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4. Resultats

4.1 RESULTATS DE L'ESTUDI 1.

Mitjancant la pauta immunosupressora adminisfrada en aquest estudi, Micofenolat
Mofetil i Tacrolimus, hem aconseguit supervivéncies de fins a 100 dies en combinacions
d'alfotrasplantament i de xenotrasplantament tal i com haviem previst en el plantejament de
I'estudi. Cal remarcar que la idea inicial de I'estudi era dur a terme tofs els grups
d'allotrasplantament amb la mateixa combinaci® de soques. En el grup 5, rates
allotrasplantades amb la combinacié de soques de Dark Agouti a Lewis sacrificades als 30
dies, vam observar alguns problemes d’ictericia i algun empelt tenia alguna zona de I'empelt
necrotic tot i que la resta de I'empelt no mostrava signes de rebuig. Al iniciar el grup de 100
dies vam comprovar que amb aguesta combinacié de soques amb el tractament
immunosupressor administrat no aconseguiem frenar I'aparicié del rebuig. Ens vam plantejar
dues alternatives o bé canviar la combinacié de soques o bé canviar el tractament
immunosupressor. Donat que en els grups de xenotrasplantament no estdvem experimentant
cap ftipus de problema i era el centre del nostre estudi vam decidir de canviar a una

combinacié de soques menys agressiva, la combinacié Brown Norway-Lewis i contfinuar
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administrant la matfeixa pauta immunosupressora, que va ser suficient per aconseguir

supervivencies de 100 dies.

4.1.1 Estudi histologic.

Mitjancant la tincié d'hematoxilina-eosina vam poder comprovar I'estat de I'empelt de
cadascun dels grups de I'estudi. Als grups d'al lotrasplantament (figura 30) vam observar com
al dia 7 postrasplantament els empelts presentaven un aspecte prdacticament normal, sense
infiltrats inflamatoris als espais porta ni al lobulet hepdtic, sense dany ductal ni endotelitis. No
s'observa  dilatacid ni congestid  sinusoidal. Unicament presentaven una  proliferacié
colangiolar periportal  lleu que no desestructurava el  parenguima. Al grup
d'allotrasplantament als 30 dies el canvi que s'observava era proliferacié colangiolar
moderada, acompanyada d'un increment de la fibrosis i d'un inici de desestructuracid del
parénguima hepdtic. En canvi al grup 6, als 100 dies postrasplantament, la proliferacid
colangiolar va augmentar considerablement podent-se valorar com a severa acompanyada
per fibrosi i fent-se evident una desestructuracid del parénguima. No s’observava colestasis

canalicular ni lesions dels ductes biliars primairis.

En referéncia als grups de xenotrasplantament (figura 31) no s'observd en cap cas
endotelitis a les venes portals ni centrolobulillars ni lesions als conductes biliars primaris. No es
van identificar lesions d'isquémia. Al grup 7 calia destacar un infiltrat inflamatori per céldules
mononucleades moderat en la majoria dels espais porta sense sobrepassar la seva drea
limitant. Estava constituit per limfocits activats i per limfocits madurs, sense celdules
polimorfonucleades ni célules plasmatiques. Els limfocits activats és caracteritzen per ser més
grans, amb la cromatina laxa i amb un o més nucleols clarament visibles. Aquest infiltrat es
veié disminuit als 30 dies postrasplantament. Als 100 dies el parénquima presenta un aspecte
totalment conservat, només en destacdvem proliferacié colangiolar lleu i infiltrat molt lleuger
per limfocits no activats, que presenten un nucli amb la cromatina condensada i per tant sén

més petits i amb un color blau més intens.
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Figura 30: Mostra I'estat dels al loempelts als diferents dies postrasplantament: als 7 dies presenten un estat conservat i
s'inicia la proliferacié colangiolar (A: 50x; B: 650x); als 30 dies, s'observa un increment de la proliferacié colangiolar (C:

50x, D: 200x); als 100 dies hi ha una abundant proliferacié colangiolar arribant a desestructurar | parénquima (E: 50x, F:

200x).

105



4. Resultats

Figura 31: Mostra I'estat dels xenoempelts als diferents dies postrasplantament: als 7 dies postrasplantament observem

el parenquima hepdtic molt ben conservat i només en destaquem infiltrats moderats als espais porta (A: 50x, B: 200x),

progressivament els infilirats van disminuint arribant a ser molt reduits al dia 100 postrasplantament. El parénquima
confinua molt ben preservat. (30 dies: C,50x; D, 400x; 100 dies: E: 50x; F: 400x).
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4.1.2 Proves de funcié hepatica.

La majoria de les determinacions de fransaminases, AST i ALT, mesurades a diferents dies
postrasplantament (taula 2) es trobaren dins el rang de valors normals en rata malgrat que en
vam poder observar alguns, dels grups d’alotrasplantament, un mica més alts perd en cap
cas es van considerar indicadors d'una disfuncié hepdtica si tenim en compte que el rang de
valors normals de transaminases en rata i hdmster que vam obtenir al nostre laboratori sén els

que podem observar a la taula seguent (faula 1):

Taula 1: Nivells sérics de transaminases i albUmina de rates Lewis i Hamsters control.

Valors expressats en medianes. Unitats de ALTi AST: Ul/l'i de I'albumina g/I .

ALT AST AlbUmina
Rata control 45 -57 93 - 131 36-42
Hdamster control 100-117 115-220 33-37

Taula 2: Nivells sérics de transaminases, ALT i AST, dels grups d'al lofrasplantament i

xenofrasplantament. Valors expressats en medianes. Unitats de ALT i AST: Ul/I.

Al {otrasplantament Xenotrasplantament

7 dies 30 dies 100 dies 7 dies 30dies 100 dies

ALT dia 0 43 46,5 44 48 49,5 40,5
ALT dia +7 63,5 157.5 23 43 40 63
ALT dia +15 - 42 52 - 51,5 58,5
ALT dia +30 - 48 51 - 62 68
ALT dia +50 - - 42 - - 75,5
ALT dia +75 - - 32 - - 72
ALT dia +100 - - 22,5 - - 35
AST dia 0 81 75 79 84 87 82,5
AST dia +7 142,5 235 76 113,5 120 21,5
AST dia +15 - 199 136 - 128 109
AST dia +30 - 143 224 - 100 148
AST dia +50 - - 186 - - 94,5
AST dia +75 - - 173,5 - - 115
AST dia +100 - - 80 - - 58
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D'altra banda s'observaren els nivells serics d'albUmina (g/l), que eren en tots els casos,
significativament inferiors als valors del grup de rates Lewis control amb immunosupressid i que
els de hamster normal tal i com ho podem observar a la taula 3. Cal remarcar que eren valors
estables, fet que ens feu descartar una disfuncid hepdtica. Aguesta disminucié era més
acusada en els grups de xenotrasplantament i es reflectia en les diferéncies estadistiques que

es van trobar.

Taula 3: Nivells sérics d'albumina dels grups d'al lotrasplantament i xenotrasplantament, expressat

amb la mediana de cada grup, unitats: g/I.

Al fotrasplantament Xenotrasplantament

7 dies* 30dies® 100 dies’ 7 dies’ 30 dies® 100 dies®

Albumina dia 0 43,5 42 43 42 41,5 44
AlbGmina dia +7 32,5 34 33 24* 30** 27 ,5%**
AlbUmina dia +15 - 30 35 - 27%* DG**
AlbUmina dia +30 - 22,5 37 - 23 26%**
AlbGmina dia +50 - - 35 ; i 04, 5k
AlbUmina dia +75 - - 34 . _ 0g***
AlbUmina dia +100 - - 30 - _ D3k

Test estadistic: U Mat-Whitney
‘p<0,05 tofts els grups respecte els control amb immunosupressié
*p<0,05 Al 1o 7 dies vs Xeno 7 dies

**p<0,05 Al1o 30 dies vs Xeno 30 dies
***#5<0,05 Al 1o 100 dies vs Xeno 100 dies

4.1.3 Estudi immunohistoquic.

Per tal de valorar les tincions immunohistoquimiques vam diferenciar entre I'infiltrat
limfocitari a la zona del parenquima hepdtic i als espais porta. Els resultats obtinguts de les
tincions immunohistoquimiques els podem observar a la figura 32. En els grups control les
mostres no presentaven cap tipus de marcatge limfocitari. En els grups d’al{ofrasplantament
els infiltrats al parenguima hepdtic eren molt lleus i de morfologia propia de limfocits inactivats,
amb la cromatina condensada, i no presentaven diferéncies entre els tres grups en cap dels
anticossos utilitzats (figures 32, 33 i 34). En els grups de xenofrasplantament els infiltrats al

parénqguima (figura 32) eren superiors als dels grups d'aldotrasplantament, alguns estaven
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activats i altres presentaven la morfologia tipica de limfocits inactivats. Presentaven més
céllules B i limfocits CD45RC* que infiltraven al parenquima, que es van mantenir similars als
tres grups de xenotrasplantament. La quantitat de céllules CD8* incrementaren a mesura que
passd el temps, als set dies del trasplantament tenien quantitats equivalents a les dels tres
grups d'aldotrasplantament i al dia 30 i 100 presentaven un increment estadisticament
significatiu. Pel que fa als infiltrats de limfocits CD4+ eren significativament superiors als grups de
xenotrasplantament que als d'al{ofrasplantament i els dies +30 i +100 la quantitat de céelules
d'aquesta subpoblacié limfocitdria era superior a les del dia +7 presentant diferéncies
estadistiques. Cal remarcar que malgrat haver caracteritzat els limfocits, la quantitat de
céllules infiltrants al parénquima eren molt poques; en estudis de rebuig es parla de quantitats
de fins a 4000 cel/mm?2 als espais porta22¢, En els espais porta de les mostres del dia 7 i 30
postrasplantament, l'infilirat limfocitari era moderat i lleu respectivament i observarem una
disminucidé progressiva de la quantitat d'infilirats sent prdacticament inexistents al dia 100
després de la intervencid quirlrgica. Tanmateix, en els espais portals no observarem un canvi
en les proporcions de cadascun dels tfipus de limfocits valorats: limfocits T CD8*, limfocits
CD45RCH, limfocits CD4+ i céldules B (figura 35).

Figura 32: Mediana dels diferents subftipus d'infiltrats limfocitaris al parénquima hepatic

expressat en cellules/mm2.
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Figura 33: Marcatge de diferents subpoblacions limfocitaries infiltrants als alloempelts(x100). Limfocits CD45RC+: A, 7

dies postrasplantament; B, 30 dies postrasplantament. Céldules CD8+*: C, 7 dies postrasplantament; D, 30 dies
postrasplantament. Céllules CD4+: E, 7 dies postrasplantament; F, 30 dies postrasplantament.
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Figura 34: Marcatge de diferents subpoblacions limfocitaries infiltrants als al{oempelts (x100). A, Limfocits CD45RC+; B,
Ceéldules NK; C, Céllules CD8*. D, Macrofags ED1+; E, Céllules CD4+.
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Figura 35: Marcatge de diferents subpoblacions

limfocitaries infiltrants als xenoempelts(x100).

Céliules B: A, 7 dies posTx; B, 30 dies posTx; C, 100 dies
posTx. Macrofags ED1+: D, 7 dies posTX; Limfocits
CD45RC*: E, 7 dies posTx; F, 30 dies posTX, G, 100 dies
posTx. Célules NK: H, 100 dies posTx. Limfocits CD8*: I, 7
dies posTX; J, 30 dies posTx; K, 100 dies posTx. Limfocits
CD4+: L, 7 dies posTx, LL, 30 dies posTx, M, 100 dies posTx.
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4.1.4 Subpoblacions limfocitaries en sang perifeérica.

L'estudi de les subpoblacions limfocitaries en sang periférica que hem realitzat
mitjancant citometria de flux i marcatge triple ens permet valorar les diferents subpoblacions
de céliules T perd no ens permet diferenciar entre la subpoblacié de limfocits B i de céellules
Natural Killer (NK). Les celiules NK han estat relacionades amb el rebuig xenogénic entre
espécies discordants32 i en combinacions concordants utilitzant rates atimiquesss; en estudis
realitzats pel nostre grup?’ i en altres duts a terme per alfres autors, tant en situacions de rebuig
com en situacions estables, no hem observat la preséncia de céllules NK en l'infiltrat dels
xenoempelts hepdtics; S. Brouard et al. en xenotrasplantament cardiac amb la mateixa
combinacid, va descriure que la proporcid de céllules NK que participaven en aguest model
era reduidass227, Aixi doncs pensem que la proporcid de cellules NK que queden dins

d'aguest compartiment sén poques.

Els resultats obtinguts ens mostraren com la immunosupressié administrada produia
canvis estadisticament significatius en la proporcid de limfocits T CD8* (taula 4). Com a
conseqUéncia observarem una de limfocits CD4*+/CD8* significativament superior que el de les
rates control sense immunosupressid (figura 36). Per aquest motiu es van fer la resta de

comparacions dels diferents grups respecte aquest grup control amb immunosupressié.

Taula 4 : Mediana dels resultats obtinguts de les mostres dels grups controls amb i sense immunosupressio.

% CD3* % CD4* 7% CD8* % CelBiNK CD4*/CD8*

Rates Lewis control 66 49 19 34 2.7

Rates Lewis control amb
i 65 50,5 14,5% 35 3.4*
immunosupressio

*0<0,05, test estadistic: U Mann-Whitney
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Figura 36: Representacid grafica de les subpoblacions limfocitdries obtinguda

per citometria de flux d'una rata del grup control sense immunosupressié.
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No vam observar diferencies estadistiques en cap dels tres grups d'allotrasplantament
hepadtic ortotopic comparant-los amb el grup control amb immunosupressidé (taula 5) tot i que
el grup de 100 dies postrasplantament presentava una acusada tendéncia a un augment de
cellules BiNK (35% vs 61% de mediana) en detriment de la proporcid de limfocits T (65% vs 39%
de mediana). En relacid als limfocits T CD4+ i CD8* s'observaren canvis en les seves proporcions
sense arribar a ser significatius tal i com ho podem observar a la taula 5. Comparant els tres
punts de I'estudi entre ells (7, 30 i 100 dies), dels grups d'al lofrasplantament, no vam observar

diferéncies estadisticament significatives (figures 37, 38 i 39).

En els grups de xenotrasplantament vam poder observar un comportament diferent. El

grup de 7 dies després del trasplantament presentava diferencies significatives respecte les
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rates control amb immunosupressid en les proporcions de les diferents subpoblacions; va
disminuir la proporcié de céldules B i NK i va incrementar la proporcié de celdules T i dins
d’aquestes segones també van canviar les proporcions de célfules CD4* i de les celules CD8*
(figura 37). El grup de 30 dies recuperd proporcions molt similars a les del grup 2 (figura 38). El
grup d'estudi als 100 dies del trasplantament presentava un altre cop diferencies significatives
en totes les subpoblacions estudiades en relacié al grup control amb immunosupressio, perd
aqguest grup mostrava unes proporcions totalment inverses a les observades el dia 7
postrasplantament (figura 39). Aixi doncs la subpoblacié de limfocits B havia incrementat
considerablement en detriment dels limfocits T en relacid als controls immunosuprimits. Les dues
subpoblacions de cellules T també presentaven proporcions diferents, mostrant una
disminucié tant de célilules T CD4+* com de céllules T CD8*. Aixi doncs observarem que els
grups de xenotrasplantament presentaven caracteristiques molt diferents a cada punt de
I'estudi: als primers dies postrasplantament hi havia un increment de ceélilules T que
progressivament va anar disminuint, arrivant-se a invertir les proporcions de limfocits B-NK i

cellules T als 100 dies de la intervencio.

Taula 5: mediana del % de les diferents subpoblacions limfocitaries presents en sang periférica:

% Limf. B-NK % Limf.T  %Limf.TCD4* % Limf.T CD8* Ratio CD4*/CD8*

Ctrl immunsup 35 65 50,5 14,5 3,4
Alio 7 dies 28+ 72 52,5 19 2,8
Alio 30 dies 29 71 54 16 3

Alio 100 dies 61 39 30 9 3.3
Xeno 7 dies 20" 80% 62,5 16,5t 3.7
Xeno 30 dies 39 61 45" 16 3

Xeno 100 dies 58t 421 33t AN 2,8

Test estadistic U de Mann-Whitney:

t  p<0,05respecte grup control amb immunosupressié.
* p<0,05 Xeno 7 dies vs Xeno 30 dies.
p<0,05 Xeno 30 dies vs Xeno 100 dies.
™ p<0,05 Xeno 7 dies vs Xeno 100 dies.
# p<0,05 Alllo 7 dies vs Xeno 7 dies.
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Figura 37: Representacié grafica de les subpoblacions limfocitaries obtinguda per citometria de flux als 7 dies

postrasplantament. A: rata al lofrasplantada. B: rata xenotrasplantada.
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Figura 38: Representacié grafica de les subpoblacions limfocitaries obtinguda per citometria de flux als 30 dies

postrasplantament. A: rata al lofrasplantada. B: rata xenotrasplantada.
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Figura 39: Representacié grafica de les subpoblacions limfocitdries obtinguda per citometria de flux als 100 dies

postrasplantament. A: rata al lofrasplantada. B: rata xenotrasplantada.
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Els resultats dels hemogrames ens mostraren uns valors de limfocits sense diferencies
significatives entre els diferents grups de I'estudi. Aquest fet ens va portar a poder extrapolar
gue les diferéncies trobades en la valoracié de les proporcions de cada subpoblacié

limfocitdaria es van convertir en diferéncies dels valors absoluts dels diferents tipus de limfocits.

Amb la utilitzacié dels valors de limfocits totals obtinguts amb la realitzacié dels
hemogrames varem obtenir els valors del nombre total de limfocits de cadascuna de les
diferents subpoblacions tal i com podem observar a la taula adjunta (taula 6). Amb els valors
gue hi sén detallats podem veure un increment de céldules B als 100 dies de la intervencié

quirdrgica, tant en trasplantaments dins la mateixa especie com en xenotrasplantament.

Taula é: Mediana dels resultats del calcul del nUmero total de céllules de cadascuna de les subpoblacins

limfocitdaries.
N°Limfocits Limf. B-NK* Limf. T Cel.T CD4* Cel.T CD8* Ratio CD4'/CD8*

Ctrl immunsup 33,9 108 12,3 108 21,6 108 16,7 108 4,91 108 3.40
Alio 7 dies 22,1 108 8,69 108 14,4108 10,6 108 3.82 108 2,83
Al 1o 30 dies 20,5108 6,00 108°* 16,8 108 12,3108 4,51 108 3
Alio 100 dies 50,4 108 31,6 108 24,1 108 18,9 108 5,21 108 3
Xeno 7 dies 26,5108 4,89 108* 21,6 108 17,3108 4,27 108 3.78
Xeno 30 dies 27,0 108 11,1 108 16,2 108 12,6 108 3,81 108 3,05
Xeno 100 dies 44,9 108 24,2 108%** 20,7 108 16,6 108 4,04 108 2,83
Test de Kruskall Wallis

1p<0,05.

Test estadistic U Mann-Whitney:
**p< 0,05 grup Al o 30 dies vs Allo 100 dies.
*p< 0,05 grup xeno 7 dies vs xeno 30 dies.
**p< 0,05 grup xeno 30 dies vs xeno 100 dies.
**kn< 0,05 grup xeno 7 dies vs xeno 100 dies.
*p< 0,05 grup Alo 30 dies vs xeno 30 dies.
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Figura 40: Mediana de les diferents subpoblacions limfocitaries en sang periferica

en grups d’al {otrasplantament i xenotfrasplantament.
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Amb la utilitzacié de I'anticos anti-rat CD45RC-PE vam poder valorar les subpoblacions
de limfocits T CD4+ CD45RC+ (Th1) i els limfocits T CD4* CD45RC- (Th2). Comparant el grup de
rates control sense immunosupressid amb les que en van rebre observarem diferencies
significatives (p<0,05) en ambdues poblacions de céllules, CD4+ CD45RC*: 65,27% vs 70,44 % i
en la subpoblacié de CD4* CD45RC-: 36,11% vs 29,55% (taula 7). Aixi doncs, un cop més, vam
fer les comparacions dels grups de trasplantfament amb aquest segon grup amb

immunosupressio.

Comparant el grup d'al{ofrasplantament als 100 dies amb el de rates control amb
immunosupressid veiérem que les proporcions de les dues subpoblacions s'havien invertit
totalment (figures 40, 41 i 43). Les proporcions de limfocits CD4*Th1 i Th2 del grup de 100 dies

postrasplantament eren 38,1% i 61,9% respectivament (taules 7 i 8).
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Figura 41: Representacié grafica de les subpoblacions limfocitaries CD45RC+/CD45RC- obtinguda per citometria de

flux. A: rata control. Rates al lofrasplantades, B: 7 dies posTx, C: 30 dies posTx, D: 100 dies posTx.

A : -
- CD4+CD45RC- CD4+CD45RC*
o %]
E o |
v -
g 7
38 g "
ES <L ]
g - &
@3 = CD4+CD45RCH
e} =
i =1D4-CD45RC
Z-
= 273
g o]
~ CD8CD45RC
= o N =
100 T T 1 100 0t 10° 10’ 10¢ 10 10
FL1-CD3 FITC FL2-CD45RC PE FL2-CD45RC PE
B 2 - 2
D4+CD45RC CD4+CD45RC*
= %
g o
i
8_
z2
2 . " CD4+CDA5RC*
T n Euw ]
* = -
fa - o
w% -]
-] T LD4+CDASRC
. © CD8CD45RC*

10! 10 10 E 104 10! 10 10 10

10 10 10 10 10
FL1-CD3 FITC FL2-CD45RC PE FL2-CD45RC PE
c s
D4+CD45R CD4+CD45RC*
- %4
g o
L
o
-‘%8 Tey 2,
£ -t g2
Bea = S
wg
=] CD4+CD45RC*
g = CDBICDASRE: | o PHCDAORT
i I3 P T AR ] 4 T 1 z 3 ]
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FL1-CD3 FITC FL2-CDA5RC PE FL2-CD45RC PE
D & E 3
= D4-CD45RCF CD4-CDA45RC-
R_
g ]
8_
£2
b= "
3 EE S
Ba ~ S
U'J% 9_
= 21 DACDASRC™  (pscpasree
& CD8*CD45RCY| ]
- 10 10° 1 Demn. ) 10! ) '1-0'2 ) 10 10t g 10! e 10% 10
FL1-CD3 FITC FL2-CD45RC PE FL2-CD45RC PE

D'altra banda en el grup de xenotrasplantament als 100 dies, tal i com veiem a la faula
adjunta (taula 7) i a les figures 42 i 43, presenten proporcions molt similars les dues
subpoblacions i ambdds valors amb diferéncies estadisticament significatives respecte el grup
control amb immunosupressid. Agquesta observacié es va confirmar amb la obtencié dels

valors absoluts calculats a partir dels valors de limfocits obtinguts amb la realitzacié dels
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hemogrames (taula 8). Aixi doncs tant en allotrasplantament com en xenotrasplantament

véiem que als 100 dies de la intervencié hi ha una davallada dels limfocits T CD4* CD45RCHi un

increment dels limfocits T CD4+* CD45RC-.

Figura 42: Representacié grafica de les subpoblacions limfocitaries CD45RC+/CD45RC- obtinguda per citometria de

flux. Rates xenofrasplantades, A: 7 dies posTx, B: 30 dies posTx, C: 100 dies posTx.
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Taula 7: Mediana del % de céldules CD3 que sén CD4+ CD45 RC+ o Th1 i CD4+ CD45 RC-0 Th2:

% CD4*CD45RC* % CD4*CD45RC-  Ratio %CD4'CD45RC*/ 7% CD4'CD45RC-

Ctrl immunsupr 70,4 29.5 0,42
Alio 7 dies 67,3% 32,6% 0,48
Alio 30 dies 74,3## 25,6%# 0,34
Alio 100 dies 38,1% 61,9* 0.82
Xeno 7 dies 71,3 31,6 0.45
Xeno 30 dies 77,82% 22,1* 0,28**
Xeno 100 dies 54,4%* 45, 4% 0,83***

Test estadistic U Mann Whitney:

*  p<0,05respecte grup control amb immunosupressié
#  p<0.05allo 7 dies vs al1o 100 dies

## p<0,05 al-lo 30 dies vs al-lo 100 dies

*  p<0,05xeno 30 dies vs xeno 100 dies

p< 0,05 xeno 7 dies vs xeno 100 dies

..

Figura 43: Mediana del % de céllules de les subpoblacions limfocitaries CD4+ CD45RC* o
Th1 i CD4+* CD45RC- o Th2 en sang periférica.
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Taula 8: Mediana dels valors absoluts dels limfocits T CD4+ Th1 i Th2:

CD4*CD45RC+ CD4*CD45RC-

Cirl immunsupr 12,2108 4,87 108
Al o 7 dies 74108 3,18 108
Alio 30 dies 10,3 108 2,35 108#
Al o 100 dies 7,19 108 9,68 108*
Xeno 7 dies 12,1 108 4,68 108
Xeno 30 dies 3,78 108* 1,10 108*
Xeno 100 dies 9,29108 7,44 108

Test estadistic U Mann Whitney:

*  p<0,05respecte grup control amb immunosupressid
#  p<0,05 allo 30 dies vs al-lo 100 dies

p< 0,05 xeno 7 dies vs xeno 30 dies

p< 0,05 xeno 30 dies vs xeno 100 dies

4.1.5 Canvis de la cascada de la coagulacié.

4.1.5.1 Temps de protrombina.

Aquest parametre (figura 44) ens déna una visid general del funcionament de la via
extrinseca de la coagulacié. Vam poder observar que els valors basals de la soca de rates
receptora, Lewis, i els de hdmster sén molt dispars, presentaven diferéncies estadistiques
significatives (taula 10). En relacié als grups de trasplantament veiérem que els tres grups
d'alotrasplantament tenien un temps de protrombina més llarg que el de les rates control i els
grups de xenoftrasplantament presentaven uns valors de temps de protfrombina molt més
baixos que els de les rates control. Aquests valors eren molt més semblants als que presentaven
els hamsters, i no s’observaren diferencies estadistiques entre els valors de cap dels grups de
xenotrasplantament i els valors basals dels hdamsters, mentre que tots els grups
d'alfotrasplantament presentaven diferéncies estadisticament significatives respecte els valors

normals en rata. Aquestes diferéncies ja eren presents el dia 7 després del trasplantament.
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Figura 44: Temps de protrombina expressada en segons.
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4.1.5.2 Temps de tromboplastina parcial activada o TTPA.

Aquest parametre mostra una visid general de la via intrinseca de la coagulacié. Tal i
com ho podem veure a la taula 10 els valors normals de hamster i els de rata presentaren
diferéncies estadistiques. A la figura 45 es mostra que els tres grups d'alotrasplantament
presentaren valors més semblants als de la especie donant (rata). Aixi mateix, els tres grups de
xenotrasplantament presentaren uns valors similars als de hamster, i per tant més elevats que

els de les rates control i que els de les rates al lotrasplantades.

4.1.5.3 Factor V.

Aquest factor (figura 46) de sintesi hepdtica es trobd en valors similars en plasma de rata
i de hamster: 4,44 Ul/ml de mediana en la rata i 3,79 Ul/ml en els hamsters. Els grups
d'allotrasplantament presentaven nivells plasmatics significativament inferiors als de rata
conftrol (taula 10). Els grups de xenotrasplantament de 7 i 30 dies presentaven una tendéncia a
tenir nivells més elevats de factor V en plasma, tant en relacid a les rates com als hamster
control malgrat no arribar a una significacié estadistica. D'altra banda el grup de 100 dies
presentd diferencies estadistiques amb el grup de rates control, podent observar nivells més
baixos d'aquest factor perd en canvi mostrd uns valors practicament identics als de I'espécie

donant, hamster.
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Figura 45: Temps de fromboplastina parcial activada o TTPA expressat en segons:
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4.1.5.4 Factor VIII.

Els valors obtinguts d'aquest factor (figura 47) amb plasma de rata i de hdmster van ser
similars. La mediana dels valors de rata era de 1,18Ul/dl i la de hamster de 1,21 Ul/dl. Tots els
grups de trasplantament, tant els d'al{otrasplantament com els de xenotfrasplantament
presentaven nivells més elevats que els valors basals en rata tot i que no en tots els grups
s'observaven diferéncies estadistiques significatives (taula 10). De totes maneres, els resultats
que fan referencia a aquest factor sén dificils d'interpretar perqué el factor VIl és una proteina
de fase aguda i no estd sintetitzada exclusivament al fetge; la melsa, el ronyd i els pulmons

també poden sintetitzar aquest factor.

Figura 47: Factor VIl en plasma expressat en Ul/ml.
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4.1.5.5 Antitrombina.

En aquest pardmetre, un cop més, vam trobar diferencies entre rates i hamsters (taula
10). Els tfres grups d'al lotrasplantament mostraven uns valors lleugerament més elevats que els
de les rates control, perd sense arribar a la significacié estadistica. En canvi, els tres grups de
xenotrasplantament presentaven nivells significativament més baixos que les rates control i

sense diferencies estadistiques en relacié als valors de hdmsters control (figura 48).
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Figures 48: Antitrombina en plasma (Ul/ml):
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4.1.5.6 Proteina S llivre.

Malgrat I'existéncia de diferéncies entre rates i hdmsters, els grups de
xenotrasplantament presentaven uns valors més similars als de les rates. En relacié als grups
d'allotrasplantament, als 7 i 30 dies presenten uns valors similars als de les rates Lewis, pero en
canvi, als 100 dies de trasplantament mostren uns valors molt més elevats. A conseqiéncia
d’aquest resultats, vam mesurar els nivells de proteina S lliure en plasma de la soca de rates
Brown Norway, soca donant en el grup d'aldotrasplantament als 100 dies. El que vdarem
observar va ser que aquestes rates presentaven uns valors molt més elevats que els de les rates
Lewis (87 Ul/dl rates BN vs 28.5 Ul/ml rates Lewis). Aixi doncs els resultats de la determinacié de
la proteina S als 100 dies de I'allofrasplantament sén atribuibles als valors normals que

presenta la soca donant Brown Norway (87 Ul/dl vs 76,8 Ul/dl),(taula 10 i figura 49).

4.1.5.7 Proteina C.

Potser els resultats més interessants sén els que fan referéncia a la proteina C, ja que
aqguesta proteina és absent a les rates i en canvi els hamsters presenten uns valors de 22.1Ul/dl
de mediana. Les rates allotrasplantades, al igual que les rates donants, no presenten nivells
valorables de proteina C. En canvi, és molt rellevant que al plasma de les rates
xenotrasplantades als 7 dies del trasplantament ja es detectaven nivells de 5,50 Ul/dI de
proteina C. Als dies 30 i 100 després del trasplantament podiem observar valors lleugerament

superiors als de hamster, especie donant (taula 10 i figura 50).
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Mediana Proteina S lliure (Ul/dL)

Mediana Proteina C

100

Figura 49: proteina S lliure en plasma (Ul/dl).
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4.1.5.8 TAT complexes.

En el cas dels complexes Trombina-Anfitrombina succeeix un fet similar al de la proteina
S. Els grups d'allotrasplantament als 7 i 30 dies no mostraven diferencies significatives respecte
les rates Lewis control, perd en canvi el grup d'allotrasplantament als 100 dies si que en
presentava. Els resultats observats en les rates Brown Norway ens va fer pensar que, més que
produir-se una activacid de la coagulacié en agquest moment postrasplantament en el que no
s'observaven signes de rebuig ni problemes de coagulacio, el que tenia lloc era I'adopcié de
valors similars als de la soca donant. Les rates al {lotrasplantades als 100 dies del trasplantament
presentaven valors de 6,7 ug/l mentre que la mediana de les rates BN era de 5,7ug/! (figura
51). Als grups de xenotrasplantament si que observarem una activacié important de la
coagulacié especialment als 7 dies postrasplantament on vam observar nivells de 14,1 ug/!
(taula 10). Aguesta activacié de la coagulacié es va anar corregint amb el temps, arribant a
valors substancialment inferiors als del dia +7 perd encara estadisticament significatius
respecte als de hdmsters control, perd sense diferéncies significatives respecte a rates control

(figura 51).

Figura 51: Complexes Trombina-antitrombina en plasma expressat en micrograms/litre.
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Taula10: Valors obtinguts dels diferents pardmetres determinats de la cascada de la coagulacié valorats

amb plasma de rates Lewis control, hamsters normals i els diferents grups d'al 1o i xenotrasplantament.

Controls Al {otrasplantament Xenotrasplantament

Rata Lewis Hdamster 7 dies 30dies 100dies 7 dies 30dies 100 dies

T protrombina(seg) 18,60 8.80* 24,60* 23,60* 30,80* 8,75* 8,15* 9,60*
TTPA (seg) 17,70 22,10* 18,85 15,05* 19,00  26,50* 21,70* 27,00*
Factor V (Ul/ml) 4,44 3.79 2,37* 3.,46* 1,92* 5,16 4,93 3,66*
Factor VIl (Ul/ml) 1,18 1,21 1,37 4,20* 1,84* 1,99%  2,57% 1,84
AT-IIl (Ul/ml) 1,20 1,00* 1,28 1,15 1,22 0,97*  0,74* 0,79*
Proteina C (Ul/dl) 1,59 22,10% Indetect. Indetect. Indetect. 550* 29,70* 33,50*
Proteina S (Ul/dI) 28,50 16,50* 33,00 24,50 76,80* 27,95t 23,10 28,00%
ComplexesTAT(ug/l) 2,5 0,8* 3.2 5,4 6,7* 14,1*%  7,1% 4,1%

Test estadistic U Mann Whitney:
* 0<0.05 en relacié als valors de rata Lewis control

t p< 0,05 en relacié als parametres de hamster control
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4.2 ESTUDI 2.

4.2.1 Supervivencia de I'empelt.

Tal i com podem observar a la taula 11 i a la figura 52 no vam observar diferéncies
significatives en les supervivencies dels animals dels diferents grups de I'estudi. En aquest
model considerem que el rebuig de I'drgan tfrasplantat coincideix amb la mort de I'animal. Els
empelts van ser rebutjats pel procés que es coneix com a Rebuig Tardd del Xenoempelt o, de
I'angles, Late Xenograft Rejection (LXR). Varem poder observar com ni I'administracié de
I'antagonista del PAF durant els primers dies després del trasplantament ni la seva

administracié de forma continuada endarreria I'aparicié del rebuig.

Taula 11: Tractaments i supervivéncies dels diferents grups de I'estudi 2.

s Mitjana Mediana
Grup Tractament Supervivencia A L
supervivencia supervivencia
MME (0—7)
A Tacrolimus 53,50,67,65,74,62,69 6348 dies 65 dies
(0-30)
MMF (0-7)
g racrolimus 66,70,73,160,61,63,60 79+36 dies 66 dies
(0-30)
UR-12670 (0—7)
MME (0-7)
c Tacrolimus 57,63,69.73,54,56 62+8 dies 60 dies
(0-30)

UR-12670 (0—>=)
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Figura 52: Supervivencies acumulades dels tres grups de I'estudi. En destagquem la supervivencia

de 160 dies d'un animal del grup B, 130 dies sense immunosupressio.
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4.2.2 Proves de funcié hepatica.

Els primers dies després de la intervencid quirlrgica podiem observar nivells de
tfransaminases elevats conseqiencia de la isquemia freda, la cirurgia del trasplantament i una
pauta immunosupressora molt gjustada. Després de la primera setmana els valors tornaven a
ser molt propers als basals i es mantenien aixi fins als dies propers al rebuig que tornaven a

incrementar, taula 12.

Els valors eren molt semblants als tres grups, tanmateix el grup C, al que se li administrd
I'UR-12670 de forma continuada, presentd valors més baixos de ALT i AST des de després de la
intervencié quirlrgica fins al moment del rebuig, perd malgrat aquesta tendéncia la diferencia

no era estadisticament significativa.

L'albUmina al ser una proteina de sintesi exclusivament hepdtica ens informa de la
funcié d'aquest organ. Els primers dies després del trasplantament els nivells sérics d'albumina

experimentaren una lleugera davallada en els tres grups de I'estudi, perdo els valors
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s'estabilitzaren i es van mantenir estables tot i que considerablement inferiors als basals fins als
dies propers al rebuig quan van disminuir de forma acusada essent indicadors d'una fallada

hepdtica, taula 12.

Taulal12: Transaminases i albUmina en sérum. Mediana de AST i ALT expressades en Ul/l i dels valors d'albumina

expressatfs en g/l.

Grup A (n=7) Grup B (n=7) Grup C (n=6)
ALT  AST  AlbUmina ALT AST  AlbUmina ALT AST AlbUmina
Dia 0 85 78 33 61 73 31 50 64 39
Dia +3 164 109 23 646 326 23 580 504 28
Dia +7 719.5 323 25 202 187 25 95.5 111 27
Dia +15 114 119 27 65.5 98 22 67 98 23
Dia +30 149 167 27 178 163 26.5 98 114.5 25.5
Dia +40 141 152 23.5 105 140 25 98.5 134.5 26.5
Dia +50 164.5 166 19.5 133 132 23 96 166 23
Rebuig 434.5 361 12 361.5 5145 12 332 267.5 13.5

4.2.3 Estudi histologic.

La histologia dels empelts de llarga supervivencia mostrava patrons histologics diferents
depenent del tractament rebut tal i com ho podem veure en la taula 13. El patré desl grups A
B eren molt similars. Aquests dos grups presentaven el principal dany histoldgic a les zones
lobellar i centrelobel lar on varem observar necrosi confluent massiva, pérdua d'hepatocits,
congestid sinusoidal, hemorragia intersticial i un moderat infiltrat per céllules mononucleades
(figura 53A i 53B). Només presentaven diferéncies estadistiques en relacié al parametre que
valora les céllules infiltrants als espais porta, presentaven una infiltracié massiva de limfocits,
que en el cas del grup A sobrepassen la limitant d'aquests espais i observarem, també, infiltrats
periportals. La majoria d'aquestes célilules infiltrants presentaven la morfologia fipica de

limfocits activats, és a dir amb el nucli gran i obert, amb un o més nucleols prominents.
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Actualment esta totalment acceptada la relacié d'aquestes céllules amb el diagnostic del

rebuig.

El grup C, que és el que rep I'antagonista del PAF de forma continuada presentd
diferéncies estadisticament significatives respecte els altres dos grups tal i com ho podem
veure d la taula 13. Els pardmetres en que quedaren patents aquestes diferencies foren:
endotelitis, necrosi hepatocitaria, perdua d'hepatdcits, hemorragia i congestié sinusoidal a la
zona centrelobellar i a la del lobullet hepdtic (figura 53C). Alires pardmetres també
presentaven diferéncies malgrat no aconseguir la significacid estadistica. L'infiltrat limfocitari a
les arees portals era considerablement inferior al grup C aixi doncs observarem un infiltrat lleu
en el 50% dels casos mentre que als grups A i B només n'eren un 14,3% i en canvi un 85,7% de

les laminetes d'aquests dos grups presentaven un infiltrat entre moderat i infens.

La preséncia de fibrosi era un tret comU de tots els animals de llarga supervivencia
independentment del grup al que pertanyien (figura 53D). A les venes dels espais porta i a les
centrelobellars en la majoria dels animals del grup A i B s'observa endotelitis lleugera malgrat
que el grau d'infiltrat limfocitari era forca considerable. Al grup C la preséncia d'endotelitis era
molt lleu. Practicament no es va observar dany dels ductes biliars malgrat observar certa
proliferacié colangiolar en alguns animals independentment del grup al que pertanyien i que

podiem associar a complicacions del model en si mateix com va suggerir Kamada?29,
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Taula 13: Parametres histologics i que presenten Rebuig Tarda del xenoempelt .

Grup A Grup B Grup C

Infilirat limfocitari 2.43+0.79 2.14£0.69 1.67+£0.82

'é Endotelitis* [ 1.14£0.69 0.33+0.82***

.§ Infiltrat periportal 2+0.82* 0.71£0.95 0.83+0.75**

§ Proliferacié colangiolar 0.71+0.49 0.14+0.38 0.50+0.55
Dany als conductes biliars 0.29+0.49 0 0

‘; Infiltrat limfocitari 1.29+0.49 1.43+0.53 0.83+0.75

§ Necrosis* 1.86+1.21 1.8620.90*** 0.50+0.84**

§ Pérdua d’hepatocits 1.43+1.51 2.14+1.21 0.83+0.75
Infilirat limfocitari 1.14+0.38 0.86+0.38 0.83+0.75
Necrosit 1+0.82 1.57+0.79** 0**

E Pérdua d’hepatocits* 0.86+0.9 1.43+0.53*** 0**

E Endotelitis 0.29+0.76 0.29+0.49 0

'é Hemorragia* 1.71£1.38 2.43+0.79*** 0.67+0.82

° Dilatacié sinusoidal 0.71£0.76 0.14+0.38 0.67+0.82
Congestié sinusoidalt 2.29+0.76 2.43+0.79*** 0.83+0.75**
Fibrosi 2 2 2

1p<0.05, Kruskal-Wallis test.
U the Mann-Whitney test:

“0<0,05 group A vs group B;
“p<0,05 group A vs group C;
“**p<0,05 group B vs group C.
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Figura 53: Mostra I'estat dels xenoempelts dels grups de I'estudi 2. Els grups A (A, x50) i B (B, x50) al LXR presenten
hemorragia, necrosi i infiltrat limfocitari als espais porta. El grup C (C, x100) mostra absencia de necrosi i hemorragia i

menys infiltracié limfocitaria. D(x50): tincié tricromica de Masson, mostra els ponts de fibrosi porto-portals presents en els

fres grups de I'estudi.

4.2.4 Caracteritzacié immunohistoquimica de céliules infiltrants al

parénquima hepatic.

Mitjancant les tincions immunohistoquimiques vam poder caracteritzar els infiltrats al
parénguima hepadtic. Per tal de valorar els macrofags infiltrants vam realitzar dues tincions
immunohistoquimiques amb anticossos dirigits contra els antigens especifics dels anticossos
dels clons ED1 i ED2, aquest segon exclusiu de les celfules de Kupffer. Vam observar diferéncies
estadisticament significatives en relacié als macrofags ED1+, ja que el grup que va rebre el
fractament amb I'antagonista del PAF de forma continuada presentava un menor nombre de

céllules ED1+ que els altres dos grups (taula 14). D'altra banda en relacié a les céllules de
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Kupffer, no hem observat diferéncies estadistiques malgrat poder veure una acusada
disminucidé d'aquestes céllules al grup que rep I'antagonista del PAF de forma continuada

(taula 14). Podem veure els resultats a la taula acompanyant:

Taula 14: Mediana de céllules infiltrants al parénquima/mm?2 de teixit.

C. Kupffer Cel. ED1+
Grup A 155 131,55
Grup B 89,1* 162,71
Grup C 76,60* 97.8

*p<0,05 en relacié grup A

Els valors de la caracteritzacid dels limfocits infiltrants als espais porta els detallem a la
taula acompanyant (taula 15), mostrant els resultats com a mediana del % de cada tipus de
limfocits infiltrant/espai porta. Es important remarcar que per fer aquests cdlculs s’han
comptat, en els casos que ha estat possible, 10 espais porta. Diem en els casos que ha estat
possible perquée en els grups A i B no teniem tants espais porta a totes les mostres degut a les
extenses arees de necrosi i hemorragia intersticial. Aquests resultats ens mostren quin tant per
cent de cada tipus limfocitari tfrobdvem infiltrant els espais porta perd no ens informen de la
quantitat de ceéldules, aquest resultats queden reflexats en I'andlisi histologica que hem

mostrat en I'apartat anterior.

Tal i com observem a la taula acompanyant (taula 15), veiem que el grup A mostra unes
proporcions de les diferents subpoblacions limfocitdaries estadisticament significatives tant
respecte el grup que rep I'antagonista del PAF durant els primers set dies postrasplantament
com el que rep el farmac de manera continuada. En canvi els dos grups que rebien I'UR-12670
presenten proporcions semblants de cadascun dels subtipus limfocitaris, fet que no implica
quantitats totals similars ja que ja hem comentat anteriorment que el nombre d'infiltrats al grup

C era més reduit (figura 54).

Taula 15: Mediana del % de les subpoblacions limfocitaries infiltfrants als espais porta.

Cel. B CD8* CD4* CD45RC*  Valor histologic

Grup A 31,27 24,19 44,54 64,11 2,43
Grup B 13,65* 13,70* 71.77* 51,35 2,14
Grup C 12,75%* 14,05**  74,63** 57,23 1,67

U the Mann-Whitney test:

* p<0,05grup AvsB
** p<0,05 grupA vs C
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4. Resultats

Figura 54: Marcatge de diferents subpoblacions limfocitaries infiltrants als empelts(x100). Célules CD8*: A, 7 dies posTx;
B, 100 dies posTx. Limfocits CD45RC+: C, 7 dies posTx; D, 100 dies posTx. Céldules B: E, 7 dies posTx; F, 100 dies posTx.
Macrofags ED1+: G, 7 dies posTx; H, 100 dies posTx.

4.2.5 Determinacié de diposits d’anticossos i complement.

La immunofluorescencia directa ha estat utilitzada per avaluar els diposits de IgM i de
IgG als xenoempelts hepadtics. Als tres grups vam observar dipdsits moderats de IgM i lleus de
IgG. Els diposits eren presents als vasos dels espais porta (figura 55A), als sinusoides i vorejant els
hepatocits, mostrant un patrd reticular recordant una xarxa (figura 55B). Aquest patrd va ser
observat a tots els animals trasplantats suggerint que els xenoantigens podien estar a la

membrana plasmatica dels hepatdcits o bé a la matriu extracel lular perd no al citoplasma.

Amb la tincid immunohistoquimica de la molécula del complement C3 vam observar-ne
diposits lleus o moderats als tres grups de I'estudi. Donat que és una molecula de sintesi
principalment hepdtica i els empelts analitzats eren de hamster vam pensar que es podia
donar una manca d’especificitat de I'anticds (anticds monoclonal mouse anti-rat C3-FITC) i
decidirem redalitzar la técnica de Rocket immunoelectrophoresi per tal de detectar els nivells
de complement en serum (anticds policlonal goat anti-rat C3) i aixi completar la informacid

referent al complement.

Figura 55: Mostra dels diposits d'anticossos IgM presents al rebuig dels tres grups de I'estudi, localitzant-se principalment

als vasos grans (A, x200), i recordant una xarxa, voregen els hepatocits (B, x650).
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4.2.6 Valoracié del complement: Rocket immunoelectroforesi.

Amb la valoracid dels nivells serics de la molécula del complement C3 vam poder
observar que no es donaven canvis significatius (tfaula 16). Com ja hem esmentat, aquesta és
una molecula de sintesi principalment hepdtica i d'altra banda es ddna una despesa
d'aqguesta en situacions de rebuig, per tant els seus valors sén conseqUencia de la balanca

d'aquests dos processos.

El punt on varem observar certes diferencies significatives utilitzant el test no parametric
de Kruskal-Wallis va ser el dia 7 després del tfrasplantament que el grup A, el que no rep
I'antagonista del PAF, presentava nivells lleugerament més alts (1,54 el grup A, 0,701 0,78 el
grup B i C respectivament). La resta de dies els tres grups presenten valors similars als del dia 0
fins als dies propers al rebuig que presentaven una davallada important. Seguien un patrd molt

similar als nivells d’albUmina en serum (figura 56).

Taula 16: Valors relatius de la molecula del complement C3 en serum. Considerem 1 els valors de cada animal abans

del trasplantament.

Dies postrasplantament

Dia 0 Dia 7 Dia15 Dia30 Dia40 Dia50 Diaé0

Grup A 1 1,30* 0.72 0.89 0.88 0,62 0,32
Grup B 1 0.85* 0.70 0.71 0.69 0.64 0.56
Grup C 1 0.88* 0.87 0,96 0.78 0,67 0,98

* p<0,005 test de Kruskal Wallis
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Figura 56: podem observar un exemple de cada grup de les Rocket immunoelectroforesis realitzades i de les grafiques
que obtenim després de la realitzacidé dels calculs. La primera figura correspon a un animal del grup A, no reben UR-
12670; la segona és d'un animal del grup B amb la peculiaritat que aquest animal va sobreviure 160 dies, 130 dies

sense immunosupressié. La tercera figura correspon a un animal del grup C, reben UR-12670 de forma continuada.
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Rocket grup d'estudi B
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Rocket rata del grup C
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4.2.7 Proves d'immunofluorescencia indirecta.

Les proves d'immunofluorescéncia indirecta van ser realitzades per tal de valorar on es
tfrobaven els antigens dels xenoanticossos IgM presents en sérum a diferents dies
postrasplantament i valorar aixi un possible canvi d'especificitat dels anticossos. Els talls de
teixit hepdtic de hdmster normal enfrontats a sérum de rates control van mostrar una
fluorescéncia molt lleu. En canvi quan el serum era del dia 7 després del trasplantament es
podia observar una intensa fluorescencia als endotelis i vorejant els hepatdcits mostrant un
patré similar al que mostraven les proves d'immunofluorescéncia directa (figura 57B). Les
mostres de serum dels dies +30 i +60 donaven una fluorescéncia lleu i moderada

respectivament, perd en tots els casos conservant el mateix patré.

Figura 57: Fluorescéncia indirecta resultant d'enfrontar serum del dia 7 posTx d'una rata xenotrasplantada a: esdfag

de simi (A,x200), fetge de hamster control (B, 200) i a esdfag de hamster (C, x400).

A C

Els resultats d'enfrontar serum del dia 7 postrasplantament dels diferents grups a mostres
d'esofag de simi (figura 57A), esdfag de hamster (figura 57C), xenoempelts cardiacs i a fetge
de rata de la soca Lewis va ser un patrdé de fluorescéncia marcat en tots els grups i en totes les
mostres excepte les mosires de fetge de rata confrol independentment de a quin grup
pertanyés el serum que s'enfrontava als diferents teixits. Les mostres d'esofag mostraven
fluorescencia marcant els endotelis i els xenoempelts cardiacs mostraven fluorescencia als

vasos i entremig dels miodcits.
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4.2.8 Especificitat dels xenoanticossos a diferents dies

postrasplantament.

L'especificitat dels xenoanticossos ha estat valorada mitjancant la tecnica de Western
blot. Tires de membrana a la que s'han transferit les proteines d'un extracte de teixit hepatic
de hamster normal s’han incubat amb serum de rata control i de diferents dies després del
frasplantament tal i com podem observar a la figura 58. Els xenoanticossos IgM reconeixen un
numero limitat d'antigens. Les IgM presents al serum de les rates trasplantades 7, 30 i 60 dies
després del trasplantament s'uniren a les mateixes bandes de proteines perd amb major
intensitat els dies 7 i 60 postrasplantament, malgrat les diferéncies d'intensitat el patré de
bandes era molt similar. Les IgM dels diferents dies postrasplantament comparteixen una
reaccié més intensa amb proteines d'aproximadament 14, 21, 23, 28, 39 i 60 Kda, que no

s'observa amb les mostres d'abans del frasplantament.

Figura 58: Immunoblot
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4.2.9 Nivells serics d’'anticossos antihamster.

La quantitat d’anticossos antihdmster presents en sérum va ser valorada per citometria
de flux (figura 60). La seqUéncia de produccié de xenoanticossos, tant IgM com IgG, va ser
molt similar als tres grups de l'estudi. Al sete dia després del trasplantament els titols
d'anticossos IgM en serum presentaven un increment de 10 o 12 cops els nivells d'abans del
trasplantament. El mateix dia també s'observd un pic d'anticossos IgG perd era de molta
menys intensitat. Els valors dels titols d’anticossos antindmster el dia 15 postrasplantament eren
practicament iguals als d'abans de la intervencid i qixi es van mantenir fins i tot després de

retirar la immunosupressio i fins la mort de I'animal. Ho podem observar a la figura segUent

(figura 59):

MCF

Figura 59: Nivells d'anticossos en serum.
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Figura 60: Histogrames dels nivells d’anticossos en serum a diferents dies

postrasplantament.
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