimada de 12,5-19,6 ml apro-
ximadamente. Teniendo en cuenta que se trasplanta un
tejido adicional de gran tamafio que se ha de perfundir
con la misma volemia, y las pérdidas hematicas durante
la intervencion, se justifica la elevada mortalidad posto-
peratoria de los animales trasplantados. En la fase de
desarrollo del modelo experimental probamos distintos
modelos de reposicion de la volemia, incluyendo trans-
fusiones por via canalizada en la arteria de la cola de la
rata, aunque finalmente obtuvimos los mejores resulta-
dos con la pauta de reposicion definitiva, 7ml de SSF dis-
tribuidos a lo largo de la intervencion (2 ml antes de la
cirugia, 3 ml antes de reperfundir el aloinjerto y 2 ml al
finalizar la cirugia).

El hecho de realizar 2 trasplantes seguidos, con un
total de 4 anastomosis microquirtirgicas, y la necesidad
de supervivencia posterior de los animales, es otro rasgo
técnico a tener en cuenta. La realizacion de 2 trasplantes
seguidos con un mismo animal como donante de ambos
aloinjertos responde a varios aspectos. El primero y esen-
cial es disminuir el nimero de animales de experimenta-
cion amplear, ya que en EE,UU. se emplean anualmente
entre 17 y 23 millones de animales de laboratorio (22). El
95% de los mismos son ratas y ratones, que son peque-
fos, relativamente baratos, faciles de estabular y alimen-
tar y tienen una vida media corta (de 2 a 3 afios). Sélo en
el afio 2000, en EE.UU. se emplearon méas de 69.516 pe-
rros y 25.560 gatos de experimentacion (23). Obvia-
mente, disminuir el nimero de animales de experimen-
tacion también disminuye la necesidad de espacio para
estabularlos y el coste global del trabajo. En segundo
lugar, también disminuimos la variabilidad inmunolégica
entre los trasplantes, aumentando asi la homogeneidad
intergrupal (20). A pesar de que de manera estadistica-
mente significativa (P = 0,033) los animales interveni-
dos en primer lugar se asignaron principalmente al grupo
de trasplante inmediato (62,5%), y los operados en se-
gundo lugar fueron en su mayoria (88,9%) sometidos al
trasplante tras las 7 horas de isquemia fria, no asociamos
el nimero de orden de intervencion con la presencia de
un mayor numero de incidencias intraoperatorias ni
afectd a la viabilidad del modelo experimental (P =0,411

en ambos casos). De todas formas, llevamos a cabo un
andlisis posterior estratificado para comprobar que el nu-
mero de orden no se comportase como un posible factor
de confusion respecto a estos pardmetros, y los resultados
no fueron significativos para ninguna de las dos posicio-
nes. Todo esto nos indica que a pesar de la mayor com-
plejidad del modelo, que requiere la realizacién de 2
microcirugias en un mismo dfa, cuando se alcanza el
nivel de perfeccionamiento técnico necesario, el realizar
2 trasplantes seguidos no es un factor a tener en cuenta,
y por tanto el modelo sigue siendo valido.

Los tiempos medios de intervencién (120-255 minu-
tos, con una media de 164 minutos) y de microsutura (60-
195 minutos, con una media de 106 minutos) fueron
elevados y con una amplia variabilidad. Esto se debe a la
necesaria curva de aprendizaje del modelo experimental.
A medida que alcanzdabamos el perfeccionamiento tanto
en el manejo quirdrgico general del animal como en la
técnica microquirdrgica, desarrollamos la cirugfa con
mayor agilidad y disminuyeron los tiempos de interven-
cién. Cabe destacar que identificamos una tendencia
entre un menor tiempo de microcirugia, y por tanto de
intervencion quirdrgica, y una mayor viabilidad del aloin-
jerto, pero sin llegar a la significacion estadistica
(P =0,075). Este dato estd en consonancia con la litera-
tura médica actual en la que un mayor tiempo de inter-
vencidn microquirdrgica se asocia a una mayor pérdida
de fluidos, al establecimiento del vasoespasmo Yy a la hi-
potermia por exposicion, y por tanto a un peor pronds-
tico de la cirugia (24).

La preservacion del aloinjerto en isquemia fria a 4°C
se debe a que ésta es la temperatura estdndar de preser-
vacién de los aloinjertos cardiacos (0-4°C). Salvando las
l6gicas diferencias entre los cardiomiocitos y los rabdo-
miocitos, el aloinjerto cardiaco es el tinico TOS que posee
un componente muscular mayoritario, al igual que en
nuestro modelo experimental, donde el aloinjerto des-
epidermizado de pata posterior de rata presenta un com-
ponente mayoritario de musculo esquelético. De ahi la
eleccién de esa temperatura de conservacion. La eleccion
del tiempo de isquemia se basa en estudios previos en
TOS y con colgajos alogénicos. Los tiempos de isquemia
fria en modelos experimentales de trasplante cardiaco y
VCA oscilan entre los 30 minutos y las 10 horas (10, 25,
26). Modelos de trasplante renal que también trabajan
con isquemia fria como posible desencadenante de res-
puestas inmunes, someten el 6rgano trasplantado a 16
horas de isquemia fria (27). En un trabajo sobre alocol-
gajos inguinales trasplantados a distintos tiempos de is-
quemia fria (0, 6, 12, 18 y 24 horas), detectaron que
pasadas las 18 horas de preservacion en frio se vefa com-
prometida la viabilidad del colgajo fasciocutdneo (28).
Realizar el trasplante tras someter al aloinjerto a 10-12
horas de isquemia fria, no es una realidad representativa
en nuestro medio, donde los TTC son escasos y muy bien
planificados, y por tanto nunca se dan estos tiempo de is-
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quemia fria tan largos. Elegimos por tanto las 7 horas
como un valor necesariamente alto para favorecer el
desarrollo de la VCA, pero no dentro de valores irreales,
y que diese tiempo a la realizacion de los 2 trasplantes
simultaneos de la misma rata donante por los motivos an-
teriormente descritos. La preservacion del aloinjerto en
isquemia fria durante 7 horas no afect6 al éxito o fracaso
de la intervencién quirtrgica, tanto evaluando el frio
como un factor independiente (P = 0,695), como cuando
se realiz6 un andlisis estratificado para intentar controlar
posibles factores de confusion (P = 0,333). Esto se co-
rresponde con los conocimientos actuales sobre los ma-
crorreimplantes y sus tiempos de isquemia (29-31). En
nuestro modelo experimental, él Unico factor asociado
significativamente (P = 0,047) al éxito de la intervencion
quirtrgica fue la presencia de incidencias durante la ci-
rugia que se asocié a una mayor mortalidad de los ani-
males (69,2%). La presencia de incidencias intra-
operatorias tampoco se asocid al grupo sometido al tras-
plante tras isquemia fria (P = 0,695), donde los aloinjer-
tos presentaban un manejo mas complicado debido a los
cambios tisulares (edema, tumefaccion, etc) que necesa-
riamente aparecen tras el periodo de isquemia a 4°C.

El principal objetivo de este estudio era demostrar que
la preservacion en frio puede ser un factor agravante en
el desarrollo de la VCA a largo plazo. La presencia de
signos de RC tanto en el 93,33% de las femorales de los
aloinjertos trasplantados de manera inmediata, como en
el 100% de las femorales del grupo de isquemia fria, estd
en relacion al modelo experimental empleado. Estudios
previos han demostrado la importancia del RA como fac-
tor desencadenante de la VCA (12, 13). Nuestro modelo
experimental se basa en la presencia de episodios de RA
leve-moderados para poder alcanzar un desarrollo tem-
prano del RC (9), estando ambos grupos sometidos a un
potente inductor de la VCA. Sin embargo, en las mues-
tras de tejido muscular, la presencia de la VCA se hace
mas difusa en los vasos de pequefio y mediano calibre
(<120 wm), y pese a estar presente en ambos grupos (sin
frio y con frio), existe una mayor afectacion en el grupo
sometido a las 7 horas de isquemia a 4°C, tanto en el ter-
cio medio (6,66% frente a 66,66%, P = 0,004) como en
el tercio distal (20% frente a 76,66%, P = 0,004). Este
dato sugiere que el calibre de los vasos, y por tanto sus
caracteristicas histoldgicas, puede afectar al impacto de
los diversos factores relacionados con el RC, tanto in-
munolégicos como no inmunolégicos (5).

Detectamos un mayor nimero de vasos patolégicos
en el grupo de preservacion en frio en ambos tercios mus-
culares, medio y distal (1,46 y 1,70 respectivamente),
frente al grupo de trasplante inmediato (0,56 y 0,70),y en
ambos casos los resultados fueron significativos
(P =0,007 y P =0,004 respectivamente). El mayor nu-
mero de vasos sanos solo fue significativo en el tercio
medio para el grupo de trasplante inmediato (2,83;
P =0,045), pero no en el tercio distal (Fig. 1). Estos datos
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se engloban dentro de la linea de la hipdtesis del estudio,
donde hay una relacién frio-dependiente en cuanto a la
mayor presencia de la VCA en los aloinjertos, encon-
trando més vasos con hiperplasia intimal en el grupo so-
metido a las 7 horas de isquemia fria y mds vasos sanos
en el grupo del trasplante inmediato, aunque esto dltimo
s6lo fue demostrable en el tercio medio. No pudimos de-
mostrar valorando el niimero de vasos afectos la relacion
de incremento de intensidad de la vasculopatia con la
progresion distal, ni para el tercio medio (P = 0,197) ni
para el tercio distal (P =0,257). Estos datos también apo-
yan la teorfa de que la VCA se distribuye a lo largo de
todo el drbol vascular del aloinjerto.

Creemos necesarios mds estudios, para aclarar si la
distribucién de la hiperplasia intimal en el aloinjerto se
produce de manera continua a lo largo de todo el eje vas-
cular, o si por el contrario, la estenosis vascular se distri-
buye de manera parcheada.

Aunque se ha descrito recientemente la presencia de
vasculopatia en las arterias radial y cubital de un aloin-
jerto de mano amputado tras un episodio de rechazo, mu-
chos de los cambios histopatoldgicos en el resto de
tejidos siguen siendo una incégnita, ya que la mayoria de
datos de los TTCs se refieren a biopsias cutineas (4).
Nuestro modelo experimental impide la valoracién a
nivel cutdneo, ya que los episodios repetidos de RA pro-
vocaban ulceraciones cutdneas que obligaron a modifi-
car el modelo experimental en 2 ocasiones debido a los
problemas éticos que representaba mantener a los ani-
males vivos con ulceras cronicas durante 2 meses.

Este estudio presenta unas limitaciones que hay que
tener en cuenta. La limitacién en el nimero de animales
impidio detectar con suficiente potencia algunas diferen-
cias que, con un mayor tamafio muestral, puede que al-
canzasen significacion estadistica. Para acelerar la expre-
sién de la VCA optamos por un modelo a dosis infrate-
rapéuticas de IS, lo cual no se corresponde con la reali-
dad de un TTC en la practica clinica habitual. Serian
necesarios mas estudios que valorasen la intensidad y ex-
tension de la vasculopatia a niveles terapéuticos de IS,
pero dada la baja incidencia (2,98%) observada en los
TTCs clinicos (2 casos de 67 TTCs) (2) harian necesaria
una poblacién experimental mucho mayor.

Conclusiones

El modelo experimental de vasculopatia crénica en el
trasplante de pata en rata a dosis infraterapéuticas de in-
munosupresién es un modelo viable a pesar de su com-
plejidad y de la alta mortalidad del disefio. Con este
estudio demostramos la asociacion entre la preservacion
en isquemia fria de los aloinjertos de tejidos compuestos
y la vasculopatia crénica. No hemos podido relacionar
de manera significativa la extension y progresion distal
de las lesiones con el frio.
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