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3.1 ANIMALS D’EXPERIMENTACIO.

En els allotrasplantaments es van utilitzar com a donants dues soques diferents de rates
(Rattus norvegicus) mascles de 200-250 grams de pes. En els grups d'al lotrasplantament, que
es van sacrificar els animals als 7 o 30 dies utilitzarem com a soca donant les rates Dark Agouti
(RT1A) i en el grup de llarga supervivéencia rates de la soca Brown Norway (RTIN). En els
xenotrasplantaments es van utilitzar com a animals donants d'empelts hepdtics hdmsters

mascles adults Golden Syrian (Mesocricetus auratus).

En tots els casos, tant en allotrasplantament com en xenotrasplantament els animals
receptors van ser rates mascle (Ratfus norvegicus) de 200-250 grams de pes de la soca Lewis
(RTIL). Tots els animals van ser adquirits a Harlan UK limited (Shaw's Farm, Blackthorn, Bicester,
Oxon, OXé OTP England).

Durant el temps de I'estudi els animals van estar sota control veterinari. Tots els animals
van rebre una dieta estandard (AO04Panlab SL, Barcelona) i aigua corrent ad libitum. Les
condicions d'estabulacié van ser controlades didriament: temperatura (20-22°C), humitat (60-

70%), cicle horari de 12 hores de llum-12 hores de foscor.
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Aquestes condicions d’'estabulacié es van mantenir abans de la intervencié quirdrgica i

durant tot el periode postoperatori.

Durant tot el periode de desenvolupament d'aquesta tesi es va complir la normativa
vigent referent als animals d'experimentacié. Els diferents projectes van estar aprovats pel
comite etic de la Divisid IV de la Facultat de Medicina de la Universitat de Barcelona i es va
complir la normativa de la Unidé Europea (directiva 86/609 CEE), relativa a I'aproximacié de les
disposicions legals, reglamentaries i administratives dels animals utilitzats per experimentacio
cientifica, aixi com la llei 5/1995 de la Generalitat de Catalunya respecte a la proteccid dels

animals utilitzats per experimentacid i altres finalitats cientifiques.

3.2 FARMACS ADMINISTRATS.

3.2.1 Immunosupressio.

El tractament immunosupressor administrat en tots els casos fou la mateixa combinacid
de farmacs canviant-ne només les dosis o el periode d'administracié. Es va administrar el

farmac antiproliferatiu Micofenolat Mofetil (MMF) i I'anticalcineurinic FK506 o Tacrolimus.

3.2.1.1 Administracid i dosi de Micofenolat Mofetil.

En aquests estudis utilitzarem MMF en comprimits de 500 mg comercialitzats pels
laboratoris Roche amb la marca CellCept™. El farmac es van preparar didriament dissolent-lo

en una solucié glucosada al 5%. La solucié s'administra didriament per instil lacid gdstrica.

A l'estudi de subpoblacions limfocitdries i del sistema de la coagulacid o estudi 1
I'administrdrem a una dosi de 50 mg/kg des del dia 0 al dia 7 després del trasplantament. El

grup control també va rebre aquest farmac durant 8 dies.

A l'estudi que hem readlitzat amb I'antagonista del PAF UR-12670 o estudi 2, el
Micofenolat Mofetil I'administrdrem a una dosi de 25 mg/kg/dia des del dia 0 del

trasplantament al dia 7 després del trasplantament.
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3.2.1.2 Administracio i dosi de Tacrolimus.

Tots els animals trasplantats van rebre una formulacié sintetitzada especialment per a
usos experimentals que va ser cedida per Fujisawa Pharmaceuticals GmbH. El farmac va ser
preparat dissolent-lo en solucié salina fisioldgica, en condicions estérils, i emmagatzemat a 4°C.
S'administrd per via inframuscular, a les potes posteriors de I'animal, amb una xeringa amb
agulla de 26G. La concentracié i els dies d’administracié del farmac varid depenent de

['estudi.

A I'estudi de subpoblacions limfocitaries i de la cascada de la coagulacié els animals
van rebre el farmac des del dia 0 de I'estudi o dia del trasplantament fins al dia +30 a una dosi
de 0,5 mg/kg/dia. Des del dia +31 fins al dia 100 la dosi didria administrada va ser de 0,2
mg/kg/dia. Cal tenir en compte que alguns animals foren sacrificats al dia 7 després del

trasplantament i altres al dia 30 després de la intervencid.

A I'estudi que vam realitzar amb I'antagonista del PAF UR-12670 tots els animals reberen
Tacrolimus a una dosi de 0,2 mg/kg/dia, des del dia del trasplantament fins al dia 30 després

del tfrasplantament.

3.2.2 Antagonista del PAF: UR-12470.

Administracioé i dosi:

L'UR-12670 va ser cedit pels Laboratoris J.Uriach, Barcelona. El farmac es va preparar
didriament dissolent-lo amb solucié glucosada al 5% i es va administrar per instil lacié gdstrica

a una dosi de 20mg/kg/dia a dos dels fres grups integrants d’aquest estudi.

3.3 INTERVENCIO QUIRURGICA.

La primera técnica de trasplantament hepatic en la rata va ser descrita per Sun Lee

al 1973225 | Aquest primer model va ser posteriorment modificat per Kamada34,

En aquests estudis hem utilitzat bdsicament la técnica descrita per Komada, i a les

intervencions de xenotrasplantament, amb adaptacions a les peculiaritats del model hamster-
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rata. A més hem utilitzat, per a la reconstruccié de la via biliar, la modificacid descrita per

Zimmermann'33 que es caracteritza per la utilitzacié d'un Unic tutor per I'anastomosi biliar.

3.3.1 Intervencioé en el donant.

S'anestesia I'animal donant amb isofluord. Realitzem una laparotomia transversal i es
desplaca tot el paguet intestinal, quedant exposades tant la vena Cava inferior com |'artéria
Aorta. Per visualitzar adequadament el pedicle hepdtic, s'aixequen els |obuls del fetge. En
primer lloc es redlitza una colecistectomia amb una ligadura de seda 7/0 (Mersilk™, Ethicon,
Johnson&Johnson). A continuacié es canula la via biliar amb un tub de polietile de 5mm de
longitud i didmetre extern de 0.11cm que es fixa amb una lligadura de seda de 6/0 (figura 20).
Posteriorment es secciona el lligament falciforme i la resta de ligaments i adheréncies del
fetge. Seguidament, es dissequen la vena Cava Inferior i I'arteria Aorta a I'algcada de les venes
renals, i s'administren 300 U d'heparina per la vena dorsal del penis. Per la perfusid del fetge
s'utilitzen 15cc de solucid Ringer-lactat a 4°C amb una xeringa acoblada a una extensid de
45cm de longitud, que presenta a I'extrem un cateter (Abbocath™) de 20G. Es lliga I'artéria
Aorta a nivell de les venes lumbars amb una ligadura de seda 6/0 i es clampa amb un clamp
vascular a nivell de la vena renal esquerra. S'obre la llum de I'corta i es canula I'equip de
perfusid. A continuacid es realitza un hemitorax esquerre i es clampa I' Aorta amb un mosquit a
nivell intratordcic. Alhora es desclampa I'Aorta a nivell de les renals i s'inicia la perfusid
lentament. Es secciona la vena Cava inferior suprahepadtica a nivell intratordcic i es continua
amb la perfusié lenta (figura 21). Un cop acabada la perfusié es continua I'extraccid de
I'organ lligant i seccionant I'artéria hepdtica i les branques de la vena Porta (venes pildrica i
esplénica) amb lligadures de seda 7/0. Es liguen també les dues venes renals i vena
suprarrenal dreta. Per finalitzar I'extraccid es cauteritza una branca arterial de la hepdtica
esquerra gue es dirigeix cap al plexe esofdgic i es secciona entre les ligadures de la vena
diafragmatica del costat esquerre. Es secciona la vena Cava Inferior suprahepadtica, el més a
prop possible del diafragma, aixi com la vena Cava Inferior i la vena Porta procurant obtenir la
major longitud possible d'aquests vasos. Es colloquen uns punts fiadors en els extrems de la
vena Cava suprahepdtica amb Prolene™ de 7/0, que ens serviran posteriorment per realitzar
I'anastomosi termino-terminal de la vena Cava Inferior Suprahepdtica, i es deixa I'drgan en
serum lactat fred, durant el periode de cirurgia de banc. En aquesta fase es colioquen els

“cuffs” enla vena Porta (16G) i en la vena Cava (14G), com es mostra en les figures 191 22.
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Figura 19: Esquema de com es realitza I'anastomosi amb el métode de cuff.
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3.3.2 Intervencié en el receptor.

S'anestesia 'animal receptor amb isofluord. L'operacié en el receptor comenca amb
una laparotomia transversal subxifoidea. A continuacid es desplaca el paguet intestinal i
s'inicia I'nepatectomia dissecant la vena Cava inferior, ligant i seccionant les glandules
adrenals dretes. A continuacid es secciona I'artéria hepdtica mitiancant dues ligadures de
seda 7/0. Es lliga i es secciona el plexe esofdgic i les venes diafragmadtiques esquerres. Es
colloguen uns punfts fiadors de Prolene™ 7/0 (Ethicon) en els extrems de la vena Porta i de la
vena Cava inferior el més proper possible al parénquima hepdtic, que ens serviran per exposar

els dos vasos i facilitar les anastomosis.

Es clampen les venes Porta i Cava Inferior amb clamps vasculars i la vena Cava Inferior
Suprahepdtica amb un clamp Satinsky. S'allibera el fetge (figura 23) i es colloca el
xenoempelt en posicié ortotopica. S'inicia I'implant per I'anastomosi de la vena Cava
Suprahepdtica mitjancant sutura continua aprofitant el punts fiadors que haviem collocat
préviament (Prolene™ 7/0) (figura 24). El segUent pas és I'anastomosi de la vena Porta per la
técnica del “cuff”. Hem de procurar de purgar tots els vasos per evitar embolies gasoses. La
fase anhepadtica no ha de superar els 20 minuts. Es desclampa la vena Porta i es reperfon el
fetge (figura 25). A continuacié s’anastomosa la vena Cava Inferior també per la técnica del
“cuff” (figura 26) i finalment la via biliar utilitzant Ia canula de polietile com a tutor. Es tanca la
laparotomia en dues capes amb sutura absorbible de 3/0. A continuacié administrem per la
vena dorsal del penis una solucié que consisteix en Tml de I'antibiodtic Ciprofloxacino (200U),

0.5ml de bicarbonat i Tml de Ringer lactat.
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Figura 20: Canulacié de la via biliar del donant.
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Figura 22: Col1ocacié dels cuffs a I'empelt hepdtic

Figura 23: Receptor un cop fret el seu organ

82



3. Material i metodes

Figura24: Anastomosi de la vena cava inferior suprahepatica.

Figura 25:Anastomosi de la vena cava infrahepdtica utilitzant un cuff.
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Figura 26: Referfusid de I'empelt.

Figura 27: Detall de I'empelt un com finalitzat el frasplantament.
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3.4 DISSENY EXPERIMENTAL

3.4.1 Disseny de l'estudi 1

En aquest estudi es van fer nou grups: grups control, grups d'allofrasplantament i de

xenofrasplantament. El fractament immunosupressor va ser igual en tots els grups

Grups control:
Grup 1: Rates Lewis control (n=7)
Grup 2: Rates Lewis control amb tractament immunosupressor (n=6)

Grup 3: Hamsters Golden Syrian control (n=6)

Grups d'al{otrasplantament hepatic ortotopic

Grup 4: rates Dark Agouti com a donants i rates Lewis com a receptors (n=6).

Sacrificades als 7 dies postrasplantament.

Grup 5: rates Dark Agouti com a donants i rates Lewis com a receptors (n=6).

Sacrificades als 30 dies postrasplantament.

Grup 6: rates Brown Norway com a donants i rates Lewis com a receptors (n=7).

Sacrificades als 100 dies postrasplantament.

Grups de xenotrasplantament hepdtic ortotdopic on en tots els grups els donants sén

hamsters Golden Syrian i els receptors rates de la soca Lewis:
Grup 7: sacrificades als 7 dies de la intervencid (n=6).
Grup 8: sacrificades als 30 dies de la intervencié (n=7).

Grup 9: sacrificades als 100 dies de la intervencié (n=6).
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Figura 28: Esquema dels grups experimentals i la immunosupressid que reben

Dies postrasplantament

0 +7 +30 +100
| | | |
LI 1 1
G1: Lewis control ‘ Sense immunosupressid
G2: Lewis control F ] ‘
G3: Hamster conirol‘ Sense immunosupressié ‘

G4: ATHO 7 dies 5
G5: ATHO 30 dies b
Gé: ATHO 100 dies I I
G7: XTHO 7 dies 5
G8: XTHO 30 dies b}

G9: XTHO 100 dies F | |

Hl MMF 50mg/Kg
1 FK506 0.5mg/Kg
1 FK506 0.2mg/Kg

3.4.2 Disseny de I'estudi 2.

En aquest estudi totfs els grups eren de xenotrasplantament hepdtic ortotdpic on el
donants eren hamsters Golden Syrian i els receptors rates de la soca Lewis. Tots els grups
reberen el mateix tractament immunosupressor perd es diferencien en si reben o no

I'antagonista del PAF UR-12670:

Grup A: No reben I'antagonista del PAF UR-12670(n=7).
Grup B: Reben I'antagonista del PAF UR-12670 durant els 7 primers dies (n=7 ).

Grup C: Reben I'antagonista del PAF UR-12670 de forma continuada,fins a la mort

de I'animal (n=6).
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Figura 29: Esquema dels grups experimentals de I'estudi 2 i el tractament farmacoldgic que reben.

Dies postrasplantament

0 +7 +30 Rebuig
| | | |
GRUP A
& 2

GRUP B ////////////////////////////////////////////4;4
GRUP C i i

] MMF25mg/Kg/dia
[ Tacrolimus 0,2 mg/Kg/dia
I UR12670 20mg/kg

3.5 OBTENCIO DE MOSTRES.

3.5.1 Obtencio de serum.

En ambdds estudis s'obtingueren mostres de serum de forma continuada fent
extraccions sanguinies per la vena de la cua. Es tallava I'extrem de la cua i es recollia la sang
amb Microtainers™ amb gel separador (Becton Dickinson). Es mantenien a 4°C un minim de 30
minuts i es centrifugaven a 8000g durant 10 minuts. El serum s'aliquotava i congelava a -80°C
fins al moment de la seva utilitzacié.

La pauta d'extraccions a I'estudi 1 va ser: al dia de la intervencid, el dia 7 després del
trasplantament, o el dia 7 després de I'inici de I'estudi en els grups control, el dia 15, el dia 30,
el 50, el dia 75i el dia 100 postrasplantament.

La pauta seguida a I'estudi 2 va ser: al dia del trasplantament, el dia 3 després de la
intervencid, el dia 7, el dia 15, el dia 30 postrasplantament i cada 10 dies fins la mort de

I'animal, que correspon amb el rebuig de I'drgan.
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3.5.2 Obtencié de sang total.

Les mostres de sang total s'obtenen en els animals de I'estudi 1. S'anestesiaren els
animals amb Isofluord i es practicd una laparotomia vertical, canulant I'artéria aorta amb un
Abbocath™ de 20G per tal de poder redlitzar I'extraccidé del volum idoni de sang total i sense

problemes de coagulacié .

La sang es reparti en tubs que contenien EDTA 3K* , per poder fer la valoracid de les
subpoblacions limfocitaries en sang periferica i realitzar els hemogrames, i dels hemogrames, i
amb tubs amb 100 ul de citrat a una concentracié del 3,2% on s'afegien 900 pl de sang total
per obtenir plasma i poder fer les determinacions de la cascada de la coagulacié que
contempla I'estudi 1. La sang amb EDTA 3K* es conservd a temperatura ambient fins al
moment de processar-la el mateix dia de I'extraccid. Les determinacions de les subpoblacions
limfocitaries i dels hemogrames es realitzaren el mateix dia. La fraccié de mostra destinada a
I'obtencié de plasma, després de ser degudament agitada amb suavitat, per tal d'evitar la
formacid de coaguls, es guardd com a minim una hora a 4°C. Després es centrifugava en fred
a 1000g durant 10 minuts. Es va separar el plasma i es va distribuir en aliquotes de 300ul i es va

mantenir a -80°C fins al moment de realitzar les diferents determinacions.

3.5.3 Obtencidé de mostres de teixit hepatic.

De cada empelt es recolliren mostres de teixit de dos punts diferents per realitzar I'estudi
histologic i les diferents tincions immunohistoquimiques, una mostra s'agafd del Iobul medial i
I'altra de I'hilium hepatic i es van fixar en formol al 10% per incloure-les en parafina. De
cadascuna d'aquestes parts també se'n va agafar una mostra per incloure-la amb OCT i
congelar-la amb nitrogen liquid i es guardaren a -80°C. La resta de I'empelt va ser congelat

directament amb nitrogen liquid.

3.6 ESTUDI HIsTOLOGIC.

Per tal de realitzar un exhaustiu estudi histologic realitzarem dues ticions diferents la
d’Hematoxilina-Eosina, per valorar I'estat de I'empelt, i la tricromica de Masson, per tal de

poder valorar millor la formacié de fibrosi.
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De cada mostra inclosa en parafina, tant de I'estudi 1 com de I'estudi 2, se'n van fer talls
de 3 um de gruix, es van desparafinar amb el protocol pertinent, i es van tenyir amb les dues

tincions citades.

Valordrem els pardmetres detallats a continuacié assignant-los-hi un nimero del 0 al 3
depenent del grau de la lesié tenint en compte que: 0 indicava abséncia, 1 lesié lleu, 2

moderada i 3 abundant.
Parametres valorats fixant-nos en diferents parts de I'empelt:

e Canvis portals i periportals o zona 1:

Infiltrat limfocitari portal

Infiltrat mixt (infiltrat limfocitari i de leucits polimorfonucleares).

Endotelitis

Infiltrat periportal

Proliferacié colangiolar
e Dany ductdl
e Canvis lobelars o zona 2:

e Infiltrat limfocitari

Infiltfrat mixt (infiltrat limfocitari i leucocits polimorfonuclears)

Necrosi hepatocitdria

Abséncia d’hepatocits

Hemorragia

Dilatacié sinusoidal

e Congestid sinusoidal
e Canvis centrelobel lars o zona 3:

Infiltrat limfocitari

Infiltfrat mixt (infiltrat limfocitari i leucocits polimorfonuclears)

Necrosi hepatocitdria

Abséncia d’hepatocits

Endotelitis
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e Fibrosi:
e Expansié fibrosa portal
e Ponts de fibrosi porto-portal

e Fibrosi porto-central

3.7 PROVES DE FUNCIO HEPATICA.

De totes les rates es van fer determinacions de fransaminases, Aspartat aminotransferasa
(AST) i de Alanina aminotrasferasa (ALT) i d'albumina en serum per métodes
espectrofotométrics (Laboratoris Echevarne, Barcelona). Aquestes determinacions es van fer
en mostres seriades. A I'estudi 1 els dies: 0, +7, +15, +30, +50, +75, +100 postrasplantament, i a
I'estudi 2 els dies: 0, 3, 7, 15, 30 després del trasplantament i cada deu dies fins la mort de

I'animal.

3.8 TINCIONS IMMUNOHISTOQUIMIQUES.

Les diferents tincions immunohistoquimiques tot i tenir passos comuns els protocols es van

haver d'adaptar a cadascun dels anticossos utilitzats.

3.8.1 Diposits d'anticossos IgM, IgG i molécula C3 del complement.

Varem utilitzar mostres congelades incloses en OCT i tallades a 5um de gruix. Es van fixar
amb acetona freda i es van incubar amb serum de cabra a temperatura ambient i després
amb I'anticds primari. Les mostres a les que es valoraven els dipdsits de IgM i de IgG es van
incubar 1 hora a temperatura ambient i a la foscor amb els corresponents anticossos primaris
monoclonals marcats amb fluorescéncia (anti IgM a una concentracié de 1:100 i anti IgG a
1:50) i a les que es valord els dipdsits de C3 la incubacié amb I'anticos primari era tota la nit

4°C a una concentracié de 1:400. Per aquesta determinacid, donat que utilitzrem un anticos
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primari sense marcar vam incubar les mostres amb un anticos secundari marcat amb
fluorescéncia a una concentracidé de 1:100. Per Ultim es van muntar les mostres amb medi de
muntatge per fluorescencia (DAKO, Glostrup, Alemanya). Es guardaren a -20°C preservades
de la llum fins al moment de la seva observacié amb el microscopi de fluorescencia utilitzant

els filtres pertinents en cada cas.
Els anticossos utilitzats van ser:

Per a la determinacid dels dipodsits de IgM: Mouse anti-rat IgM, clon MARM-4, marcat

amb ficoeritrina o bé amb FITC d'Immunotech, Marsella, Franca.

Per a la determinacié dels diposits de IgG: Mouse anti-rat IgG, clon MARG1-2, marcat

amb fiocianat de fluoresceina (FITC) d'Immunotech, Marsella, Franga.

Per a la determinacié de C3: Mouse anti-rat C3 i cel{ules reticulars, clon ED11de Serotec,
Oxford, UK, i com a anticds secundari Goat anti-mouse IgG marcat amb tiocianat de

fluoresceina, Jackson Immunoresearch, Baltimore PA.

Els resultats s’obtingueren de valorar cada mostra amb una escala del 0 al 3, on el 0 és

absencia, I'1 diposits lleus, el 2 dipdsits moderats i el 3 dipdsits abundants.

3.8.2 Determinacié de Cél {ules de Kupffer i Natural Killer.

Per aquesta valoracié també és van utilitzar mostres congelades, incloses en OCT,
tallades a 5pum de gruix. La fixacié va ser amb formol al 10% durant 10 minuts a temperatura
ambient. Vam bloqueijar les peroxidases enddgenes amb peroxid d'hidrogen al 3% durant 15
minuts (preparat amb una solucié de 70% PBS i 30% metanol). Aquest és un pas important ja
que el fetge és molt ric amb aquests enzims i ens podrien emmascarar el resultat ja que
I'anticos secundari estd marcat amb peroxidasa. Per tal d'evitar les unions inespecifiques dels
anticossos bloquejarem les mostres amb sérum de cabra durant una hora a temperatura
ambient. La incubacidé amb els anticossos primaris monoclonals va ser de tota la nit a 4°C, a
una concentracié de 1:100. Com a anticos secundari vam Uutilitzar-ne un de cabra dirigit
contra molécules IgG de ratoli marcat amb peroxidasa. Els resultats es van obtenir revelant les
preparacions amb Diaminobenzidina, DAB, i diferentciant-les amb hematoxiina de Harris
diluida.

Anticossos utilitzats:

Per a la determinacié de les céllules de Kupffer: mouse anti-rat macrophagues, clon ED2

de Labgen, Barcelona.
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Per a la determinacio de les cellules NK: mouse anti-rat CD161, clon 10/7, de Labgen,

Barcelona.

Com a anticds secundari: goat anti-mouse IgG marcat amb peroxidasa i absorbit per

rata, Labgen, Barcelona.

3.8.3 Determinacio de limfocits CD8* i CD45RC*.

Per tal de determinar aquest tipus de limfocits utilitzirem mostres incloses amb parafina
gue vam tallar a 3um de gruix. El pretractament utilitzat va ser amb calor i tampd citrat a pHé.
Un cop les mostres s’havien refredat bloguejdrem les peroxidases enddgenes amb peroxid
d'hidrogen al 3% durant 15 minuts (diluit amb PBS) i les unions inespecifiques les vam bloquejar
amb serum de cavall diluit 1/5. La incubacié amb els anticossos primaris es va realitzar tota la
nit a 4°C a una concentracié de 1:100 per a la determinacié de céllules CD8* i de 1:200 per a
la determinacié de céllules CD45RC+. Per tal d'amplificar el senyal vam utilitzar complexes
avidina-biotina, I'anticds secundari que utilitzarem era marcat amb biotina i posteriorment ho
vam incubar amb els complexes avidina-biotina, on la biofina va marcada amb peroxidasa.

Ho rebel {arem amb DAB i ho diferenciarem amb hematoxilina de Harris diluida.
Els anticossos utilitzats van ser:

Per determinar els limfocits CD8*: mouse anti-rat CD8, clon MRC OX-8, de Labgen,

Barcelona.

Per determinar els limfocits CD45RC*: mouse anti-rat CD45RC, clon MRC OX-22, de

Labgen, Barcelona.

Com a anticos secundari: Goat anti-mouse IgG marcat amb biotina, Kit ImmunoPure
ABC, Pierce, Rockford, IL, (USA).

3.8.4 Determinacio de cel {ules B.

Aquesta tincié immunohistoquimica també es va realitzar amb mostres incloses amb
parafina tallades a 3um de gruix. El pretractament utilitzat també va ser amb calor i amb
tampd citrat a pHé perd es va incrementar el temps d’'ebullicid. Un cop les mostres s'havien
refredat es bloquejaren les peroxidases endogenes. Les unions inespecifiques es van bloquejar
amb una solucié d'albumina serica bovina a I'1% durant 30 minuts a temperatura ambient i

fent un rentat rdpid abans de la incubacidé amb I'anticos primari que el prepardvem a una
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concentracid de 1:20. Després de la incubacid de tota la nit a 4°C s'atemperaven les mostres
més temps del que ho féeiem en un protocol estadndard, 1 hora. L'anticds secundari utilitzat en
aguest profocol, i que ens va servir per amplificar el senyal, anava dirigit conir
immunoglobulines de ratoli i portava associat un esquelet poliméric conjugat amb enzims
peroxidasa. Revelarem amb DAB i es van diferenciar les preparacions amb hematoxilina de

Harris diluida.
Els anticossos utilitzats van ser:

Anticos primari: mouse anti-ratCD45RA, clon OX-33, de Pharmingen, Heidelberg,

Alemanya.

Anticos secundari: EnVision™ anti-mouse, DAKO, Carpinteria, CA.

3.8.5 Determinacié de Macrofags.

Com en els protocols anteriors les mostres utilitzades eren incloses amb parafina i tallades
a 3um de gruix. El pretractament utilitzat en aquest cas també va ser amb calor perd amb
tampd EDTA 2Na* a pH 8. Un cop les mostres s’havien refredat es bloquejaven les peroxidases
endogenes amb peroxid d'hidrogen al 3% durant 15 minuts i les unions inespecifiques amb
serum de cabra diluit 1/5. La incubacié amb I'anticos primari a una concentracidé de 1:50, va
ser de tota la nit a 4°C. Com a anticos secundari es va utilitzar el mateix que per al marcatge
de céllules B, un anticos dirigit contra ratoli i associat a un polimer marcat a diferents punts
amb peroxidasa, que com en els protocols anteriors es rebella amb DAB i es diferencien les

mostres amb Hematoxilina de Harris diluida.
Anticossos ufilitzafts:
Anticos primari: mouse anti-rat macrofags i monocits, clon ED1, Serotec, Oxford, UK.

Anticos secundari: EnVision™ anti-mouse, DAKO, Carpinteria, CA.

3.8.6 Recompte de limfocits infilirants al teixit hepatic.

Per tal de comptar el nUmero de céliules infiltrants al parénquima hepdtic es van
comptar amb I'ajuda d'una reixeta i a 400 augments. Quan la distribucié de les celules a
comptar era uniforme es comptaven 10 camps de cada preparacid i expressdvem el resultat

en céldules/mm2. Quan valoravem céldules infiltrants als espais porta comptdavem de 8 a 10
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espais porta, sempre que era possible, i de cadascun 5 0 6 grups de 100 céllules o bé totes les
céldules quan els nombre de céllules infiltrants no era molt gran. De les céllules infiltrants es
comptava quantes eren positives i quantes negatives. Els resultats els expressavem amb

percentatges.

3.9 REALITZACIO D’'HEMOGRAMES.

Amb mostres de sang total amb EDTA 3K+, el mateix dia de la seva extraccid, es van
realitzar hemogrames de totes les rates contemplades a I'estudi 1. Es van dur a terme amb els
analitzadors automatitzats ABX Pentra-120 (Franca) del servei d'Hematologia de I'Hospital

Universitari de Bellvitge.

3.10 DETERMINACIO DE SUBPOBLACIONS LIMFOCITARIES EN SANG

PERIFERICA.

Aquesta técnica ens va permetre diferenciar diferents tipus de limfocits presents en sang
periférica. Ho vam aconseguir utilitzant tres anticossos a la vegada dirigits contra epitops
caracteristics dels diferents tipus de limfocits i amb cadascun dels anticossos marcats amb un

fluorocrom diferent.
Protocol:

Diluirem cadascun dels anticossos 1/4 i vam posar 5 pl de cadascun dels anticossos diluits
a cada mostra de sang periférica a valorar (50ul), la sang total es va extreure amb EDTA 3K+, el
mateix dia de la determinacié. S'agitd i es deixd incubant-se de 15 a 20 minuts a temperatura
ambient i preservant-no de la llum. Per tal d’eliminar els eritrocits s'afegi solucid lisant i s'incubd
durant 10 minuts, també protegint-ho de la llum. Posteriorment es rentd amb PBS i finalment es
resuspengueren les celules amb 200 ul de PBS i es va llegir en un citdometre de flux FacScan,

Becton Dickinson.
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Anticossos utilitzats, tots tres anticossos sén de Pharmingen, Heidelberg, Alemanya:
e  Mouse anti-ratCD3 marcat amb tiocianat de fluoresceina (FITC), clon G4.18
¢ Mouse anti-ratCD4 marcat amb Cy-Chrome, clon OX-35
¢ Mouse anti-ratCD45RC marcat amb ficoeritrina (PE), clon OX-22

Amb els anticossos utilitzats vam poder determinar les proporcions de: limfocits T totals,
limfocits T CD4*, limfocits T CD8*, Celdules B i NK. De les cellules CD4+ en podem distingir les
subpoblacions CD4*CD45RC+* o Th1 i CD4+*CD45RC- o Th2.

Per aconseguir aguestes determinacions primer vam seleccionar els limfocits presents a
la mostra diferenciant les cellules per mida i rugositat realitzant una gate posant la mida de les
céllules, Forward Scattering, a I'eix de les X i la rugositat, Side Scattering, a I'eix de les Y.
Coneixent les caracteristiques propies dels limfocits varem diferenciar-los dels altres tipus
céllulars. Un cop seleccionats vam fer un grdfic enfrontant FL1 (Flow laser 1), que llegeix la
fluorescéncia del FITC amb la que anava marcat I'anticos anti-CD3, i el FL3 que llegeix la
fluorescencia del CyChrome™, fluorocrom amb que anava marcat I'anticos anti-CD4. Amb
aquests grafics vam poder obtenir el nombre total de limfocits T, el de limfocits T CD4* els
limfocits T CD8*. Per poder obtenir la proporcid de celiules B i NK amb la seleccid feta amb
aquesta primera gate enfrontdrem els eixos del canal de fluorescencia corresponent a la
Ficoeritrina i el corresponent al FITC. Aixi doncs com que les céliules B i NK sén CD45RC+ i CD3-

vam poder determinar aquesta subpoblacio.

A continuacié vam realitzar una segona gate on I'eix de les X corresponia al canal de
fluorescéncia corresponent al FITC i el de les Y la seleccid per la rugositat de les célules, SSC
(Side Scattering) i vam seleccionar les céldules CD3*. Un cop seleccionades aquestes céelfules
vam enfrontar els eixos eren els corresponents al fluorocrom CyChrome™ a I'eix de les X i el
corresponent a la Ficoeritrina a I'eix de les Y ja que I'anticds que reconeix els CD4 va marcat
amb CyChrome™ i el que reconeix el CD45RC amb Ficoerittrina. Amb aquesta grdfica vam
obtenir les proporcions de limfocits T CD4*CD45RC+ o Th1 i els CD4CD45RC- o Th2.

Utilitzant els valors del nombre de limfocits totals obtinguts amb la realitzacid dels
hemogrames i el percentatge obtingut de la determinacid per citometria de flux vam poder
calcular els valors absoluts de les diferents subpoblacions limfocitdries: Céllules B i NK, limfocits
T, limfocits T CD8*, limfocits T CD4+, limfocits T CD4+*CD45RC+* o Th1 i limfocits T CD4+*CD45RC- o
Th2.
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3.11 VALORACIO DE DIFERENTS PARAMETRES DE LA CASCADA DE LA

COAGULACIO.

Amb les aliquotes de plasma es van valorar diferents pardmetres de la cascada de la
coagulacié com el temps de protrombina, el temps de tromboplastina parcial activada o
TTPA, I'antitrombinal lll, els factors Vi VIII, la proteina C i Si els complexes trombina-anritrombina
o complexes TAT. Tots aquests pardmetres menys els complexes TAT és van valorar amb
meétodes espectrofotometrics automatitzats al servei d'Hemostdsia de I'Hospital Universitari de
Bellvitge, utilitzant els kits de la casa comercial Instrumentation Laboratory IL, Mila, Italia. Els

complexes TAT es van valorar amb la técnica d'ELISA.

3.12 QUANTIFICACIO DE NIVELLS DE XENOANTICOSSOS EN SERUM.

Es van determinar els titols de xenoanticossos IgM i IgG especifics de hamster mitjancant
una técnica de citometria de flux que consisteix en enfrontar les mostres de serum a limfocits
de hdamster, que s'extreuen dels ganglis cervicals d'aquests animals, i marcar amb
fluorescéncia els anticossos que hi queden retinguts. Es van mesurar mostres seriades de serum

de les rates de I'estudi 2.
Protocol:

S'anestesiaren els hamsters i se'ls hi va exireure els ganglis cervicals i es van conservar
amb PBS. A continuacié es van exireure els limfocits infonent-hi PBS amb una xeringa amb una
agulla de25G. El PBS que conté els limfocits es recolli amb un pipeta Pasteur prou gran per no
trencar-los. Aquesta solucid es centrifugd i es rentaren les céldules tres cops amb PBS. Per
eliminar els eritrocits que haguessin pogut quedar en aguesta solucié es van incubar les
céllules amb solucié llisant durant 10 minuts. Després de dos rentats amb PBS, amb una
cambra de Neubauer es va comptar el nUmero de ceéllules que hi havia i s'agjustd la solucié a
una concentracié de 5x10¢ cel/ml. A continuacié s'incubaren 50ul (2,5x105 celfules) d'aquesta
solucié amb 50ul d'una dilucid 1/25 de cadascun dels serums a valorar (30 minuts a 4°C).
Després de rentar les céellules s'incubd amb els anticossos monoclonals anti IgM i anti IgG de
rata marcats amb fluorescéncia, 20 minuts a 4°C i preservats de la llum. Es feren els Ultims
rentats i es van resuspendre les céllules amb 200ul de PBS i s'analitzaren en un citometre de

flux FacScan, Becton Dickinson.
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Anticossos utilitzats:

Per a la determinacié de IgM: mouse anti-rat IgM F(ab’) marcat amb ficoeritrina (PE) de

Immunotech, Marsella, Franca.

Per a la determinacid de IgG: mouse anti-rat IgG (H+L) marcat amb tiocianat de

fluoresceina (FITC) de Immunotech, Marsella, Franca.

3.13 VALORACIO DE LA MOLECULA DEL COMPLEMENT C3 EN SERUM.

Per tal de dur a terme aquesta determinacié vam utilitzar la técnica anomenada

Rockett immunoelectrophoresis.

Vam preparar, per cada rata a determinar els nivells sérics de C3 un gel d'agarosa a
I'"1% al que just abans de posar-lo sobre un vidre, de 11 cm x 9 cm, li varem afegir I'anticos anti-
C3 (IgG goat anti-rat C3, Cappel, Organon Teknika Corp., West Chester, PA,USA) perquée
quedés a una concentracidé de 1: 375 i homogéeniament repartit. Un cop solidificat en un dels
extrems hi férem un pou per cada mostra a determinar. Varem carregar una mostra de serum
de la rata a determinar el dia 0 (abans del trasplantament), una de serum de hamster normal,
serums de diferents dies postrasplantament i sérum d'una rata normal a diferents dilucions per
tal de tenir una recta patrd. Vam fer correr el gel, aplicant un corrent electric de 80V, 20 hores
a 4°C. Posteriorment tenyirem els gels amb Blau de metilé i els vam eixugar aplicant aire

calent.

Els resultats els obtinguérem escanejant els gels i mesurant la distancia del centre del pou
de carrega fins a I'extrem del rockett. La llargada del rockett és un indicador de la quantitat
d'antigen, en aquest cas de C3. Cadascun dels resultats obtinguts s'extrapolava amb la recta
obtinguda en cada placa amb els valors de les diferents dilucions del sérum control. Aixi doncs
els valors obtinguts eren quantitat de la molécula del complement en serum en comparacié a

la quantitat que presenta una rata normal.

Donat que no totes les rectes patrd es van poder fer amb el serum de la mateixa rata i
eliminar les petites variacions de cada electroforesi, per tal de poder comparar els resultats

vam calcular els valors relatius considerant 1 el valor del dia 0 de cada animal.
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3.14 DETERMINACIO ANTIGENICA DELS ANTICOSSOS.

3.14.1 Immunoblot.

Hem utilitzat la técnica d'immunoblot per tal d'intentar determinar si els anticossos
antihdmster que veiem en sérum anaven tots dirigits contra el mateix antigen o bé tenien
diferent especificitat antigenica. Es fransfereixen a una memlbrana les proteines de membrana
dillades d'un homogenat de fetge de hamster normal i s'hi enfronta serum de diferents dies

postrasplantament.
Protocol d’extraccid de proteines de membrana de céllules hepatcitdries:

Damunt de gel i utilitzant un potter vam preparar un homogenat amb fetge de rata
normal de la soca Lewis (tampd d’homogenitzacid: Tris HClI 10mM, Sacarosa 0,25M, Aprotinina
Tug/ml PMSF 50 ug/mil). Per tal de separar les proteines de membrana primer vam trencar les
membranes cellulars amb tampd de lisi (TRIS 25 mM, EDTA 2,5 mM, Na Cl 50 mM, Deoxicolat
Na 12 mM, Aprotinina 1 ug/ml, PMSF 50 ng/ml) i ho vam centrifugar a 3000g 10 minuts a 4°C i
ens queddarem amb el sobrenedant ja que era la fraccid que contenia el citosol i la
membrana. Després es va fer una segona centrifugacid, aquest cop a 20000g a 4°C durant 30
minuts. D'aquesta centrifugacid en varem reservar el pellet que el vam resuspendre amb 3ml
de tampd de lisi (25mM Tris HCI pH<7.5, 2.5mM EDTA, 50mM NaCl, 12mM Sodium
Deoxycholate, Tug/ml Aprotinin, 50 pg/ml PMSF). Després de centrifugar a 11200g durant 30
minuts a 4°C el sobrenedant, enriquit amb proteines de membrana va ser aliquotat i guardat a

-80°C fins al dia de la seva utilitzacio.
Protocol de I'immunoblot:

L'extracte de proteines de membrana de cellules hepatocitdries va ser sotmés a una
electroforesi SDS-PAGE amb un gel d'acrilamida del 12,5% (37,5:1 mono:bis-acrilamida). Les
proteines van ser transferides a una membrana de polivinil: polyvinylidene fluoride, Immobilon-
P Milipore, amb el sistema Trans-Blot semidry blotting, Biorad (15 V 30 minuts). Préviament a la
incubacié amb els serums de les rates trasplantades es van incubar tires de membrana amb
tampd de blogueig (Tween 20 0.05%, BSA 1%, PBS pH 7.2) durant 1 hora a temperatura
ambient damunt d'una plataforma d'agitacié. Després es van incubar les diferents tires amb
els serums de rata diluides 1:150 en tampd de blogqueig durant 1 hora a temperatura ambient,
també en agitacié. Després de rentats amb PBS vam incubar amb I'anticds secundari mouse
anti-rat IgM marcat amb fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch, Baltimore PA, USA) a

una concentracié de 1:5000. La visualitzacié dels anticossos retinguts a les proteines es va dur
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a terme incubant les tires de membrana amb la soluci® amb el substrat 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-phosphate / nitroblue tetrazolium phosphatase (BCIP-NBT) (Sigma, Alcobendas, Madrid).

3.14.2 Immunohistoquimica indirecta.

Per tal de veure la localitzacié dels antigens contra els que anaven dirigits aquests
xenoanticossos varem enfrontar serum de diferents dies postrasplantament de rates de I'estudi
1 a talls de fetge de hdmster control. Per intentar esbrinar si eren anticossos especifics
d'especie o d'alguna moléecula especifica del fetge vam dur a terme el mateix procés amb
mostres d'esofag de mona i de hamster, mostres de xenoempelt cardiac de hamster i amb

talls de fetge de rata Lewis control.

Vam fer talls de 5um de gruix de mostres de teixit hepdtic de hdmster normal
congelades incloses en OCT. Aquests talls els vam incubar durant una hora a temperatura
ambient amb serum de rata de diferents dies postrasplantament. Per veure on havien quedat
retinguts els xenoanticossos varem incubar les mostres amb un segon anticos dirigit contra les
IgM de rata i marcat amb fluorescéncia, amb ficoeritrina concretament (Goat anti-rat IgM,
clon MARM-4 de Immunotech, Marsella, Franca) durant 30 minuts protegint-ho de la llum.
Després de muntar-ho amb medi de muntatge per fluorescencia ho vam observar al

microscopi de fluorescéncia.

3.15 METODOLOGIA ESTADISTICA.

L'andlisi estadistica s’ha fet amb el paquet estadistic SPSS versid 10.0.

Totes les dades s'han expressat com a mediana. Per tal de veure si existien diferéncies
entre grups es va utilitzar el test de Kruskall Wallis, que es va considerar positiu amb p<0,05. Tots
els pardmetres que presentaven diferéncies entre grups aplicant aquest test es van analitzar
amb el test no paramétric per dues mostres independents U de Mann Withney, igual que
I'anterior vam considerar que presentaven diferéncies estadisticament significatives quan la
p<0,05.
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