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Resumen

Introducciéon y Objetivo. Los trasplantes de tejidos compuestos su-
fren rechazo crénico modulado entre otros factores por citoquinas. El qui-
merismo reverso o quimerismo del aloinjerto se define como la
repoblacién del tejido trasplantado por células circulantes del receptor.
Plerixafor produce la movilizacién de células madre de médula 6sea
CD34+ hacia la sangre periférica.

El objetivo del estudio fue conocer los mecanismos moleculares que
intervienen en el rechazo crénico y el quimerismo reverso tras la admi-
nistracién de plerixafor.

Material y Método. Realizamos 16 trasplantes osteomusculares he-
terotépicos de pata posterior entre ratas Brown-Norway hembra y Wistar
Lewis macho bajo inmunosupresion subterapéutica con tacrélimus. Esta-
blecimos 2 grupos de estudio segtin la administracién postoperatoria de
plerixafor. Transcurridas 9 semanas estudiamos la expresion de citoquinas
y el infiltrado leucocitario en distintas localizaciones musculares, asi como
el grado de rechazo crénico y porcentaje de quimerismo reverso en dife-
rentes tejidos del aloinjerto.

Resultados. Encontramos diferencias estadisticas en la expresion de
factor estimulante de colonias granulociticas e interleucina 12 a nivel de
los tercios medio y distal del aloinjerto, y de interleucina 6 a nivel del ter-
cio medio del aloinjerto. La intensidad del infiltrado leucocitario fue
mayor en el grupo que no recibié plerixafor. Ambos grupos desarrollaron
rechazo crénico y pudimos observar la aparicién de quimerismo reverso.
Sin embargo no observamos diferencias significativas en el infiltrado leu-
cocitario, el rechazo crénico ni el quimerismo reverso.

Conclusiones. La movilizacién de células madre de médula ésea
CD34+ se asoci6 con una menor expresion de factor estimulante de colo-
nias granulociticas, interleucina 6 e interleucina 12. Estos hallazgos con-
tribuyen a elucidar los mecanismos moleculares que podrian conducir a la
creacion de quimeras en el aloinjerto.

Abstract

Background and Objective. Vascularized composite allotransplan-
tation suffer chronic rejection modulated by cytokines. Reverse chime-
rism or allograft chimerism is defined as the repopulation of the
transplanted tissue by circulating cells of the recipient. Plerixafor mobili-
zes CD34+ bone marrow stem cells to the peripheral blood.

The aim of the study was to know the molecular mechanisms invol-
ved in chronic rejection and reverse chimerism after plerixafor adminis-
tration.

Methods. Sixteen heterotopic osteomuscular hindlimb transplants
were performed between female Brown-Norway rats as donors and male
Wistar Lewis rats as recipients under subtherapeutic immunosuppression
with tacrolimus. Two groups were established according to the postope-
rative administration of plerixafor. After 9 weeks, expression of cytokines
and leukocyte infiltration were studied in different muscle locations, as
well as the degree of chronic rejection and percentage of reverse chime-
rism in different tissues of the allograft.

Results. Statistical differences were found in granulocyte colony sti-
mulating factor and interleukin 12 expression at middle and distal allo-
graft thirds, and interleukin 6 expression at middle allograft third. The
intensity of leukocyte infiltration was greater in the group that did not re-
ceive plerixafor. Both groups developed chronic rejection and the appea-
rance of reverse chimerism could be observed. However, no significant
differences were observed in leukocyte infiltration, chronic rejection or
reverse chimerism.

Conclusions. The mobilization of CD34+ bone marrow stem cells
was associated with a lower expression of granulocytic colony stimulating
factor, interleukin 6 and interleukin 12.

These findings contribute to elucidate the molecular mechanisms that
could lead to the creation of chimeras in the allograft.
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Recihido (esta version)
Aceptado

4 Investigacion Basica

27 noviembre/2017
23 mayo/2018

Key words Vascularized composite allotransplantation,
Chronic rejection, Reverse chimerism,
CD34+ bone marrow stem cell, Plerixafor
Level of evidence 4 Bench Research
Received (this version) 27 november/2017
Accented 23 may/2018

Ayudas recibidas: Trabajo incluido en el Proyecto de Investigacion en Salud “Protocolo de inmunosupresion reducida tras condicionamiento
con precursores hematopoiéticos en trasplantes de tejidos compuestos: Investigacién bdsica y clinica”, con nimero de expediente P112/00867,
y cofinanciado por el Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) y el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER).

*

Facultativo Especialista de Area.
Jefe del Servicio.

*k

Servicio de Cirugia Plastica, Reparadora y Quemados, Hospital Universitario La Paz, Madrid, Espafia.

Trabajo galardonado con el Premio Nacional de Residentes de la Sociedad Espanola de Cirugia Plastica, Reparadora y Estética
(SECPRE) en su LI Congreso Nacional celebrado en Estoril, Portugal, junio de 2016; y con el Primer Premio de Investigacion Experi-
mental en el Concurso Internacional de Residentes de la Federacion Ibero-Latinoamericana de Cirugia Plastica (FILACP) en su XXII
Congreso celebrado en Lima, Pert, mayo de 2018.

www.ciplaslatin.com - (ISSN 0376-782 eISNN 1989-2055)



(A}

Bolado-Gutiérrez, P., Landin-Jarillo, L., Casado-Pérez, C.

Introduccion

En los trasplantes de tejidos compuestos (TTCs) se
transfieren tejidos vascularizados antigénicamente hete-
rogéneos. Los TTCs de miembros estan formados por la
piel, el tejido subcutdneo, nervioso, muscular, tendinoso,
fascial, cartilaginoso, dseo y la médula ésea vasculari-
zada (MOV).

Los protocolos convencionales de inmunosupresién
(IS) mantienen al receptor en un “estado de ignorancia”
frente al aloinjerto y contribuyen al éxito clinico del tras-
plante. La IS puede prevenir o revertir los episodios de re-
chazo agudo (RA). Sin embargo, el aloinjerto sigue
expuesto a la aparicion de rechazo crénico (RC) o vascu-
lopatia crénica del aloinjerto. El1 RC se caracteriza por vas-
culopatia fibroproliferativa y fibrosis tisular del érgano
trasplantado. La estenosis de la luz vascular puede produ-
cirse por un engrosamiento difuso y concéntrico de la in-
tima conocido como hiperplasia intimal, o por una fibrosis
de la adventicia.!’ Las lesiones histopatoldgicas del RC
son en gran medida irreversibles y producen progresiva-
mente la disfuncién del aloinjerto.!V Si bien se desconoce
la relacion exacta entre el RA y el RC y los mecanismos
moleculares que los regulan, los episodios de RA aceleran
el desarrollo de RC tanto en trasplante de érgano sélido
(TOS) como en modelos de TTC.!'? Los fendmenos de
RC pueden observarse en modelos experimentales de tras-
plante cuando se utiliza IS a dosis sub-terapéuticas.®’

La MOV que aportan los huesos de los aloinjertos en
los TTCs se integra en el espacio vascular del receptor
tras la revascularizacion del aloinjerto.® Las células
madre de médula 6sea (CMMO) del donante generan un
estado de quimerismo sistémico en la sangre periférica,
la médula 6sea y los tejidos linfoides del receptor que
puede contribuir a la induccién de tolerancia especifica
frente al donante.® La tolerancia del trasplante podria de-
finirse como la falta de respuesta inmunitaria del recep-
tor frente a antigenos especificos del donante sin la
necesidad de IS crénica para su mantenimiento, preser-
vando intacta la respuesta inmunitaria frente al resto de
los antigenos.® Los linfocitos derivados de las CMMO
del donante pueden contribuir a prolongar la superviven-
cia a largo plazo del aloinjerto mediante la regulacion ne-
gativa de la respuesta inmunitaria del receptor especifica
frente al donante.®

El trafico celular desde el receptor hacia el aloinjerto
puede producirse mediante un fenémeno conocido como
quimerismo reverso (QR) o quimerismo del aloinjerto.
EI QR consiste en la repoblacion del aloinjerto por célu-
las del receptor. Hasta el momento se desconoce qué tipos
de células son las responsable de la producciéon de QR,
asi como los mecanismo moleculares que lo regulan en
los TTCs.” Sin embargo, se especula que las CMMO del
receptor en sangre periférica y que circulan a través del
aloinjerto podrian diferenciarse en los diferentes fenoti-
pos celulares que lo componen.®
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El factor derivado del estroma 1 (SDF-1; CXCL12)
es una citoquina multifuncional que pertenece a la fami-
lia de quimiocinas CXC y se expresa de forma constitu-
tiva en células del estroma de la médula 6sea (MO). El
receptor de SDF-1, CXCR4, se expresa en diferentes
tipos celulares entre los que se encuentran las CMMO
CD34* que juegan un papel critico en la supervivencia,
proliferacion, migracién y mantenimiento celular.”’ Ple-
rixafor es un farmaco antagonista del receptor alfa de la
citoquina CXCR4 e impide la uniéon de SDF-1. Su admi-
nistracién produce la movilizacién de CMMO a sangre
periférica. Por este motivo se ha utilizado en casos de lin-
foma y mieloma multiple de tal manera que las CMMO
CD34* puedan extraerse, conservarse e infundirse de
nuevo tras la finalizacion de tratamientos mieloablativos.

El objetivo del estudio fue evaluar la expresion de ci-
toquinas en un modelo experimental de RC en aloinjer-
tos osteomusculares heterotépicos de pata posterior de
rata, sometidos a IS subterapéutica con tacrélimus, tras la
movilizacion de CMMO CD34* con plerixafor. Ademas
se establecieron los siguientes objetivos secundarios: ana-
lizar el infiltrado leucocitario cualitativamente y cuanti-
tativamente en el tercio medio del tejido muscular del
aloinjerto, el grado de RC en los vasos femorales y del
tercio medio y distal del tejido muscular del aloinjerto, y
el porcentaje de QR en la MO del aloinjerto.

Material y método

Protocolo quiridrgico experimental

Todos los animales recibieron un trato adecuado de
acuerdo a la Directiva del Consejo de Europa del 22 de
septiembre de 2010 (2010/63/UE). El proyecto fue apro-
bado por el Comité Etico de Bienestar Animal del Hos-
pital Universitario La Paz (Madrid, Espafia) con fecha 27
de febrero de 2012.

Realizamos 16 transferencias de pata posterior entre
ratas (Rattus Norvergicus) de 2 familias no consanguineas:
ratas macho Wistar-Lewis (LEW) haplotipo RT1' como re-
ceptoras y ratas hembra Lewis Brown-Norway (LBN) RT1"
como donantes (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Fran-
cia), divididas en 2 grupos de experimentacién con 8 ani-
males en cada grupo. Todos los animales fueron sometidos
a trasplante inmediato y posterior IS subterapéutica con ta-
crélimus (Prograf®, Astellas Pharma, Chuo, Tokyo, Tokio,
Japén). El grupo Il ademds fue sometido a terapia movili-
zadora de CMMO CD34* con plerixafor (Mozobil®,
Genzyme, Cambridge, Massachusetts, EE.UU.) (Tabla I).

Extraccion del aloinjerto

El aloinjerto se extrajo a nivel de la raiz de la pata pos-
terior de la rata, tomando los vasos femorales como pe-
diculo (Fig. 1).

Técnica quirdrgica en el animal receptor
En la rata receptora disecamos los vasos femorales

www.ciplaslatin.com



Estudio sobre quimerismo reverso y el efecto de la movilizacion de células madre de médula ésea sobre la expresion
de citoquinas en un modelo experimental de trasplante de tejidos compuestos

Tabla I. Grupos de experimentacion

. , Terapia movilizadora de . . ’
Grupo n Donante =Receptor Terapia IS (dias) CMMO CD34* (dias) Supervivencia (dias)
Tacrélimus 0.1 mg/kg
I 8 Hembra =>Macho (0,1,2,3,7 post-trasplante) No 63
Tacrélimus 0.1 mg/kg Plerixafor 1 mg/kg
II 8 Hembra =Macho (0,1,2,3.7 post-trasplante) | (0, 1,2 .3, 7 post-trasplante) 03

Fig. 1. Extraccién del aloinjerto. Izquierda: diseccion de los vasos femora-
les a nivel de la ingle y de los vasos tibiales anteriores y posteriores a nivel
del tobillo. Derecha: extraccion del aloinjerto.

Fig. 2. Técnica quirdrgica en el animal receptor. Superior izquierda: fijacion
del aloinjerto. Superior derecha: desepidermizacion del aloinjerto tras paten-
cia vascular positiva. Inferior izquierda: acomodacion heterotépica subcuta-
nea abdominal del aloinjerto. Inferior derecha: cierre de la zona receptora.

como vasos receptores. Las anastomosis arterial y venosa
las realizamos mediante técnica término-terminal. Tras
comprobar la patencia vascular del aloinjerto procedimos
a la eliminacidn de la totalidad del componente cutdneo
y posterior acomodacion heterotdpica subcutdnea a nivel
abdominal (Fig. 2).

Protocolo de inmunosupresiéon

Todos los animales receptores recibieron terapia IS
subterapéutica con tacrdlimus (Prograf®, Astellas
Pharma, Chuo, Tokyo, Tokio, Japén) a dosis de 0,1
mg/kg/24 horas por via subcutdnea los dias 0,1,2,3y 7
post-trasplante .1?
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Fig. 3. Extraccion del aloinjerto a las 9 semanas post-trasplante.

Protocolo de movilizacion de CMMO CD34*

Los animales receptores del grupo II recibieron tera-
pia movilizadora de CMMO CD34* con plerixafor (Mo-
zobil®, Genzyme, Cambridge, Massachusetts, EE.UU.) a
dosis de 1 mg/kg/24 horas por via subcutdnea los dias 0O,
1,2,3y 7 post-trasplante.'©

Seguimiento clinico

En todos los animales monitorizamos la evolucién
ponderal semanal y la aparicién de signos de enferme-
dad injerto contra huésped (EICH) entre los que inclui-
mos la aparicion de lesiones cutdneas, alopecia, atrofia
muscular, dificultad respiratoria, diarrea o debilidad ge-
neralizada. Toda lesion cutdnea sospechosa fue evaluada
anatomopatoldgicamente.

Protocolo de extraccion de los aloinjertos
Transcurridas 9 semanas post-trasplante recuperamos

los aloinjertos para su procesado y andlisis (Fig. 3). Pos-

teriormente sacrificamos los animales receptores.

Procesado y estudio de las muestras

Dividimos los aloinjertos en fresco en diferentes
muestras que comprendian los vasos femorales, la tibia
y el tejido muscular y los fijamos en tampdn formalina.
Las muestras musculares las dividimos en tercios con
preservacion exclusiva de los tercios medio y distal.

Valoracion de la expresion de citoquinas
Realizamos mediciones en los tercios medio y distal
del tejido muscular del aloinjerto utilizando el panel de

gel
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22 citoquinas del sistema ProcartaPlex™ Multiplex Im-
munoassays (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.) segtin instrucciones del fabricante. Las citoqui-
nas incluidas en el panel seleccionado fueron: Eotaxina,
oncogén relacionado con el crecimiento o. (GRO-a), fac-
tor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), fac-
tor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF), interfer6n y (IFN-v), interleucina 1o (IL-100),
IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
17A, IFN-y-proteina inducible 10 (IP-10), proteina qui-
miotactica de monocitos 1 (MCP-1), MCP-3, proteina
inflamatoria de macréfagos 1 o (MIP-1a), MIP-2, qui-
miocina expresada y secretada por células T normales re-
guladas tras la activacién (RANTES) y factor de necrosis
tumoral a (TNF-av). Tras el procesado de las muestras e
incubacién por duplicado con cada uno de los anticuerpos
frente a las citoquinas de interés, cuantificamos la sefial
obtenida en el panel mediante un analizador Luminex
xMAP 200 (Luminex Corporation, Austin, Texas,
EE.UU.).

Valoracién del infiltrado leucocitario

— Cualitativa. Realizamos una valoracion subjetiva
del infiltrado leucocitario en muestras del tercio
medio del tejido muscular con tincién de hemato-
xilina-eosina (Merck KGaA, Darmstadt, Alema-
nia) y una magnificacion de x100. El muestreo lo
llevaron a cabo 2 observadores independientes en
5 cortes seleccionados de manera aleatoria para
cada aloinjerto. La escala utilizada fue: 0 = Au-
sencia; 1 = Leve; 2 = Moderado; 3 = Intenso.

— Cuantitativa. Realizamos un estudio inmunohis-
toquimico (IHQ) de los antigenos leucocitarios
CD3, CD4,CD8, CD20 y CD68 a nivel del tercio
medio del tejido muscular del aloinjerto con el ob-
jetivo de identificar los subtipos celulares. Para
ello desenmascaramos los antigenos leucocitarios
con un protocolo ajustado para cada anticuerpo
primario mediante el sistema PTLink Dako® (Pre-
Treatment). El equipo de tinciéon empleado fue el
Autostainer Plus de Dako® siguiendo las reco-
mendaciones del fabricante. Los resultados mos-
traron los nucleos celulares en azul-violeta y las
células positivas en marrdn.

Escogimos 5 cortes aleatorios por aloinjerto y mues-
treamos 2 dreas de 90000 pwm? por corte, con una magni-
ficacion de x200. Consideramos positivas para el contaje
aquellas células que mostraban nicleo y citoplasma. El
muestreo se llevé a cabo por 2 observadores indepen-
dientes (Fig. 4).

Valoracién del rechazo crénico

Valoramos el RC en los vasos de femorales y en los
vasos del tercio medio y distal del tejido muscular del
aloinjerto mediante la medicion de la proliferacion inti-
mal (PI) y el porcentaje de permeabilidad arterial (PPA):
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Fig. 4. Valoracion cuantitativa del infiltrado leucocitario. Superior: tincién
IHQ CD4 (x200). Inferior: tincion IHQ CD68 (x200).

Fig. 5. Valoracion de la Pl en vasos femorales tras tincion de fibras elasti-
cas segun van Gieson (x100). Linea amarilla: intima. Linea roja: media.

e PI (Fig. 5): porcentaje del grosor total de la pared
arterial que ocupa la intima. Obtenido segun la for-
mula (Intima / (Intima + Media)) x 100.
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* PPA (Fig. 6): porcentaje de la luz arterial que es
permeable al flujo y no ha sido ocupada por la
neointima. Obtenido segtn la férmula (Area de la
neofntima / Area de la ldmina eléstica interna) x 100.

Para ello preparamos 5 cortes histolégicos aleatorios

de cada segmento vascular a estudiar, y valoramos tras
tincidn con el kit de tincién de fibras eldsticas segin van
Gieson (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Los resul-
tados mostraron los nicleos celulares de color pardo ne-
gruzco, las fibras eldsticas en negro, el coldgeno en rojo
y la musculatura en amarillo.

Valoracion del quimerismo reverso

Evaluamos la repoblacion celular de la MO del aloin-
jerto mediante el andlisis del porcentaje de células con
cromosoma Y en el aloinjerto con técnica Real-Time
PCR (RT-PCR), mezclando SYBR® Green PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,

SR T M~ MR ]
Fig. 6. Valoracion del PPA en vasos femorales tras tincion de fibras elasti-

cas segun van Gieson (x100). Linea amarilla: area de la neointima. Linea
roja: area de la lamina elastica interna.

EE.UU) con los cebadores murinos Bcl-2 del cromosoma
13 y Sry del cromosoma Y, y el ADN gendmico a estu-
diar, realizando el andlisis por triplicado.

Analisis estadistico

Realizamos el andlisis estadistico utilizando el programa
SAS 9.3 (SAS Institute, Cary, Carolina del Norte, EE.UU.).
Todas las pruebas estadisticas se han considerado bilatera-
les y como valores significativos aquellos que presentaron
una probabilidad de error menor del 5% (p < 0.05).

Realizamos la comparacién entre grupos de los valo-
res de citoquinas y de QR usando el test de la U de Mann-
Whitney (no paramétrico para datos independientes).

La comparacion entre grupos de los valores de infil-
trado inflamatorio y de PI y PPA en los vasos femorales
y musculares del aloinjerto, teniendo en cuenta las dife-
rentes replicaciones de dichos pardmetros en los mismos
sujetos, la analizamos mediante un modelo de regresion
lineal con efectos mixtos, con las replicaciones y el grupo
(I frente a IT) como factores.

RESULTADOS
Supervivencia y seguimiento clinico

La supervivencia global fue del 84.21%, con 16 ratas
viables de 19 operadas. El tiempo medio de la interven-
cién fue de 191.32 minutos (130 - 250 minutos), con un
tiempo medio de microcirugia de 82.90 minutos (120 -
60 minutos). De los 3 animales no viables, 2 murieron en
el postoperatorio inmediato debido a parada cardiorres-
piratoria en probable relacion con la pérdida hemadtica
producida durante la cirugia, y el tercero fue sacri-
ficado el dia 28 post-trasplante debido a infeccidn tardia
de la herida quirtrgica con empeoramiento del estado ge-
neral. No observamos signos de EICH.

Resultados de la expresion de citoquinas

Las concentraciones de citoquinas con diferencias sig-
nificativas a nivel del tercio medio y distal del aloinjerto
estan representadas en diagrama Box-Plot en las Fig. 7-9.

p=0,006

!;

21

Concentracién de G-CSF (pg/ml) en tercio medio

Grupo | Grupo Il

p=0,014

; =

Concentracion de G-CSF (pg/ml) en tercio distal

Gn.lpo | Gr-.;po 1

Fig. 7. Representacién Box-Plot de la concentracion de G-CSF en tercios medio y distal.
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Resultados del infiltrado leucocitario

— Cualitativa. El infiltrado leucocitario medio del
grupo I fue intenso mientras que en grupo II fue
moderado (Fig. 10).

— Cuantitativa. Los resultados de los contajes celu-
lares en el tercio medio del aloinjerto por drea
media de 90000 pm2 con una magnificacién de
%200 para los estudios IHQ frente a los antigenos
CD3,CD4,CD8,CD20 y CD68 estan representa-
dos en la Fig. 11. No encontramos diferencias sig-
nificativas entre ambos grupos.

Resultados del rechazo crénico

Todas las muestras estudiadas presentaron signos his-
topatoldgicos de RC. Los resultados de cada una de las
muestras a nivel de los vasos femorales y de los vasos
del tercio medio y distal del aloinjerto expresados como
PI y PPA estdn representados en las Fig. 12 y 13. No en-
contramos diferencias significativas entre ambos grupos.

Resultados del quimerismo reverso
El porcentaje medio de QR en el grupo I y en el grupo

2.6
p=0,029

2.4

o -

2.0

1.81 —

Concentracién de IL-6 (pg/ml) en tercio medio

Gru;:lu | Gru‘pu 11

Fig. 8. Representacion Box-Plot de la concentracion de IL-6 en tercio medio.

IT fue 85.61% + 16.41% y 88.40% + 16.97%, respecti-
vamente (Fig. 14). No encontramos diferencias signifi-
cativas entre ambos grupos.

Discusion

Las CMMO del donante tienen un efecto inmunorre-
gulador favoreciendo la tolerancia del aloinjerto tras la
produccién de quimerismo sistémico hematopoyético en
el receptor.!V Se ha hipotetizado que el QR también po-
dria promover la aceptacién del aloinjerto por el recep-
tor.” Entre los mecanismos moleculares que regulan el
rechazo y la tolerancia del aloinjerto se encuentran las ci-
toquinas.® Sin embargo, se desconoce el patrén especi-
fico de expresion de citoquinas tras un TTC asi como su
relacion con el RC y el QR.!® Nuestros resultados mues-
tran la presencia de RC y QR en MO en todos los aloin-
jertos. Ademads, la expresion de citoquinas en el tejido
muscular del aloinjerto muestra una disminucion signifi-
cativa de G-CSF, IL-6 e IL-12. Estos cambios en el pa-
tron de expresion de citoquinas podrian deberse al efecto
regulador de la respuesta inmunitaria de las CMMO
CD34* movilizadas por plerixafor.

La transferencia de células de MO a través de los
aloinjertos 9seos vascularizados y los TTCs de miembros
favorece la produccién de quimerismo sistémico linfo-
hematopoyético en el receptor, lo que se ha relacionado
con una regulacién negativa de la respuesta inmunitaria
frente al aloinjerto y la supervivencia a largo plazo del
tejido trasplantado.'"

La falta de homogeneidad en el disefio de los estudios
experimentales y clinicos de TOS y TTCs es uno de los
problemas que impide establecer un patrén especifico de
expresion de citoquinas en el aloinjerto ni relacionarlo
directamente con el rechazo y la tolerancia.'” Se ha su-
gerido que la respuesta de los linfocitos T helper 1 (Th1)
podria relacionarse con los episodios de rechazo, mien-
tras que los linfocitos Th2 podrian estar involucradas en
la generacién de estados de tolerancia.'> Wu y col. ob-
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Fig. 9. Representacion Box-Plot de la concentracion de IL-12 en tercios medio y distal.
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Fig. 10. Superior: infiltrado leucocitario de grado moderado. Tincién hema-
toxilina-eosina (x100). Inferior: infiltrado leucocitario de grado intenso. Tin-
cion hematoxilina-eosina (x100).

Tl

Fig. 11. Resultados de los contajes celulares en el tercio medio del aloinjerto.

servaron una mayor expresion de IL-1f3, IL-2, IL-6, IFN-
v y TNF-a en aloinjertos cardiacos con rechazo.!® Van
Hoffer y col. demostraron niveles aumentados de IL.-2,
IL-3,1L-6, IL-8,1L-10 e IL-12 en aloinjertos cardiacos de
pacientes con rechazo.!'” De Mattos y col. identificaron
expresion de IL-12 en aloinjertos renales durante los epi-
sodios de RA."® No hay evidencia acerca de los niveles
de expresion de G-CSF en los aloinjertos de TOS ni de
TTCs. Sin embargo, Vrtovec y col. concluyeron que la
administracion exégena de G-CSF parecia estar asociada

www.ciplaslatin.com
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Fig. 12. Resultados de la Pl en los vasos femorales y en los tercio medio y
distal del aloinjerto.
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Fig. 13. Resultados del PPA en los vasos femorales y en los tercio medio y
distal del aloinjerto.
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Fig. 14. QR en MO del aloinjerto expresado como porcentaje de células del
receptor y del donante.

con una menor incidencia de RA y RC en aloinjertos car-
diacos, sugiriendo un potencial efecto modulador de la
respuesta inmunitaria.'”

La regeneracion celular del aloinjerto puede activarse
para reparar los tejidos lesionados por la respuesta in-
munitaria del receptor y la lesién por isquemia y reper-
fusion.'» Ademds, en los TTCs de miembros esta
agresion se ve agravada por la osteotomia y la denerva-
cion del aloinjerto.®” Diferentes autores como Olthoff o
Miyake han sugerido que las citoquinas, la activacion de
factores de transcripcién y la expresion de genes modu-
ladores del ciclo celular estdn implicados en los meca-
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nismos de regeneracion celular.?!?? Olthoff estudi6 los
mecanismos de regeneracion celular en aloinjertos hepa-
ticos observando que las células de Kupffer son una
fuente primaria de IL-6 y factores de crecimiento tras el
trasplante, implicados en el inicio de la regeneracion he-
patica.!¥

La disminucion significativa de IL-6 e IL-12 en los
aloinjertos del grupo sometido a tratamiento movilizador
de CMMO CD34* con plerixafor observada en nuestros
resultados podria estar relacionada con la presencia de
un menor nimero de episodios de RA asociado al efecto
modulador de la respuesta inmunitaria producido por las
CMMO circulantes. Ademads, si suponemos que el dafio
tisular generado por los episodios de rechazo ha sido su-
perior en el grupo no sometido a tratamiento moviliza-
dor de CMMO CD34* con plerixafor, los valores de IL-6
también podrian verse incrementados como sefial de una
mayor regeneracion tisular.

Diferentes teorias centradas en el QR intentan expli-
car el proceso que hace que el aloinjerto sea gradual-
mente menos inmunogénico. Medawar fue el primero en
hipotetizar que la aceptacién del aloinjerto podria ser el
resultado del reemplazo endotelial de las células del
aloinjerto por las del receptor, lo que se conoce como QR
endotelial."*?¥ Sin embargo, la funcién del aloinjerto de-
pende de células especializadas que también pueden ser
objeto de reemplazo, lo que se conoce como QR érgano
especifico.?® Muramatsu y col. evidenciaron histoldgi-
camente en TTCs en ratas valorados a los 18 meses post-
trasplante que el QR se producia gradualmente en la piel,
el endotelio y la MO, pero la mayor del parte del perios-
tio y del tejido muscular seguia estando formado por cé-
lulas del donante.®® Mathes y col. encontraron que el QR
en MO de TTCs en cerdos era progresivo y llegaba a ser
completo a las 48 semanas post-trasplante.® Nuestros
resultados muestran unos porcentajes de QR en MO eva-
luado a las 9 semanas post-trasplante que varian entre el
85% y el 88%;, lo que confirma que el que el QR en MO
del aloinjerto se produce de forma precoz y es indepen-
diente del tratamiento movilizador de CMMO CD34* con
plerixafor.

Entre otras limitaciones de nuestro estudio encontra-
mos el tamafio muestral, ya que impidi6 detectar con su-
ficiente potencia diferencias cuya significancia podria
haberse alcanzado con un mayor tamafio. Ademds, el mo-
delo de IS subterapéutica no se corresponde con la prac-
tica clinica de la trasplantologia pero permitié la
generacion de RC e incrementar los mecanismos de dafio
y regeneracion celular.

Conclusiones

Encontramos disminuida significativamente la expre-
sion de G-CSF, IL-6 e IL-12 en el tejido muscular del
aloinjerto en el grupo sometido a tratamiento movilizador
de CMMO CD34* con plerixafor.
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Las conclusiones obtenidas de los objetivos secunda-

rios son:

— El infiltrado leucocitario cualitativo en el tercio
medio del tejido muscular del aloinjerto fue mas
intenso en el grupo no sometido a tratamiento mo-
vilizador de CMMO CD34* con plerixafor. El in-
filtrado leucocitario cuantitativo de células CD3,
CD20 y CD68 en el tercio medio del tejido mus-
cular del aloinjerto fue superior en el grupo no so-
metido a tratamiento movilizador de CMMO
CD34* con plerixafor, mientras que el de células
CD4 y CD8 fue superior en el grupo sometido a
tratamiento movilizador de CMMO CD34* con
plerixafor.

— El grado de RC medido como PI fue mayor en los
vasos del tercio medio y distal del tejido muscular
del aloinjerto en el grupo no sometido a trata-
miento movilizador de CMMO CD34* con pleri-
xafor, mientras que en los vasos femorales fue
mayor en el grupo sometido a tratamiento movili-
zador de CMMO CD34* con plerixafor. El grado
de RC medido como PPA fue mayor en los vasos
del tercio distal del tejido muscular del aloinjerto
en el grupo no sometido a tratamiento movilizador
de CMMO CD34* con plerixafor, mientras que en
los vasos femorales y del tercio medio del tejido
muscular del aloinjerto fue mayor en el grupo so-
metido a tratamiento movilizador de CMMO
CD34* con plerixafor.

— EI porcentaje de QR en la MO del aloinjerto fue
mayor en el grupo sometido a tratamiento movili-
zador de CMMO CD34+ con plerixafor.
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