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RESUMEN

MODELOS EXPERIMENTALES PARA LA INVESTIGACION Y EL ENTRENAMIENTO EN TRASPLANTE RENAL

Introduccion y objetivos: Se presenta una revision sobre las diferentes caracteristicas y el uso de los dis-
tintos modelos experimentales utilizados para el trasplante renal (TR). Esta revision incluye las cualidades,
asi como sus semejanzas a los humanos, de las especies mas frecuentemente utilizadas.

Se revisan las aportaciones de los diferentes modelos al entrenamiento de las diferentes técnicas qui-
rurgicas como la laparoscopia o la microcirugia.

Se repasan sus contribuciones al estudio y la investigacién en campos como los efectos hemodinamicos
o inmunolégicos del neumoperitoneo, las técnicas de donante a corazén parado o las diferentes formas de
preservacion de los injertos.

Por ultimo, se realiza una revision de los diferentes modelos utilizados para la investigacion de los dis-
tintos protocolos de inmunosupresion asi como el xenotrasplante.
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ABSTRACT

EXPERIMENTAL MODELS FOR RESEARCH AND TRAINING IN RENAL TRANSPLANT
Introduction and objetives: An update on aspects and use of different experimental models applied in kid-
ney transplant research is presented . This paper includes qualities, as long as similarities between most
frequently used animal models and human clinical standards. Contributions of those models based on
microsurgical or laparoscopic techniques are revised. The physiological consequences (hemodynamic,
immunologic) of surgical technique (laparoscopy), applied in experimental models as long as non-heart bea-
ting organ donor models and organ preservation methods are also reviewed. Finally, an update of those
models applied in research in prothocols of either immunosupression or xenotransplant is done.

Keywords: Experimental models. Renal transplantation.
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RECUERDO HISTORICO trasplante realizado por San Cosme y San
Las primeras referencias a modelos experi- Damian en el 280 (Fig. 2).
mentales en torno al trasplante datan de la anti- Dejando aparte estas curiosas referencias pro-
giiedad en Grecia y Egipto donde eran habituales ducto de la imaginacién de nuestros ancestros, a
las representaciones graficas de minotauros, principios del siglo XX, se empezaron a desarro-
sirenas, demonios o dioses (Fig. 1). Mas tarde, en llar numerosos modelos experimentales de tras-
la época cristiana se describieron otras, como el plante, siendo el rifién el mas utilizado. El 7 de
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FIGURA 1. Grabado del siglo XVII. Biblioteque des arts
decoratifs. Paris.

FIGURA 2. Fra Angelico: San Cosme y San Damian trans-
plantando una pierna de caddver en un sacristan.

Marzo de 1902, Ullmann! (Fig. 3) realizo el primer
trasplante de rin6n en modelo experimental, rea-
lizando un alotrasplante de un perro al cuello de
otro, anastomosando la arteria renal a la caroti-
da y la vena renal a la yugular. El uréter lo abocé
a la piel, y segun refiri6 la audiencia de la época
se produjo orina intraoperatoria, funcionando el
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injerto hasta 5 dias después del implante. Poste-
riormente intenté un xenotrasplante de cerdo en
el codo de una mujer urémica, no consiguiendo
terminar la cirugia por problemas técnicos.

Entre los trabajos mas importantes, relativos
al trasplante de 6rganos en modelo experimental,
destacan los desarrollados por Alexis Carrell?,
sobre anastomosis vasculares. Estos todavia
estan vigentes hoy en dia y fueron merecedores
de premio Nobel en 1904. Anos mas tarde, junto
con el Dr. Charles Guthrie, Carrell realizé6 nume-
rosas series de autotrasplante y de alotrasplante
en perroS.

Hacia finales del siglo XIX diferentes investi-
gadores identificaron las bases de los grupos san-
guineos, la presencia de anticuerpos en suero
(Elrich), la existencia del sistema del complemen-
to (Bordet) y la presencia de células fagociticas
(Metchnikoff). En los anos 40, Sir Peter Medawar,
considerado padre de la inmunologia del tras-
plante, estudi6 los factores de tolerancia en el
receptor en un modelo murino de trasplante de
piel, por lo que consiguié el premio Nobel en
1960.

FIGURA 3. Emerich (Imre) Ullmann 1861-1937 (Univer-
sidad de Viena, Instituto de Historia de la Medicina).
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Posteriormente se demostré la utilidad de las
radiaciones para provocar una inmunosupresion.
Merril et al. en 1958, demostraron la capacidad
de la irradiacion linfatica para prevenir el recha-
zo del trasplante renal (TR) en ratones y poste-
riormente en perros®.

A partir de entonces los modelos experimenta-
les han contribuido al estudio de las sucesivas
pautas de inmunosupresion asi como al estudio
y la investigacion de las diferentes técnicas qui-
rurgicas, la preservacion de los injertos o el xeno-
trasplante.

CARACTERISTICAS DE LAS
DIFERENTES ESPECIES ANIMALES
Modelo porcino
El cerdo utilizado como animal de experimen-

tacion en el campo del TR es ideal por su anato-
mia y fisiologia tan similar al humano. Es un ani-
mal domesticable, de crecimiento rapido y repro-
duccién numerosa. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que es de naturaleza muy labil y sen-
sible a las situaciones de estrés, por lo que su
manejo debe ser cuidadoso para evitar la muerte
del animal durante su preparacion para la inter-
vencion.

El modelo experimental porcino simula fiel-
mente el aparato cardiovascular humano tanto
desde el punto de vista fisiolégico como anatémi-
co, dado que es similar en tamano, distribucién
de la anatomia coronaria, y valores de presion
arterial e indice cardiaco®. Sin embargo, su
mayor desarrollo del aparato digestivo, provoca
diferencias respecto al humano en los estudios
hemodinamicos realizados en el contexto la
nefrectomia laparoscopica®.

En cuanto al rinén presenta menos cantidad
de tejido adiposo renal que en el humano, per-
diendo el efecto amortiguador de la fascia de
Gerotta, que en nuestra especie, esta descrito en
estudios sobre flujo sanguineo renal y laparosco-
pia®. En cuanto a la configuracion vascular renal
Pereira-Sampaio et al.” demuestran muchas
similitudes entre ambas especies, postulandolo
como el mejor modelo animal para cirugia renal.

Modelo murino
Los modelos murinos tienen la ventaja de ser
animales de bajo costo, facil cuidado y reproduc-
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cion; presentan un tiempo generacional muy
corto, son muy prolificos y se adaptan facilmente
a la vida en los bioterios, lo que permite contro-
lar las variables ambientales en las experimenta-
ciones.

Comparte con el hombre el privilegio de ser las
especies de mamifero mejor estudiadas desde el
punto de vista genético. Existe una cantidad
enorme de lineas genéticamente definidas, ade-
mas de miles de mutaciones. Es el tinico animal
que posee sistemas eficientes de cultivo de célu-
las embrionarias pluripotenciales para generar
quimeras, lo que permite la realizacion de muta-
ciones.

El primer TR en ratas esta documentado en
1961 por Daniller et al.8 en 1961, con anastomo-
sis termino-terminal arterial y venosa. En 1994
Lopez Neblina et al.? publicaron la realizacion de
anastomosis vasculares para TR en ratas en
menos de 6 minutos.

En cuanto a su aparato urinario, se ha
demostrado la viabilidad del modelo murino para
el estudio de la insuficiencia renal cronica, asi
como el rechazo agudo y crénicol!®, ya que los
hallazgos fisiopatologicos evidenciados se super-
ponen con bastante fidelidad a los conocidos en
humanos. Rollhaeuser et al.!! demostraron la
similitud entre las anatomias vasculares renales
murinas y humanas.

Otros modelos (canino y primate no humano)

El uso de modelos primates no humanos o
caninos representa menos del 1% de la investi-
gacion en animales, si bien se han desarrollado
modelos experimentales de ambas especies de
TR.

Los modelos en primates ofrecen la ventaja de
reproducir mas fielmente el drenaje de la orina,
que en los modelos cuadrupedos. Se han realiza-
do estudios!? de la anatomia vascular de algunas
especies como el macaca fascicularis o el macaca
mulata en los que se demuestra bastante simili-
tud con el humano, aunque se evidencian algu-
nas diferencias como la ausencia, en estas espe-
cies, de la linea de Brodel. Por el contrario, este
modelo presenta la desventaja de ser caro y de
dificil manejo y mantenimiento.

Los modelos caninos fueron muy usados en
los inicios de la investigacion experimental dada
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la facil accesibilidad de los mismos, actualmente
se utilizan menos por su mayor coste. Presentan
la ventaja de disfrutar de mayor longevidad que
las especies de granja y de ser una especie muy
cercana al hombre. La raza mas utilizada es el
“beagle”, debido a ser un perro de un tamano inter-
medio, con caracter dulce, limpio, cuya crianza
casi nunca presenta grandes dificultades.

APORTACIONES AL ENTRENAMIENTO
DE DIFERENTES TECNICAS
QUIRURGICAS

La utilizacion de modelos experimentales para
el entrenamiento quirurgico ha sido indispensa-
ble en el desarrollo del TR. El avance de la lapa-
roscopia o de la microcirugia han sido sus apli-
caciones fundamentales, sin embargo no se debe
olvidar otras aplicaciones como el desarrollo de
las anastomosis uretrovesicales o el ensayo de
sustancias como los pegamentos biolégicos.

De cualquier forma, las técnicas quirurgicas
urologicas en los animales de experimentacion
deben acogerse a las normas internacionales y
los acuerdos del Consejo de Europa sobre protec-
cion de los animales empleados en experimenta-
cion animal y otros fines cientificos, asi como la
reciente legislacion nacional vigente (Directiva
86/609/CEE y R.D. 1201/2005).

Laparoscopia

La especie animal que con mayor frecuencia
se utiliza como modelo experimental en laparos-
copia urologica es la especie porcina, debido
esencialmente a las semejanzas anatémicas del
aparato urinario con el ser humano’ (similar
tamano del rifnon, rinén multipapilar, uréteres de
similar longitud).

En junio del afio 90 Clayman et al.!? realiza-
ron la primera nefrectomia via laparoscopica en
un modelo porcino por via transperitoneal y, en
diciembre del mismo ano!4, en humanos, me-
diante retroperitoneoscopia. En 1994 Gill et al.'®
demostraron la viabilidad de la nefrectomia lapa-
roscopica del donante en un modelo porcino.
Como primer paso, se realizé primero una nefrec-
tomia laparoscopica derecha en los 15 cerdos del
estudio. Tres semanas después, una nefrectomia
laparoscopica izquierda y autotrasplante conven-
cional en 10 cerdos (grupo estudio); en el grupo
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control (n=5) nefrectomia abierta y autotrasplan-
te. Los niveles de creatinina a los siete y treinta
dias postoperatorios y el estudio anatomopatolo-
gico del injerto no demostraron diferencias signi-
ficativas entre los grupos. Tampoco se evidencia-
ron diferencias en la tasa de complicaciones qui-
rurgicas entre ambos grupos.

En nuestro pais G. Valdivia, uno de los pione-
ros de la laparoscopia en Espana desarrollé6 mode-
los experimentales para el aprendizaje de numero-
sas técnicas laparoscopicas!®!?. Otros autores
como Usoén et al. apoyan el uso de esta especie
como segundo escaléon del modelo de ensenanza
piramidal de aprendizaje laparoscopico!®.

Técnicas microquirirgicas

El desarrollo de técnicas de microcirugia ha
sido fundamental para el desarrollo de las sutu-
ras vasculares del TR.

Se ha demostrado!®, que la reparacion de los
vasos de injerto en el caso de lesiones vascula-
res, multiples ramas, estenosis o aneurismas de
la arteria renal no influyen en el funcionamien-
to a medio y a largo plazo del mismo. La realiza-
cion de las mismas requieren de una gran des-
treza microquirurgica vascular adquirida en
modelos experimentales. La anastomosis de la
carotida o la femoral en la rata, asi como el TR
se han postulado como modelos muy adecuados
al respecto?0.

APORTACIONES A LA INVESTIGACION
EXPERIMENTAL
Las principales lineas de investigaciéon asocia-
das al TR en modelo animal se detallan a conti-
nuacion:

Modificaciones hemodinamicas, respiratorias

y de los flujos vasculares asociadas a la

nefrectomia laparoscopica de donante vivo

La hiperpresion producida por el neumoperi-
toneo durante la laparoscopia, sobre la cavidad
abdominal, condiciona una cascada de cambios
hemodinamicos y respiratorios que han sido
ampliamente estudiados a través de los modelos
experimentales, especialmente porcinos®21:22,

Se ha demostrado que el neumoperitoneo, en
humanos, provoca descensos en el gasto cardia-
co, aumento de las resistencias vasculares sisté-
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micas y ocasionales aumentos de la tension arte-
rial?32*, En el modelo porcino, la mayoria de los
estudios realizados®21:22 no reproducen los mis-
mos resultados. Se produce un aumento del GC,
asi como un descenso de las RVS; esto es proba-
blemente debido a un mayor desarrollo del apa-
rato digestivo, asi como una mayor capacidad del
ventriculo izquierdo porcino para asumir los
volumenes procedentes de la auricula izquierda.
Esta mayor capacidad probablemente no se deba
a un mayor desarrollo intrinseco del ventriculo
sino a una menor repercusion de la hiperpresion
abdominal sobre el térax por la diferente configu-
racion de la pared abdominal del cerdo®.

En cuanto al aparato respiratorio, el modelo
porcino si reproduce con fidelidad la cirugia lapa-
roscopica en humanos®. El aumento de los niveles
de CO, producido por la hiperpresion abdominal y
por la difusiéon del gas a través del peritoneo,
deben ser controlados por el anestesista aumen-
tando el volumen y la frecuencia respiratoria, para
favorecer la eliminacion del mismo?2°-2°,

Los flujos vasculares también se ven afectados
por el neumoperitoneo. Nuestro grupo ha demos-
trado un aumento del flujo carotideo producido
por el neumoperitoneo, junto con un descenso
del flujo hepatico tanto a nivel de la arteria hepa-
tica, como a nivel portal®. En cuanto al flujo san-
guineo renal, si bien inicialmente se demostr6é un
descenso asociado al neumoperitoneo?’, poste-
riormente se evidencié la correccion del mismo
mediante el uso de hidroxietilalmidén en la repo-
sicién hidroelectrolitica y la disminucién de la
presion intrabdominal utilizada®, tal y como pre-
viamente habian demostrado otros autores con
modelos experimentales muy similares?8:2°,

Marcadores de agresividad quirirgica

asociados al TR

Una de las ventajas mas importantes asocia-
das al abordaje laparoscopico de la nefrectomia
de donante vivo es su menor agresividad, lo que
implica una disminucién del dolor postoperato-
rio, de las estancias hospitalarias, y de la incor-
poracion a la vida activa.

Para valorar correctamente el grado de reper-
cusion clinica que tiene la técnica laparoscopica
sobre el paciente y cuantificar su agresividad, se
han propuesto modelos porcinos en los que se
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cuantifican marcadores de estrés postquirargico
como las citocinas o los reactantes de fase aguda.
La medicion de éstos ha demostrado que la cirugia
laparoscopica provoca un menor estrés, proporcio-
nando un claro beneficio para el paciente especial-
mente durante el postoperatorio inmediato30. El
modelo porcino se ha validado para el estudio del
comportamiento del sistema inmunitario bajo la
influencia de la cirugia laparoscéopica®%-31,

Modelos experimentales de donante a

corazon parado

La necesidad de conseguir mas injertos rena-
les, debido al incremento constante de los enfer-
mos en dialisis, y a la ampliaciéon de las indica-
ciones de TR, ha conducido al estudio de viabili-
dad de injertos renales de donantes a corazon
parado, cuya diferencia mas importante con los
donantes clasicos es el aumento del tiempo de
isquemia caliente3?. Se ha estimado que el perio-
do de isquemia caliente maximo, para que un
injerto, sea viable es de 30 minutos, si bien se
han realizado técnicas, como los estudios del
grupo del Hospital Clinic de Barcelona en los que
parece alargarse este tiempo®3.

Para estudiar este tipo de donantes, se han
utilizado modelos animales tanto en raton3* como
en cerdo®®, intentado reproducir el efecto de
isquemia reperfusion producido. El periodo de
isquemia caliente genera sustancias vasoactivas
como el 6xido nitroso y posteriormente durante el
periodo de reperfusion se liberan radicales libres
de oxigeno que aumentan las resistencias vascu-
lares. Estos cambios pueden incidir sobre la fun-
cion inmediata del injerto. El estudio de estos
cambios, en modelos animales, permiten experi-
mentar diferentes técnicas como las maquinas de
perfusion de los injertos o las diferentes solucio-
nes de preservacion para tratar de minimizar
estos efectos.

Maquinas de perfusion y soluciones de

preservacion de injertos renales

Ante la necesidad de mejorar la preservacion
de los organos, se han desarrollado dos lineas de
investigaciéon en animales a propédsito de este
problema, por un lado se han experimentado
diversas maquinas de perfusion, y por el otro
multiples soluciones de preservacion.
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Desde hace mas 30 anos se inici6 la experi-
mentacion de maquinas de perfusion con anima-
les, inicialmente perros36. Se comenzaron usando
bombas de rodillos, inicialmente desarrolladas a
partir de las maquinas de dialisis. Posteriormente
se han ido elaborando otros sistemas como los de
vacio asociados a sistemas informaticos3’.
Paralelamente se ha debatido extensamente el
uso de maquinas pulsatiles o de flujo continuo3®®
y se han desarrollado sistemas de prediccion de
funcion inmediata del injerto en funcion de las
presiones halladas durante la perfusion asi como
de los metabolitos analizados en la solucion per-
fundidas8.

De la misma forma, se han experimentado
diversas soluciones de preservacion. En 1967
Belzer et al.?9 publicaron modelos en perros en
los que se perfundia plasma o sangre oxigenada.
Posteriormente Collins et al.*® demostraron que
la inmersion de los injertos en suero salino hela-
do era capaz de mantenerlos viables durante 12
horas, y desarrollaron una solucién similar al
liquido intracelular, consiguiendo preservar los
rinones en modelo canino durante 30 horas. Esta
contenia, ademas del suero salino, procaina,
heparina, glucosa y fenoxibenzamina*!. Un afo
mas tarde se anadio a esta soluciéon albumina y
se denomino la solucién de Collins*?.

A finales de la década de los 80, Belzer et al.*3
desarrollaron la soluciéon de preservacion de la
universidad de Wisconsin también en modelos
experimentales de perros, que introducia tres
nuevas diferencias, la osmolaridad no se mante-
nia a base de glucosa metabdlicamente activa
sino a base de sustancias inertes como el lacto-
bionato y la rafinosa, el uso del coloide hidroxie-
tilalmidén y los captadores de radicales libres
como el glutation y la adenosina.

Posteriormente, se han desarrollado otras
soluciones como el HTK (Histidin-Tryptophan-
Ketoglutarat)** o el celsior, en modelos porcinos,
sin conseguir mejorar sustancialmente el win-
consin, siendo éste ultimo de referencia.

Modelos experimentales e inmunosupresion

en el TR

Como previamente se ha expuesto, ya en los
inicios del trasplante se descubrié que el uso de
ciertos agentes como la radiaciéon de los ganglios
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linfaticos mejoraba notablemente la superviven-
cia de los injertos*. Desde 1975, se ha mejorado
la supervivencia del injerto renal desde un 50
hasta un 90%, con una supervivencia del rinon,
al ano del TR, en torno al 93%.

Se han desarrollado diversos modelos experi-
mentales sobre todo murinos, porcinos y en pri-
mates*® para evaluar la eficacia y los mecanismos
de accion de las diferentas pautas inmunosupre-
soras, asi como modelos para analizar los efectos
secundarios de las distintas drogas.

La evaluacion del mecanismo de accién de las
drogas inmunosupresoras, se realiza a través de
modelos de rechazo o nefropatia cronica, general-
mente murinos con lineas genéticamente trata-
das como las “Wistar furth” (RT1u) o las DA
“RT1a”. Estos modelos reproducen histologica y
funcionalmente la nefropatia créonica del injerto
una vez realizado el TR, posibilitando la evalua-
cion del mecanismo de accién y de los efectos
secundarios de los inmunosupresores!®. Sin
embargo, no existen referencias bibliograficas en
relacion a modelos experimentales en TR para
analizar las complicaciones quirargicas, habien-
do sido realizados la mayoria de estos estudios en
el ambito clinico.

Xenotrasplante

La primera cita con caracter “cientifico” docu-
mentada en el ambito del xenotrasplante corres-
ponde a la realizacion de diversas transfusiones
de sangre de animal al hombre en 1628 por Colle
de Belluno de Padua, en 1654 por Francesco Folli
y en 1665 por Richard Lower de Londres?®.

En 1906 se comunica el primer xenotrasplan-
te “real” segun los términos con el que lo conoce-
mos hoy dia. En ese ano, Mathieu Jaboulay injer-
ta el rin6n de un cerdo a una mujer afectada por
un sindrome nefrético y el de una cabra en el
codo de una mujer de 50 afios. En ambos casos,
los resultados fueron negativos debido a una
hipercoagulacion de la sangre, que en el fondo no
era mas que un rechazo hiperagudo?®.

En 1996, White et al.*”, publica los primeros
resultados esperanzadores utilizando cerdos
modificados genéticamente. La estrategia utiliza-
da consisti6 en introducir un gen humano en el
organismo de estos animales con el fin de frenar
los mecanismos de respuesta natural que activan
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el rechazo hiperagudo. Se trasplanté con éxito el
corazoén de cerdos modificados genéticamente en
primates y se comprob6 como los érganos supe-
raban el rechazo hiperagudo. El futuro inmedia-
to del xenotrasplante pasa por profundizar en
diferentes lineas de investigacion.

En nuestro pais Gonzalez Martin et al.*® han
realizado estudios de xenotrasplante renal de
cerdo transgénico a babuino, consiguiendo supe-
rar el rechazo hiperagudo pero no asi el rechazo
vascular o humoral agudo.

Se apuntan como aspectos clave el desarrollo
de nuevas pautas de inmunosupresion basadas o
no en los regimenes actuales para la profilaxis del
rechazo, y la aplicacion de técnicas de ingenieria
genética que permitan modificar la respuesta del
organo trasplantado.
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