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INTRODUCCION



El trasplante de corazén es el tratamiento de eleccién
para los estados finales de insuficiencia cardiaca.

La introduccién de la ciclosporina en los afios 80,
representd el mayor avance terapéutico en el trasplante de
6rganos. La inclusién de ésta como parte del régimen
inmunosupresor trajo como consecuencia una reduccidén en la
presentacién de episodios de rechazo y de las complicaciones
infecciosas.

Pero la ciclosporina no es un arma inocua y sus efectos
secundarios, sobre todo su importante nefrotoxicidad, pueden
limitar la terapia prolongada con esta droga.

Las actuales pautas terapéuticas tienden por ello a
disminuir la dosis de ciclosporina, usando la asociacién
de varias drogas inmunosupresoras, siendo la basada en una
triple terapia con ciclosporina, azathioprina y prednisona,
la mas ampliamente difundida en la actualidad. Aun con esta
forma de tratamiento que reduce considerablemente la dosis
de ciclosporina, los niveles de ésta en sangre deben
monitorizarse cuidadosamente para evitar la variaciones de
los mismos que pudieran desequilibrar el estrecho margen
terapéutico en un sentido u otro.

La supervivencia a mejorado significativamente, superando



un 72% los primeros 5 afios, pero la mortalidad durante el
primer afio esté relacionada en més de un 70% con infecciones
o rechazo y por tanto con problemas asociados con la
medicacidén inmunosupresora.

Es por todo ello gue son numerosos 1los trabajos
encaminados a conseguir la mejoria de esta terapia, bien
por el desarrollo de nuevos agentes inmunosupresores, O por
combinacién de éstos con drogas que afectan de algin modo
al conjunto de acontecimientos que tienen lugar cuando un
alotrasplante es introducido y reconocido por el organismo.

En este sentido, distintas drogas que afectan al sistema
prostaglandina-tromboxano, han sido y son en este momento
una via importante de trabajo, tanto a nivel experimental
como clinico.

Un grupo de drogas con unas caracteristicas no
inmunosupresoras per se, pero gue actuan reduciendo la
permeabilidad vascular y protegiendo al endotelio por un
efecto antagonista sobre el denominado Factor de Activacién
Plaquetaria, podrian tener una accién protectora en
combinacién con la ciclosporina sobre la evolucién de los
alotrasplantes.

El propésito de este trabajo es estudiar la accidn de
una de estas drogas antagonistas del Factor de Activacién
Plaquetaria, la denominada PCA-4248, un derivado de la 1,4~

dihidropiridina desarrollado por los Laboratorios Alter S.A.



REVISION BIBLIOGRAFICA



1.~ TRASPLANTE DE ORGANOS

1.1.- Trasplante

El trasplante de 6rganos es en estos momentos, una
técnica incorporada al arsenal terapettico con sus indicacio-
nes y contraindicaciones perfectamente establecidas.

En la actualidad se realizan aproximadamente 15 formas
de trasplante de tejidos y 6rganos, siendo los de cérnea,
rifién y médula 6sea los més extendidos, sequidos de los de
corazén e higado.

Los dltimos datos publicados por el Ministerio de Sanidad
y Consumo en el afio 1989, reflejan a traves del informe
presentado por el grupo de expertos de la Organizacién
Nacional de Trasplantes, el estado evolutivo, el desarrollo
v el futuro del trasplante de 6érganos. Desde que se realiza
el primer trasplante renal en Espafia, el 23 de Abril de 1965,
el incremento ha sido espectacular, siendo la fecha de 1983,
cuando se produce la estabilizacién de los programas de
trasplante renal, c6rnea y médula 6sea Yy la aparicidén de
los de corazén e higado; en el afio 1987 se sobrepasa la cifra

de 1.000 trasplantes renales y 50 cardiacos.



Los factores responsables del progreso en este campo
son:

1 - La éptima seleccidn de receptores y donantes, gracias
a los grandes avances en el campo de la inmunologia e
histocompatibilidad.

2 - La mejora de las técnicas quiridrgicas.

3 - La mejora en la preservacidén de &6rganos (para
trasplantes que como el de corazdn e higado presentan cortos
periodos de preservacidn).

4 - El avance en el diagnéstico precoz del rechazo agudo
y de las complicaciones. Actualmente se realizan biopsias
endomiocdrdicas como procedimiento de eleccién para el
diagndéstico de rechazo en pacientes mayores de 6 meses o
con un peso superior a los 5 kg.

5 - Las nuevas drogas inmunosupresoras.

Las infecciones causadas por bacterias, virus, hongos,
protozoos y otros son, no obstante, sin lugar a dudas una
de las complicaciones temidas de los trasplantes, a causa
de este tipo de medicacién inmunosupresora.

Los trasplantes de 6rganos no son una cura, ya dque
debemos tener en cuenta gue un adecuado tratamiento a largo
plazo es imprescindible para un resultado satisfactorio.
Debido a que la mayoria de las complicaciones son el resultado
de los efectos adversos de la inmunosupresién, se requiere
un adecuado equilibric entre la correcta inmunosupresidén
y el control de la morbilidad relacionada con las drogas
utilizadas. Por ejemplo, la esperanza de supervivencia después
de un trasplante cardiaco es de un 80-90% para un afic y de

un 60-70% para 5 afios (0O'Connell et al.1992).



Ademés de los efectos adversos de la inmunosupresién,
otro de los factores limitantes para la supervivencia a largo
plazo de los trasplantes cardiacos es la vasculopatia del
corazén trasplantado, que presenta una prevalencia aproximada
de un 10-15% en el primer afio, 15-25% en el 2*¢ afio y 35-50%
a los 5 aflos del trasplante (O'Connell et al.1992). Aungue
la inmunopatogénesis de esta alteracién es actualmente
desconocida las evidencias sugieren que deriva de una lesién
inmuno-mediada (Uretsky et al.l1987, O'Connell et al.l1992,

Mann, 1992},
1.2.- Trasplante experimental

Los primeros estudios con éxito de trasplantes
experimentales, comienzan posiblemente en el afio 1912, cuando
Guthrie (Guthrie, 1912) persuade a Carrel de incluir la intima
en la anastomosis arterial., Aunque los trasplantes de pulmén-
corazén de Carrel no funcionaron, la técnica de la anastomosis
de pequefios vasos fue crucial para el futuro de los estudios
de trasplantes. En el afio 1933 Mann (Mann et al, 1933) realiza
trasplantes cardiacos heterotépicos en perros, situando el
corazén en el cuello del receptor, y observando un rechazo
dentro de los ocho dias siguiences al trasplante,

Demikhov en los aﬁoé 1948-50 (Demikhov et al. 1950,
Sinitsyn, 1948) consigue con éxito el trasplante de corazén
Y pulmdn-corazédn de forma hetero y ortotdpica en perros.
Sayegh, (Sayegh et al. 1957) consigue supervivencias, en
trasplantes cardiacos en conejos, de 24 dias . El trasplante

cardiaco heterotdpico en la rata, fue conseguido por Abbot



(Abbot et al. 1964), estableciendo una anastomosis termino-
terminal entre la aorta cardiaca del donante y la aorta
abdominal del receptor, y entre el tronco pulmonar y la vena
cava caudal, dando como consecuencia una obstruccién del
flujo sanguineo en el receptor y una frecuente parélisis
de los miembros posteriores. Dos afios después Tomita (Tomita,
1966), modifica esta técnica usando una anastomosis término-
lateral y en 1969 Ono y Lindsey (Ono y Lindsey 1969)
establecen un modelo, a partir del modelo de Abbot, asi mismo
con anastomosis término~laterales en los vasos abdominales,
gue pasa a ser la base de la gran mayoria de las técnicas
de trasplante cardiaco heterotépico.

En los dltimos aflos, numerosos modelos se han desarrolla-
do para el estudio experimental de los trasplantes:

Lee (Lee et al. 1982) presenta un modelo de trasplante
cardiaco en rata, realizado con una tinica anastomosis entre
la aorta del donante y la aorta abdominal del receptor,
dejando para que ello sea posible el 16bulo pulmonar anterior
derecho, simplificando por lo tarto la técnica de anastomosis
y acortando el tiempo de isquemia caliente, pero siendo algo
més compleja y delicada la diseccién y extraccidn del corazén
donante.

Olausson (Olausson et al. 1984) sitda su modelo en el
cuello del receptor, utilizando una técnica de no-sutura
mediante cuff vasculares (con tubo plastico de 1,19-1,40
mm @) entre la aorta y la arteria carétida comin derecha
y entre el tronco pulmonar y la vena yugular.

Rao (Rao et al. 1985) realiza un estudio sobre el

trasplante cardiaco situado en la rodilla de la rata, con



dos tipos de anastomosis, una término~lateral entre la aorta
v la arteria femoral y otra término-terminal entre la arteria
carétida comin izquierda en su origen en el arco aértico
y la arteria femoral y entre la arteria pulmonar izquierda
y la vena femoral. Modelo dtil en estudios de evaluacién
del retrasplante.

Umeki (Umeki et al. 1987) describe una técnica para
anastomosar vasos de distinto calibre, realizando con ella
una anastomosis término- terminal de la aorta y el troco
pulmonar con los vasos femorales, ubicando el corazén en

la rodilla de la rata.

2.- RECHAZO DE ORGANOS

2.1.- Complejos de histocompatibilidad

Los trasplantes realizados entre individuos genéticamente
dispares (alotrasplantes) son rechazados en gran parte a
causa de la barrera que suponen los aloantigenos codificados
por los MHC (major histocompatibility complex). E1 MHC humano,
llamado complejo HLA (human leukocyte antigen) comprende
m&s de 3,5 X 10° parejas de ADN en una corta rama del
cromosoma 6 (2% del cromosoma) (Robinson et al. 1989). Codifica
las glucoproteinas de superficie celular Clase I (HLA-A,
B y C) y Clase II (HLA-DP, DQ y DR) que determinan el
reconocimiento de antigenos por linfocitos T. Las moléculas
Clase I son expresadas por la mayoria de células y tejidos

mientras que las moléculas Clase II son expresadas por solo



un pequefio nimero de células (linfocitos B, macréfagos,
monocitos y células dentriticas foliculares), pero pueden
ser inducidas por interferdn y otros agentes en otros varios
tipos celulares (linfocitos T, células endoteliales, células
del tuibulo renal y células P pancredticas) (Krensky et al.
1990).

El proceso por el cual las diferencias de MHC derivan
en un rechazo del 6rgano es debido a una variacién del normal
funcionamiento de estas moléculas. El receptor antigénico
de un linfocito T interacciona especificamente con un
compuesto formado por un fragmento de péptido de una proteina
exterior y la ranura de unién peptidica de una molécula de
MHC, por tanto la funcién fisioldgica de una molécula de
MHC es presentadora de antigenos a los receptores de células
T (Davis et al. 1988).

Esta interaccién dispara sefiales transmembrana gque
derivan en una activacidén celular. Durante este proceso,
los linfocitos T en relativo reposo, sufren complejos cambios
intracelulares que culminan en la diferenciacién y prolifera-
cién de linfocitos T antigeno-especificos. A los pocos
seqgundos o minutos de la adicidén a las cé€lulas T de antigeno
se produce un aumento de unas diez veces en los niveles de
calcio libre gque es mantenido durante horas y también se
produce una activacién de la protein-kinasa C (Nishizuka,
1986). La idea por la cual la iniciacién de estos eventos
es fisioldgicamente importante, se mantiene por la observacién
de como determinados agentes farmacolégicos, que los inducen,
consiguen que las células T produzcan linfokinas, proliferen,

se diferencien en células citoliticas y activen mecanismos



citoliticos (Weis et al. 1987).
Existen una serie de factores que influyen en la

expresién de los MHC (Halloran et al. 1986) y que pueden

sumariarse en:

Positivos Negativos

1. Ontogenia y diferenciacién 1. Transformacién

maligna
2. Activacién celular 2. ao—-fetoproteina
3. Interferdén 3. Ciclosporina
4. Interleukinas en general 4, Glucocorticoides
5. Calcitriol 5. Cloramfenicol
6. Infeccidén virica 6. Infeccidén virica
7. Lipopolisacaridos 7. Lipopolisacéridos
8. Indometacina 8. Prostaglandinas
9. Butirato sédico 9. Membrana vesicular

de células tumorales

10. Hormonas lactogénicas 10, Unién con
receptoresF,
11. Genes no-MHC 11. Berilio

Otros antigenos de histocompatibilidad (no MHC) pueden
tener un importante papel en el rachazo de érganos, éstos
incluyen los antigenos eritrociticos humanos ABO, Lewis y
Rh.

En rata el sistema antigénico eritocitico RT2, podria
ser comparado con el ABO humano, tiene dos alelos condominan-
tes, el ay el b, no ligados al MHC. E1 RT3 es otro antigeno

eritrocitico comparable al Rh humano, gue tiene un lnico



alelo dominante, el a, y uno nulo, el b. El1 RT8, de
desconocido significado funcional en trasplantes y encontrado
el dominante a, Unicamente en la cepa SHR. Otro alcantigeno
codificado por genes no-MHC que es sercoldgicamente activo
es el RT6(ART2,Aqg.F), un antigeno de linfocitos T, ligado
al locus albino (c), su significado funcional no esté claro,
y podria no ser un antigeno de histocompatibilidad. (Katz

et al. 1983)

2.2.- Diferenciacién de células T

Las células T en reposo reconocen los antigenos solo
después de ser éstos mostrados en la superficie de un
macrdfago u otra célula presentadora de antigenos, en
asociacién fisica con una molécula de histocompatibilidad,
y en presencia de una citokina, la interleukina-1, se
convierten en una célula T activada; como consecuencia de
esta activacién los linfocitos sintetizan una variedad de
proteinas, de las cuales algunas son secretadas y otras quedan
asociadas a la membrana, a estas proteinas se las denomina
genéricamente linfocinas y actdan sobre una gran variedad
de células involucradas en la respuesta inmune (Dinarello
et al. 1987). Los genes que codifican la inteleucina-2 y
el receptor de interleucina-2 estdn entre los primeros en
ser activados y sus productos son esenciales en la prolifera-
ci6én de las células T.

La interleucina-2 es una proteina con un peso molecular
de 15.000 gque tiene varias funciones inmunolégicas, siendo

la més importante la capacidad para iniciar la proliferacién



de células T activadas (Morgan et al. 1976). Los receptores
de interleucina-2 aparecen dentro de las primeras horas de
la activacién, la unién de la interleucina-2 con estos
receptores origina la expansidn clonal de células T activadas
para un antigeno especifico, la eliminacién del antigeno
deriva en la involucién del receptor de interleucina-2 y
el cese de la proliferacién de células T (Cantrel et al.
1983). Al mismo tiempo la interleucina-2 es fundamental en
la expansién clonal de las células T citot6xicas.

Las células T activadas producen ademas y-Interferon
(y-IFN) que aumenta la expresién de MHC clase I y clase II,
y otros antigenos de superficie en una gran variedad de
células, y aumenta la actividad de las células NK (natural=-
killer cell).

La interleucina-3, junto con el GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) promueven el crecimiento
de neutréfilos, eosinéfilos y macré6fagos a partir de médula
Osea.

La interleucina—-4, en unién con el factor de estimulacidn
de las células B (BCDF), y también junto con la IL-1 y la
IL-2, actian sobre células B ya activadas por el antigeno,
induciendo su proliferacién y su diferenciacién en células
plasmaticas secretoras de immunoglobulinas (Dinarello et

al. 1987),

2.3.- Clasificacién de las reacciones de rechazo.

El momento del comienzo, gravedad y duracién de las

reacciones de rechazo, vienen determinadas por varios

_13_



factores. La importancia de la disparidad genética entre
el donante y el receptor, la posibilidad de que el receptor
haya sido sensibilizado a tejidos antigénicos del donante,
por previas transfusiones de sangre o previos procedimientos
de trasplante. Podemos clasificar tres tipos de reacciones
de rechazo (Kirkpatrick et al. 1992).

1) Rechazo hiperagudo.- Ocurre entre unos minutos y
unos pocos dias despues de la implantacién, la reaccién
hiperaguda es mediada por anticuerpos preexistentes del
receptor que actlian directamente contra el érgano del donante.
La fase de lesién tisular es iniciada por activacién del
complemento y mediada por productos inflamatorios y la
activacién del sistema de coagulacidén. Existe una forma
hiperaguda, denominada acelerada, que puede ocurrir a los
pocos dias del trasplante que es mediada por linfocitos T
y sus productos, pero no por anticuerpos.

2) Rechazo agudo.- Comienza durante la segunda semana
despues del trasplante, pero puede no observarse durante
varias semanas, si se aplica terapia inmunosupresora. Dos
mecanismos pueden producirlo, uno es mediado por linfocitos
T, v otro por anticuerpos de nueva formacién producidos por
el receptor.

3) Rechazo croénico.- La reaccidén puede no aparecer
durante meses e inclusive afilos, después de un trasplante
con éxito. Los cambios son debidos a procesos inflamatorios
inmunoldégicos crénicos que actlan directamente contra el
endotelio vascular con formacién de agregados de fibrina
y plaquetas. Los 1linfocitos T y las inmunoglobulinas

participan en este proceso.



2.4.- Histologia del rechazo.

Como hemos visto anteriormente los linfocitos T en
reposo, también denominados células T helper (Th), reconocen
un antigeno de histocompatibilidad mediante sus receptores
antigénicos especificos, siendo estimuladas a proliferar
mediante el "coestimulador" IL-1 producido por las células
presentadoras de antigenos "estimuladoras", estas células
pueden transformarse en células de memoria, capaces de
responder cuando son reexpuestas al mismo antigeno in vitro
(HAyry 1976). Los linfocitos citot6xicos precursores, capaces
de reconocer antigenos clase I en las células presentadoras
de antigenos, son inducidos a proliferar por la IL-2 producida
por los Th, produciéndose linfocitos T citotdxicos maduros
(CTL). A partir por tanto del reconccimiento antigénico,
comienza a producirse la fuerte respuesta inmunitaria
encaminada a la destruccién del trasplante.

Los conceptos bdsicos de los fenémenos inflamatorios
que tienen lugar durante el rechazo de un alotrasplante fueron
desarrollados en estudios clésicos durante los afios cincuenta
y sesenta, utilizando técnicas histolégicas comunes,
comenzando poco después las técnicas de inmunofluorescencia
que facilitaron el andlisis del componente humoral y también
del inflamatorio.

Excluyendo el rechazo hiperagudo, el andlisis histopato-
1l6gico pone de manifiesto dos vias principales para el rechazo
temprano de un alotrasplante. El rechazo celular indica el
aciumulo de células inflamatorias, predominantemente

linfocitos, blastos y fagocitos mononucleares, primeramente



alrededor de los vasos sanguineos y posteriormente a través
del paréngquima (Porter 1967). La principal caracteristica
del rechazo vascular es un engrosamiento de la fibrointima
de las arterias del trasplante que eventualmente puede
producir la obliteracidén de dichas arterias. A la primera
via se le ha denominado inmunidad celular y a la seqgunda,
inmunidad humoral, obviamente la mayoria de los rechazos
son una mezcla de las dos vias.

Strom (Strom et al. 1977) analiza el infiltrado de un
alotrasplante cardiaco en rata, seflalando que la mayoria
de las células inflamatorias son linfocitos T y un 20% son
linfocitos B, siendo los macréfagos menos de un 10% del
infiltrado. La primera célula inflamatoria que invade un
alotrasplante no modificado por f4rmacos son los linfocitos
y monocitos; siendo entre las diferentes subcepas de células
linfoides la de los gruesos linfocitos granulares las primeras
en aparecer (Hayry et al., 1979). Estos aumentan rapidamente
en nimero, alcanzando el méximo al cuarto dia y desapareciendo
poco después (Nemlander et al. 1983). El primer blasto
linfoide aparece al segundo dia con un médximo entre los dias
cinco y siete, declinando después lentamente; la maduracién
de monocitos provenientes de sangre en macréfagos de tejidos
es una caracteristica de rechazo irreversible. Los granuloci-
tos son relativamente excasos hasta iltimas fases del rechazo,
cuando ya aparecen cambios necréticos en el mismo (HEyry
1984).

Las plaquetas estén también intimamente ligadas al
rechazo, la agregacién plaquetaria en un alotrasplante renal,

ocurre muy rédpidamente después del comienzo de la inflamacién



vy la linea ascendente de acimulo précticamente se solapa
con la linea ascendente de la respuesta inflamatoria (H&ayry
et al. 1979).

Se conoce poco sobre como los diferentes tipos de células
inflamatorias en colaboracién con los anticuerpos, destruyen
el trasplante. Considerando la directa actividad litica de
los leucocitos inflamatorios, existen singulares variaciones
en la sensibilidad de los diferentes componentes del
trasplante.

Células linfoides inmunes, recolectadas del bazo de
una rata receptora de un alotrasplante cardiaco, son
directamente citotéxicas para las células linfoldes de la
cepa donante in vitro (Parthenais et al. 1979). Cuando se
analizan frente a diferentes fracciones de corazén de la
cepa donante, las células del bazo destruyen las células
endoteliales, pero no las miocardicas, si se afiladen pequeiias
cantidades de aloantigeno, se produce una sensibilidad de
la célula miocédrdica a la actividad litica. Una razdn para
esta diferencia podria estar en la diferente distribucién
antigénica en estas estructuras, determinadas cantidades
de MHC clase I se han demostrado en células endoteliales
del corazén de rata, perc noc se han detectado en células
miocdrdicas (von Willebrand et al. 1980).

Los estudios experimentales del mecanismo del rechazo
hiperagudo han demostrado que el primer lugar para el comienzo
de la reaccidn es el endotelio capilar del 6érgano trasplantado
(Busch et al. 1975, Forbes et al, 1975). Después del
trasplante, se produce un extenso blogqueo del sistema

microvascular por agregados de plaquetas, neutréfilos y



fibrina. Esta reaccién depende de la activacidén del
complemento y da como resultado una vasoconstriccién y una
coagulacién intravascular diseminada del lecho microvascular,

lo que produce una necrosis isquémica del 6rgano trasplantado.

3.- TRATAMIENTO

3.1.- Técnicas de inmunosupresion.

El actual nivel de éxito del trasplante de 6rganos esté
intimamente ligado a la disponibilidad de agentes que
previenen o atenlan el rechazo. Entre ellos cabe destacar.

La azathioprina es uno de 1los primeros farmacos
inmunosupresores utilizados en el campo de los trasplantes,
inicidndose su uso a principios de los afios sesenta, es
rapidamente metabolizada en 6-mercaptopurina, derivando su
efecto inmunosupresor de la inhibicién de la sintesis de
purina, disminuyendo como consecuencia la sintesis de DNA,
RNA, proteinas y coenzimas (Chan et al. 1990) y finalmente
la proliferacioén de linfocitos. Es degradada por la xantina-
oxidasa a &cido 6-tloldrico, el cual es excretado por los
rifiones y no tiene efectos inmunosupresores (Chan et al.
1989). La principal consecuencia clinica con el uso de la
azatioprina es la supresién de la médula Osea, manifestada
por una intensa leucopenia, con un incremento importante
del riesgo de infeccidn; este efecto limita la dosis de droga
que puede ser usada dentro de los mArgenes de sequridad.
El uso de alopurinol (inhibidor de la xantina~oxidasa) aumenta
el efecto de la azatioprina, debiendo reducir la dosis a

un cuarto de la habitual.



Efectos adversos de la Azathioprina

Leucopenia

Pancreatitis

Hepatitis

Alopecia

Colestasis

Aumento del riesgo de cdncer

Los corticoides (prednisona, prednisolona y metil-
prednisolona) han sido usados en la profilaxis y en el
tratamiento del rechazo de d6rganos, desde el comienzo de
los trasplantes clinicos. Modifican la transcripcién del
RNA mensajero en células By Ty la produccién de citocinas,
blogueando el reconocimiento antigénico y la accién
linfolitica (Woodley et al.1990). Sus efectos adversos son
miltiples, lo que lleva a importantes esfuerzos para reducir
la dosis empleada, con un uso en la mayoria de los casos
de altas dosis de metil-prednisolona en el periodo periopera-
torio inmediato y posteriormente la administracidén de
prednisona a dosis mucho mé&s reducidas e inclusive con una
administracién discontinua (Renlund et al. 1987, 0'Connell
et al. 1992). Las interacciones con otras drogas son

miltiples, pero generalmente carecen de significacién clinica.

Efectos adversos de los corticoides

Sindrome de Cushing
Necrosis aséptica dsea
Osteoporosis
Hiperglucemia
Miopatia

Ulceraciones
Hipercolesterolemia

Las globulinas policlonales antilinfociticas, que

incluyen globulinas antitimocitos, antilinfocitos y



antilifoblastos, que son obtenidas por sensibilizacidén de
animales por la inyeccidn de estas células. La administracién
del antisuero disminuye de forma selectiva la poblacién de
células T. Su indicacién fundamental estd en el tratamiento
del rechazo agudo. Sus efectos secundarios varian en relacién
a la exacta naturaleza de la preparacién utilizada, dada
la gran variacién de los lotes en términos de eficacia y

pureza (Chan et al. 1990).

Efectos adversos de las G.P.A.

Fiebre

Dolores articulares
Enfermedad del suero
Leucopenia
Trombocitopenia

Los anticuerpos monoclonales. El1 principal (idnico
comercializado en la actualidad) se trata de una inmunoglobu-
lina de ratdén (IgG2a), denominada OKT3, que es especifica
contra el marcador antigénico CD3 que existe en todos los
linfocitos maduros (Tood et al. 1989). Su unién al receptor
CD3 produce la opsonizacién de las células T circulantes
y facilita su eliminacién por el sistema reticulo-endotelial
(Tood et al. 1989). La disminucién de células T circulantes
es completa aproximadamente una hora después de la administra-
cién de OKT3 (Bach et al. 1987). Al mismo tiempo, incluso
sin la eliminacién de estas células, el OKT3 altera el
receptor CD3, dejando a las células T inmunolégicamente
inertes. La administracién inicial de OKT3 produce una
liberacién masiva, aunque transitoria, de linfocinas lo que

ocasiona numerosos efectos no deseables que deben ser
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atenuados con una apropiada premedicacidén (Chan et al. 1990,
Charpentier et al. 1991). E1 OKT3, puede ser antigénico y
producir una respuesta de anticuerpos anti-OKT3, que en
pacientes inmunodeprimidos, rara vez deberia de notarse,
pero que habrian de monitorizarse en caso de reutilizar el
OKT3 para el tratamiento de un rechazo agude. Se utiliza
de forma efectiva en la terapila inmediata postrasplante (unos

14 dias) y como tratamiento en el rechazo agudo.

Efectos adversos del OKT3

Fiebre elevada

Temblores

Trastornos digestivos {(vémitos, diarrea)
Enfermedad del suero

Hipotensién

Edema pulmonar

Meningitis

La irradiacién linfoide total ha sido efectiva en
pacientes que han tenido episodios recurrentes de rechazo
(Levin et al. 1989). En el protocolo mas habitual se realizan
10 sesiones de 80 rad en un tiempo de dos semanas, llevando
a cabo una especial vigilancia del hemograma (McGoon et al.

1992)

El Metotrexate es un andlogo del &cido f6lico que inhibe
la sintesis de DNA y la division celular por unién competitiva
a la hidrofélico-reductasa, es una potente droga citostética,
utilizada en neoplasias y enfermedades autoinmunes. Se ha
utilizado en rechazos recurrentes con éptimos resultados

(Constanzo-Nordin et al. 1988, Olsen et al. 1990)
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El FK-506 es un nuevo macrélido fingico descubierto
en 1984, con una potente accidén inmunosuprescra (Morris et
al. 1989). Sus propiedades imunosupresoras son muy similares
a las de 1la ciclosporina suprimiendo la activacién de
linfocitos T, la produccién y expresién de interleucina-2
y la inhibicién de otras citocinas. Su potencia en la
inhibicién de linfocitos se manifiesta a una concentracién
100 veces menor que la de la ciclosporina.

Su uso en sustitucidén de la ciclosporina en la fase
inmediatamente posterior al trasplante estd en fase de ensayo.
Entre los problemas que se han presentado esté la nefrotoxici-
dad, que disminuye al bajar las dosis, la hipertensién, mucho
menos comin que con la ciclosporina, al mismo tiempo parece
producir una importante neurotoxicidad, (34% de incidencia,
6% con muerte en coma. Congress of the transplantation society
- Paris, 1992) y un efecto diabetégeno. (Armitage et al.

1991) (Starzl et al. 1991)

La Rapamicina es un metabolito fingico del Streptomyces
higroscopicus que ademds de sus efectos como antibiético
inhibe la proliferacién de linfocitos y también inhibe la

activacién de las células T y B (McGoon et al. 1992).

3.2.- Ciclosporina

La ciclosporina es un endecapéptido ciclico, extraido

del Tolypocladium inflatum Gams; que répidamente se ha



convertido en el soporte principal de la terapia inmunosupre-
sora.

Primeramente descrita como un agente antilinfocitico
(Borel et al. 1976), mostrd ser un poderoso agente inmunosu-
presor en trasplantes experimentales (Kostakis et al. 1977,
Calne et al. 1977, Morris 1981) y posteriormente su potencial
en trasplantes humanos (Calne et al. 1979, Najarian et al.
1983, Hakala et al. 1983).

Los aminodcidos en posiciones 11, 1, 2 y 3 integran
el lugar hidrofilico inmunosupresor (Fig. 1). Todas las
estructuras relacionadas, tanto naturales como sintéticas,
por sustitucién o pérdidas en la estructura del anillo, tienen

menor actividad inmunosupresora que la ciclosporina (Wenger

R.M. 1988).
10 11 1 2 3
MeLeu MeVal—Tn—MeBmt Abu Sar
9 MeLeu | | |
D-Ala Ala l MelLeu——Val——MeLeu

8 7 6 5 4

Fig.l.- Alineamiento de aminodcidos en la ciclospo-

rina.
La ciclosporina es metabolizada por via hepatica mediante
el sistema citocromo P-450 (Bertault-Peres et al. 1987),
por lo tanto la coadministracién de drogas que interaccionen
con este sistema (Tabla 1), puede afectar al metabolismo
de la ciclosporina. Los inhibidores (antagonistas de canales

de calcio, metil prednisclona, Ketoconazol, etc.) aumentan
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los niveles de ciclosporina, disminuyendo la dosis a
administrar y su costo; mientras los inductores (rifamicina,

fenobarbital, valproato, etc.) los diminuyen.

Aumento Disminucidén
Cimetidina Etancl
Ciprofloxacina Isoniacida
Eritromicina Fenobarbital
Ketoconazol Fenitoina
Metoclopramida Sulfametoxazol
Ranitidina Colestiramina
Verapamil Rifamicina
Nicardipina Valproato
Diltiazem

Tabla n® l.- Drogas que pueden afectar el
metabolismo de la ciclosporina.

Por ello es fundamental la medicién de niveles de
ciclosporina frecuentemente, sobre todo cuando se afiaden
nuevas drogas al régimen terapéutico.

La ciclosporina, no inhibe los acontecimientos de
Jenkinsmembrana inmediatos al disparo del receptor antigénico
como son la generacidén de inositol 1,4,5-trifosfato o la
movilizacidn del calcio sino que tiene una accidén selectiva
sobre las células T, que deriva de su capacidad para bloquear
la activacién transcripcional de los genes de linfocinas
como son la interleukina 2, interleukina 4 y gamma interferén
durante el proceso de produccién y proliferacién de las
células T (Larsson, 1982, Bunjes et al. 1981, Pereira et
al. 1987, Emmel et al. 1989).

El timo puede representar un importante lugar de accidn
de la ciclosporina, la droga disminuye el nidmero total de

timocitos y también anula el desarrollo intratimico de las
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células T. Esto trae como consecuencia la reduccidén en la
produccién de linfocinas y de los receptores a y P de las
células T (Jenkins et al. 1988).

La presencia de ciclosporina no afecta la unidén de
antigenos extrafios a las distintas regiones de las cadenas
ay B de los receptores de células Ty el estimulo del mensaje
de transduccién a través del complejo CD3, de la misma manera
la via mediada por el complejo CD2, la cual activa la
proteincinasa-C, es resistente a la droga (Kahan, 1989).

La ciclosporina no altera la actividad fagocitica,
quimiotéctica o citotéxica de los macréfagos, teniendo solo
un muy ligero efecto sobre las células accesorias, inhibiendo
la maduracién linfocina-dependiente de elementos secretorios
y catabolismo antigénico, disminuyendo la expresidén en la
superficie celular del MHC tipo II y alterando la sintesis
de prostaglandina E,; mas probablemente, el dnico efecto
apreciable de la ciclosporina sobre las células accesorias
sea la ruptura de la interaccién, mediada por linfocinas,
de linfocitos T y macréfagos (Kahan, 1989).

La absorcién de esta droga altamente lipofilica esta
afectada por el contenido graso de comidas y la liberacién
de dcidos biliares en el yeyuno proximal (Kahan et al. 1983),
por tanto las anomalias en la funcién gastrointestinal, pueden
disminuir intensamente la absorcién de la droga. En general
su farmacocinética varia no solo de un paciente a otro sino
en el mismo paclente a lo largo del tiempo, encontrando
marcadas diferencias en la biodisponibilidad (Ginsberg, 1991).
La monitorizacién de los niveles sanguineos de ciclosporina

es de gran utilidad; 250 ng/mL se requieren en el momento
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del trasplante que seran reducidos a 50-100 ng/mL 3 a 6 meses
después para evitar la toxicidad orgénica de la ciclosporina
(Keown, 1988).

Las ventajas de la ciclosporina sobre otros tratamientos
son su efectividad, carencia de mielotoxicidad, (Granelli-
Piperno et al. 1986) Dbaja incidencia de infecciones
postoperatorias, reducido porcentaje y severidad de los
episodios de rechazo, consiguiendo una disminucién de
esteroides. También se produce un importante sinergismo con
otras drogas inmunosupresoras (Kahan, 1989). Por todo ello
ha revolucionadoc el campo del trasplante de &6rganos.

Como contrapartida estdan los efectos téxicos, siendo
numerosos, debemos de ellos destacar:

- Neuroldégicos.- Parestesias, depresidén, cefaleas,
somnolencia y aparicién de cuadros convulsivos. La existencia
de neurotoxicosis, podria estar relacionada con un aumento
del contenido cerebral de agua.

- Dérmicos.- Hipertricosis, aumento de fibroblastos
gingivales y de la produccién de coldgeno por ellos,
ocasionando hiperplasia gingival.

- Endocrinos.- Aumenta los niveles de prolactina y
disminuye los de testosterona, dando lugar a la aparicién
de ginecomastia. También ocasionalmente puede producir
hiperglucemia, que puede ser reflejo de una alteracién en
la sintesis de glucédgeno hepatico.

- Hepé&ticos.- Aumenta la incidencia de colestasis con
hiperbilirrubinemia y elevacién de alanino aminotransferasa.

- Huesos.—- Generalmente se elevan los niveles de

fosfatasa alcalina, reflejando un aumento de la actividad
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remodeladora &6sea.

- Complicaciones vasculares y hematolégicas.- Incremento
de la incidencia de trombosis, aumento en la liberacién de
tromboxano A,, aumento de tromboplastina y disminucién de
la produccién de prostaciclina por las células endoteliales,
lo gque podria explicar la arteriolopatia y adhesién
plaquetaria que dan como resultado una trombosis glomerular.

- Hipertensién.- Se han descrito dos sindromes, una
elevacién aguda de la presién arterial durante el inicio
de la terapia y una elevacién crénica durante la administra-
c¢ién por largos periodos de tiempo, desarrolléndose ésta
entre un 30 a un 90% de los pacientes tratados (Weidle et
al. 1988). E1 mecanismo por el que se produce no es conocido,
sl bien parece ser estaria implicado el sistema nervioso
simpadtico (Morgan et al. 19%1). Tambien se produce un
incremento (principalmente nocturno) de la retencién de sal
(Curtis et al. 1988)

~ Nefrotoxicidad.- Sin lugar a dudas el principal efecto
secundario es la alteracidén de la funcién renal consecutiva
al tratamiento con ciclosporina, produciéndose una vasocons-
triccidén de la arteriola glomerular aferente; el mecanismo
de esa vasoconstriccién aln no estéd claramente definido.
Se ha sugerido un efecto simpaticomimético, dado que la
administracién de una dosis intravenosa de ciclosporina
produce una liberacidén de catecolaminas y una estimulacién
neural (Murray et al. 1985), este efecto no es probable en
pacientes. Otra hipétesis propone que la ciclosporina potencia
el flujo del ién calcio a través de la membrana, causando

una exagerada respuesta contréctil en el misculo liso
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arteriolar y en las células mesangiales (Goldberg et al.
1989). La hipdtesis més apoyada sugiere que la ciclosporina
altera el valance vasodilatador de la prostaciclina y su
vasoconstrictor antagonista el tromboxano A, en el tejido
cortical renal. Aunque los efectos en los niveles de
prostaciclina son controvertidos, la droga produce un aumento
en los niveles de tromboxano A,, el cual produce no solo
vasocostriccién renal, sino también proliferacién de las
células musculares lisas de la intima y acumulacién de
colesteril-ésteres en macréfagos. La capacidad de los
inhibidores de la tromboxano-sintetasa para disminuir la
disfuncién renal inducida por la ciclosporina, también sugiere
el papel que tiene en la patogenia la excesiva produccién
de tromboxano A, (Coffman et al. 1987).

Parece existir ademds una nefrotoxicidad aguda por dafio
tubular directo, y una nefrotoxicidad crénica con una
alteracidén progresiva de la funcidén renal y unas lesiones
histolégicas no especificas: fibrosis intersticial y atrofia
tubular debida a un incremento de la resistencia en la
arteriola aferente debido a un engrosamiento de la pared
arteriolar por un material mucoide subendotelial.(Mourad

et al. 1991).
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Efectos adversos de la Ciclosporina

Hipertensidn
Retencidén de sodio
Hiperkalemia
Acidosils tubular renal
Disfuncién renal
Convulsiones
Parestesia
Conjuntivitis
Hipertrofia gingival
Hipertricosis
Colestasis

Cefaleas
Ginecomastia

3.3.- Efectos adversos de la medicacidn inmunosupresora.

Segun informe de la Sociedad Internacional de Trasplante
Cardiaco la infeccién es la causa mas comin de muerte
postoperatoria (Kriett et al. 1991).

Las infecciones més frecuentes son:

- Citomegalovirus

Toxoplasmosis
- Pneumocistes carinii

- Legionella pneumophila

Listeria monocytogenes

La hipertensién es otra importante complicacién
desarrollada por la mayoria de los receptores de 6rganos
tratados con ciclosporina. La nefrotoxicidad aguda es otra
importante alteracién, sobre todo cuando se administra
ciclosporina en el perioperatorio, aqui los efectos
vasoconstrictores inducidos por la ciclosporina se suman
a la pérdida de albimina y fluidos y a la mala distribucién

del flujo sangquineo (drogas anestésicas), agravada en los
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trasplantes cardiacos por la circulacién extracorporea y
la hipoperfusién renal debido al fallo cardiaco congestivo
(McGiffin et al. 1985). Esta incidencia se puede disminuir
retrasando el inicio de la ciclosporina hasta los 5-7 dias
posteriores a la cirugia, mientras que se administran
preparaciones antilinfociticas. La nefrotoxicidad crénica
estd caracterizada por una fibrosis intersticial irreversible
(Myers et al. 1984). El aclaramiento de la creatinina estaré
disminuido y los niveles de creatinina sérica elevados el
afio posterior al trasplante, en virtualmente todos los
pacientes tratados con ciclosporina. La nefrotoxicidad no
suele progresar después del afio, en parte porque los niveles
séricos de ciclosporina para prevenir el rechazo pueden ser
reducidos.

La terapia con corticoides puede inducir diabetes
mellitus.

Los corticoides aceleran la osteoporosis por aumento
de la resorcién y disminucién de la formacién &sea. Pueden
causar necrosis aséptica de cadera, rodilla u hombro. El
crecimiento estd retardado en pacientes pedidtricos.

Los corticoides y la ciclosporina causan hipercolesteri-
nemia.

Los receptores de trasplantes tienen por encima de un
6% de riesgo de desarrcollar céncer (principalmente céncer
de piel), este riesgo esta correlacionado con el grado de
inmunosupresién total (Penn, 1987).

Las complicaciones gque afectan a los receptores de
trasplantes implican varios sistemas orgdnicos y varian en

tipo v frecuencia en el tiempo, debido a que la mayoria son



a causa de la inmunosupresiodn, se requiere un delicado balance
entre la adecuada inmunosupresién y el control de los efectos

adversos relacionados con las drogas.

3.4.- Tratamientos experimentales en el trasplante de

érganos.

Se debe resaltar que en los trasplantes existe polémica
sobre lo que es "Experimental". La evolucién de conocimientos
y técnicas en este campo es tan grande que lo experimental
pasa a convertirse en rutina en muy poco tiempo. El
tratamiento peri y postoperatorio, asi como el tratamiento
a largo plazo y el del rechazo agudo, son en la actualidad
un campo de investigacién para el desarrollo de nuevas drogas
inmunosupresoras, como de otras gue en unién de las ya
existentes disminuyan los efectos indeseables de éstas.

El acimulo de plaquetas que tiene lugar en ©6rganos
trasplantados durante el rechazo se conoce desde hace al
mencs 20 afios (Burrows et al. 1973). La agregacidn y
degranulacién pueden contribuir al dafio del érgano al menos
de dos maneras: Primero, el endotello puede ser dafiado por
productos de degranulacién facilitande la infiltracién
celular. Segundo, el blogueo de arteriolas y capilares por
agregados plaquetarios y la vasoconstriccién por productos
de degranulacién plaquetaria pueden reducir el flujo sanguineo
causando necrosis isquémica. Varios estudios se han realizado
usando anticoagulantes y drogas que afectan a la actividad
plagquetaria, mostrando en general minimas mejoras en la

supervivencia del trasplante durante el rechazo (Kauffman



et al. 1980) {Soper et al. 1982), aungque algunos han mostrado
més prometedores resultados (Kostakis et al. 1982, Shaw,
1983).

Intimamente ligado a lo anterior, el papel de los
metabolitos del 4&cido araquidénico tiene un interés
considerable en el rechazo de 6érganos. Se ha demostrado que
el tromboxano se eleva durante los rechazos renales (Foegh
et al. 1981) y cardiacos (Khirabadi et al. 1985). La
inhibicién en la formacién de tromboxano estd asociada con
la inhibicién de la proliferacién y citotoxicidad de
linfocitos (Leung et al. 1980) y puede actuar comoc un
regulador de la inmunidad celular. Al mismo tiempo el
tromboxano producido por las células del infiltrado
perivascular en el rechazo agudo, causa vasculitis arterial,
y la consiguiente lesidén en la intima produce activacién
plaquetaria, lo que acelera la sintesis de tromboxano, con
formacién de trombo, vasoconstriceién e isquemia del érgano,
lo cual explicaria el efecto beneficioso de la asociacién
de inhibidores del tromboxano con bajas dosis de ciclosporina,
en el rechazo de 6rganos (Sakurai et al. 1990).

La proliferacidén de la interleucina-2 es un componente
esencial de la respuesta alogénica. La utilizacién de
anticuerpos monoclonales que blcqueen el receptor de IL-2
puede ser una posibilidad especifica de inmunoterapia, y
su asociacidn con ciclosporina y dosis bajas de corticoides,
ademas de una 6ptima tolerancia permite reducir la incidencia
de infecciones virales (Hiesse et al. 1991)

El calcio tiene un importante papel en la activacién

de linfocitos (Wedner et al. 1976). No obstante los efectos
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inmunosupresores de los agentes blogueantes de los canales
de calcio, no han sido bien estudiados, aungue algunos
trabajos parecen indicar que la asociacién de verapamil o
nifedipina con azatioprina, mejora la supervivencia de los
trasplantes cardiacos (Foegh et al. 1985). Ademés de su efecto
sobre la proliferacioén de linfocitos, poseen propiedades
cardiovasculares y hematolégicas que pueden afectar a la
supervivencia del érgano por diferentes mecanismos, inhiben
la agregacién plaquetaria y provocan vasodilatacién mejorando
la entrega de oxigeno a regiones isquémicas, y por ultimo
previenen el perjudicial acimulo de calcio en la mitocondria
isquémica.

También estd presente el papel que Jjuega el binomio
isquemia/reperfusién en la produccidén de radicales libres
(mediadores en la respuesta inflamatoria y de la lesién
tisular) y la influencia que el tiempo y las condiciones
de preservacién tienen sobre los mismos. Los radicales libres,
degradan macromoléculas como el dcido hialurénico, producen
lesién de biomembranas por peroxidacién lipidica, lo cual
da lugar a oxidacidén no enzimédtica del &cido araguidénico
e 1inactivan los inhibidores naturales de proteinasas,
permitiendo que éstas degraden la matriz (Humbria, 1990).
La administracién de la enzima superdxido-dismutasa, que
bloquea el anién superéxido, se ha demostrado eficaz en la
prevencién de la lesidn de reperfusidn (Lopez-Boado et al.

1990).
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4.- FACTOR DE ACTIVACION PLAQUETARIA

4.1.- Factor de activacién plaquetaria.

Benveniste (Benveniste et al. 1982) describe por primera
vez el PAF (Platelet-Activating Factor) como un mediador
liberado por bésofilos de conejos sensibilizados por un
dntigeno. E1 PAF ha sido guimicamente definido con una
estructura molecular de 1-0O-hexadecil/octadecil-2-acetil-sn-
glicero-3-fosfocolina (Benveniste et al. 1989, Demopoulos

et al. 1979). (Fig.2)

H,00(CH,), Oy
|
C)Fﬁgf‘()"C)(Ef4 (j
i +
CDFﬁQCZy_F)—C)(3F42(DP{2Pd ((DF%B)B
|

n=15 17 O

Fig. 2.- Estructura quimica del PAF

Aunque su estructura bésica ha sido firmemente
establecida, se han detectado variaciones en la composicién
de la cadena 1-0O-alquil, Keith (Keith et al. 1984) con
neutr6files humanos estimulados, ha encontrado solo 1-0-
hexadecil PAF, mientras que Oda (Oda et al. 1985) ha detectado
16:0, 17:0 y 18:1 cadenas alquil. Debemos notar que la
variacién molecular de PAF es especie-especifica (Mueller

et al. 1984, Ramesha et al. 1987) e independiente del estimulo
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celular. El conocimiento de la detallada composicién del
PAF especifico es interesante porque la longitud y grado
de saturacién de la cadena l-alquil influencia su actividad
biolégica (Satouchi et al. 1981, Tencé et al. 1981, Blank
et al. 1982, O'Flaherty et al. 1983).

El PAF es un potente mediador autacoide implicado en
un amplio rango de enfermedades como el asma, shock,
anafilaxia, isquemia miocdrdica y cerebral, enfermedad renal,
ovoimplantacién, rechazo de trasplantes y una gran variedad
de procesos inflamatorios (Braquet et al. 1987a,1989%a, Pirotzy
et al. 1988, Mencia—-Huerta et al. 1989a,1989b). Es producido
y actida en una gran variedad de células como son: basé6filos,
neutr6filos, eosinéfilos y monocitos de la sangre periférica,
plaquetas, c¢élulas de epitelios glandulares, células
endoteliales y tejido neuronal (Braquet et al. 1989%a, Koltai

et al. 1991).

4.2=- Efectos como mediador.

Entre los mds importantes efectos del PAF-aceter como
mediador debemos incluir: a) Leucopenia, debida a agregacién
y/0 quimiotaxis, diapedesis e infiltracién de la pared de
los vasos, b) Formacién de estancamiento microcirculatorio
y ¢) Extravasacién de plasma, seguida de edema, hipotensién
arterial y shock (Braquet et al. 1987a, 1989a).

Accidn sobre plaquetas.— El PAF estimula la agregacién

y liberacién de plagquetas en numerosas especies animales,
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incluyendo al hombre, produciéndose esta reaccién a
concentraciones tan bajas como 0.1 nM. y es consecuencia
de la unién a receptores especificos acoplados a proteinas
G y a canales de calcio (Klocking et al. 1986, Sanchez-Crespo
et al. 1991). Ya cuando fue descrito por vez primera
(Benveniste et al. 1972) se hablé de la capacidad de disparar
la reaccién de liberacién plaquetaria, lo que explica el
uso del termino PAF.

Concentraciones nanomolares de PAF, liberan activador
del plasminégeno tisular, de las células endoteliales "in
vitro® a través de un mecanismo Ca** dependiente, que comprende
la activacion de la fosfolipasa A, y liberacién de metabolitos
del &cido araquidénico (Hofmann et al. 1990).

Accidén sobre neutréfilos polimorfonucleares.- Los
neutr6filos son una de las células diana de PAF, siendo el
primer tipo de leucocito en el que se describid la estimula-
cién por PAF, la cual produce la agregacién, degranulacién
y secrecidn de radicales libres y eicosanoides a concentracio-~
nes de 0,1uM (Shaw et al. 1981, Chilton et al. 1982).

Acci6n sobre eosinéfilos.~ La presencia de receptores
de PAF en los eosindéfilos se demostrd en 1989 (Ukena et al.
1989). Se han descrito efectos similares a los producidos
por los neutrdéfilos (Elliot Sigal et al. 1987) e igualmente
sobre monocitos (Yasaka et al. 1982). El PAF induce
infiltracién eosinofilica, siendo uno de los més potentes
agentes guimot&cticos sobre estas células (Wardlaw et al.
1986), este infiltrado es un factor crucial en el dafio
microvascular; LTC, y O, , dos agentes téxicos para la

integridad endotelial, son producidos por eosinéfilos.
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Accién sobre células endoteliales.- Las células
endoteliales, expuestas a varios estimulos, son muy activas
generando PAF (Whatley et al. 1988), al mismo tiempo el PAF
produce un intenso deterioro de estas células (Braquet et
al. 1989%a), entre las alteraciones a destacar, estdan:

- Cambios de forma.

- Alteraciones en el citoesqueleto.

- Formacién de vesiculas.

- Desaparicién de actina-~F.

- Aumento de la permeabilidad endotelial a las
macromoléculas del plasma, con exudacidén de plasma
rico en proteinas.

- Aumento del calcio intracitosdlico.

- Induce el efluvio de calcio.

- Activacién de proteinkinasa C.

- Hiperpolarizacién de membrana.

- Disminucién de la actividad de 1la adenilato
ciclasa.

- Aumento de la adhesidén de leucocitos sobre éstas.

La lesién de la célula endotelial, el aumento del
infiltrado, la formacién de vesiculas en endotelio y el edema
son alteraciones microvasculares (todas ellas emuladas por
el PAF) caracteristicas de diversas afecciones como la
isquemia (Braquet et al. 1989b), shock, sepsis (Sanchez-Crespo
et al. 1991, Nordstoga et al. 1979), rechazo de trasplantes
(Nonomura et al. 1988) y asma (Beasley et al. 1989) y por
lo tanto el PAF podria ser uno de los mediadores implicados

en estas patologias (Bragquet et al. 1989%9a).
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4.3.- E1 PAF y otros mediadores inflamatorios

Debe destacarse la accién pro-inflamatoria del PAF-aceter
debida a la capacidad de estimular la adhesi6én y agregacién
de neutréfilos sequida de la liberacidén de enzimas lisosomales
y activacién de la cascada del &cido araquidénico.

El proceso inflamatorio es el resultado de la accién
de una gran variedad de autacoides generados simultédnea o
sucesivamente y el conocimiento de cémo y culdndo se liberan
y sus interacciones son de suma importancia (Sanchez-Crespo
et al. 1991). De hecho se ha demostrado una fuente comin
de PAF y araquidonato en leucocitos polimorfonucleares humanos
a partir de 1-0O-alquil-2-araquidonil-sn-gliceril-3-fosfocoli-

na.(Chilton et al. 1984) (fig.3)

El PAF actia a través de la formacidn de eicosanoides
intermediarios en alguncos sistemas como es en el corazén
(Piper et al. 1986).

Existen también estrechas relaciones entre citokinas,
PAF y eicosanoides; en polimorfonucleares
humanos se ha demostrado la formacién de PAF y Leucotrieno
B;, por estimulo de TNF (Tumor Necrosis Factor)(Camussi et
al. 1989), y células endoteliales pueden producir PAF en
respuesta a un estimulo por IL-1 (Interleukina 1)(Bussolino

et al. 1986).



1-O=-alquil-2-araquidonil-sn-gliceril-3-fosfocolina
Fosfolipasa A,

Liso-PAF * Araquidonato
ciclo-oxigenasa| Lipoxigenasa
, |

Acetiltransferasa ' ,
PGG, 5-HPETE

PAF | |
LTA,— LTB,
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|
LTD
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TXA, PGE, PGF,, PGD, PGl,
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| |
TXB, 6-ceto-PGF,,

Fig.3.- Biosintesis de PAF y Eicosanoides en leucocitos
humanos.

4.4.- PAF y citokinas

Los TNF poseen importantes efectos inmunomoduladores,
pueden activar los macréfagos para producir IL-1, GM-CSF
(granulocyte—-monocyte colony-stimulating factor) y prostaglan-
dinas, y modulan la generacién de INF-y por linfocitos. La
exposicidén de neutréfilos a TNF~a y TNF-f, estimula la
produccién de radicales superdéxido, induce la respuesta
fagocitica y aumenta la toxicidad celular anticuerpo-
dependiente (Aggarwal, 1987).

Estudios recientes sugieren que la relacidén entre PAF

y TNF es de particular importancia en la mediacién del dafio
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endotelial, el PAF activa monocitos periféricos para producir
vy secretar TNF (Bonavida et al. 1989) y a muy bajas dosis
amplifica de forma significativa la produccién de TNF inducida
por INF-y, IL-1, MDP (muramil dipeptido) o LPS (lipopolisaca-—-
rido) (Rola~Pleszczynski 1990). Estos datos sugieren que
la actuacidén del PAF sobre los monocitos puede constituir
un importante paso en la amplificacidén de las respuestas
inflamatoria e inmune. Este concepto es sostenido ademés
al demostrarse que los monocitos estimulados con IL-1, TNF
o INF-y son capaces de producir PAF de una forma bifésica,
con un primer pico entre la primera y segunda hora,
ampliamente retenido intracelularmente y un Gltimo pico entre
las seis y ocho horas en el que la mayoria del PAF es liberado
en el medic (Valone et al. 1988).

Cuando las células endoteliales sufren un estimulo nocivo
un gran nimero de propiedades hemostédticas celulares se
alteran incluyendo un aumento en la sintesis de PAF (Camussi
et al. 1983a, 1983b). Las células endoteliales producen PAF
en respuesta a una activacién por IL-1 y TNF, la cual requiere
sintesis proteica, produciéndose en mayor cantidad y méas
rdpidamente en las estimuladas con TNF (Bussolino et al.
1987, Camussi et al. 1987a). Ademds otros agentes inducen
la producciodn de PAF por estimulacién de células endoteliales
de una forma m&s inmediata al no requerir sintesis proteica

(Tabla 2).
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Agentes que inducen la formacién de PAF
en células endoteliales
Estimulacidn Activacién
Trombina IL-1
Histamina TNF
ATP Linfotoxina
H,05
Bradigquinina
LTC,, LTD,
Proteasas
TABLA - 2

Hay evidencias de gue el PAF es un potente modulador
de la proliferacién de linfocitos y de la produccién de IL-2
(Braquet et al. 1987b, Hosford et al. 1988).

A muy bajas concentraciones, no solo induce la liberacidn
de IL-1 y TNF de monocitos/macréfagos activados sino también
la produccién de leucotrienos (McColl et al. 1990) y radicales
libres (Vercellotti et al. 1988) de polimorfonucleares
activados.

El PAf producido por células endoteliales, puede
amplificar la produccién de TNF y IL-1 y aumentar al mismo
tiempo, a traves de ellos, la produccién de GM-CSF y IL-6

por el endotelio.
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4.5.~ PAF en rechazo de 6rganos

La produccién de una gran variedad de mediadores
inflamatorios en 6rganos en condiciones de rechazo se ha
demostrado extensamente, Mangino (Mangino et al. 1986, 1987)
muestra el aumento significativo en la produccién de
metabolitos del araquidénico durante el rechazo de un
alotrasplante renal. Dado que las células del infiltrado
inmunocompetente son capaces de sintetizar PAF como células
aisladas in vitro, podria deducirse que la produccién de
PAF puede ocurrir durante el rechazo de alotrasplantes y
jugar un significativo papel en el proceso de rechazo y en
el deterioro funcional del é6rganc trasplantado.

El PAF se ha mostrado como una llave biolégica en el
conjunto inflamatorio que tiene lugar en el rechazo hiperagudo
de 6rganos, que depende principalmente de la presencia de
anticuerpos—antidonante-circulantes que se unen al trasplante
inmediatamente precipitando un rechazo en pocos minutos,
tanto sobre rifién (Ito et al. 1984) como sobre corazdén
(Camussi et al. 1987b, Makowka et al. 1990).

La presencia de grandes cantidades de PAF asi como de
sus precursores en timo (Salem et al. 1989) puede también
tener importantes implicaciones dada la importancia que este
6rgano tiene en la capacitacidén funcional de los linfocitos
T.

Recientemente se ha demostrado que la produccién de PAF por
el cértex y la médula renal, aumenta de forma significativa
en alotrasplante renal, durante el rechazo celular (Mangino

et al. 1991). La ruta de remodelacién de fosfolipidos podria
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ser la ruta predominante de sintesis de PAF durante el rechazo
celular, dado que éste estd caracterizado por la afluencia
de células mononucleares, plaquetas, leucocitos polimorfonu-
cleares y otras células inmunocompetentes y que estas células
sintetizan PAF por la via de remodelacién de fosfolipidos.
El tejido renal produce por tanto grandes cantidades de
eicosanoides durante el rechazo, siendo probable que el
aumento en la sintesis de eicosancides resulte en la
generacién de acido arquidonico no esterificado, primer paso
enzimdtico en la ruta de remodelacidn para producir PAF.
El aumento en la produccidén de PAF durante el rechazo puede
sugerir un papel biolégico del mismo en el rechazo. E1 PAF
estimula la agregacién, quimiotaxis y secrecién de neutréfi-
los, células mononucleares y plaquetas (Snyder 1989). Al
mismo tiempo aumenta la permeabilidad vascular, pudiendo
ser un mediador llave en la migracién, extravasacién y
activacién de numerosos tipos celulares implicades en el
rechazo. La produccidén de PAF por células inmunocompetentes
activadas podria también estimular 1la hidrélisis de
fosfolipidos y liberacién de araquidonato no esterificado,
dando como resultado la formacién de eicosanoides y toxicidad

celular.

S.= ANTAGONISTAS DEL FACTOR DE ACTIVACION PLAQUETARIA

5.1.- Compuestos con actividad antagonista de PAF

Se conocen algunos compuestos con actividad antagonista
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de receptor del PAF que pueden ser englobados en tres tipos
fundamentales:

- Antagonistas basados en modificaciones de 1la
estructura quimica del PAF-aceter (an&logos
estructurales)

- Productos naturales y sus derivados

- Estructuras sintéticas

* Andlogos estructurales.- Dentro de ellos tenemos los
de cadena abierta, similares al mediador, el primer producto
descrito en esta serie fue el CV-3988 (Terashita et al. 1983),
mostrando inhibir la agregacién plaquetaria inducida por
PAF y el shock endotéxico en la rata. El1 SRI-63-119
(Sandoz) (Winslow et al. 1985), inhibe la agregacién
plaguetaria humana inducida por PAF, inhibe la hipotensién
inducida en ratas y cobayo y contrarresta el broncoespasmo
en éstos. E1l RO 19-3704 (Hoffmann Laroche)(Barner et al.
1984), un potente antagonista que 1inhibe la agregacidn
plaquetaria inducida por PAF en conejos, cobayos y humanos
al igual que la broncoconstriccién, hipotensién, trombocitope-
nia, leucopenia y extravasacién en cobayo.

Otros andlogos presentan ciclacién de parte de la
estructura, produciéndose una segunda familia de antagonistas
derivados de la estructura del PAF. El1 SRI-073 (Sandoz) o
los derivados de la Dioxanona (Roche), son ejemplos de este
grupo, compuestos con relativa baja potencia, buena absorcién
oral y carencia de agonismo parcial son las principales

caracteristicas de la serie
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* Productos naturales.— Tenemos tres grupos principales:

1) Lignanos.- Lignanos y neclignanos son una inmensa
familia quimica formada por dimerizacién oxidativa de fenoles;
estos compuestos han llamado considerablemente la atencién
por estar muy difundidos en la naturaleza y por su extenso
rango de efectos bioldgicos. Un neolignano, aislado de una
planta usada en la regién meridional de China (Piper
futokadsurae), como antirreumdtico y antialérgico, se
manifestd como un potente inhibidor de la unién de [H]~PAF-
aceter a una preparacién de membrana plaquetaria de conejo
{Shen et al. 1985). Denominado Kadsurenona, ésta inhibe la
agregacién y degranulacién inducida por PAF en neutréfilos
humanos, bloquea la permeabilidad cutdnea inducida por PAF
en cobayos y antagoniza parcialmente el shock endotéxico
en ratas (Doebber et al. 1985).

Varias estructuras de la serie de los lignanos son
tambien potentes antagonistas de PAF como ocurre con algunes
tetrahidrofuranos, el grupo de Shen, sintetiza el L-652731,
(Hwang et al. 1985) activo por via oral y mucho mds potente
que la Kadsurenona in vitro e in vivo. El tiocisostero L-653150
tiene una superior eficacia y una mayor duracién.

Aungque la mayoria de los lignanos se encuentra en
plantas, unos pocos han sido descubliertos en la orina de
animales (incluyendo la humana), siendo el principal
identificado una enterolactona (Setchel et al. 1980).

2) Terpenos.- Una segunda familia de potentes PAF-
antagonistas la constituyen los Ginkgolidos, terpenoides
aislados del arbol Ginkgo biloba, el BN 52020, BN 52021,

BN 52022, BN 52023 y BN 52024 pertenecen a dicha familia,
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el mads potente de ellos, el BN 52021, demuestra su fuerte
unién al receptor, por el hecho de que cuando las plaquetas
eran tratadas y despues lavadas, la actividad practicamente
no cambla, inhibe la agregacidn y degranulacién, inducida
por PAF, de neutr6filos humanos aislados (Braquet et al.
1985a), al igual que la quimiotaxis causada por el autacoide
(Wardlaw et al. 1986) inhibe la hipotensién, hemoconcentracién
y extravasacién producida por PAF o IgG en ratas (Sanchez-
Crespo et al. 1985, Baranes et al.), contrarresta la trombosis
inducida por PAF en cobayos (Bourgain et al. 1985), antagoniza
la broncoconstriccién inducida por PAF y el broncoespasmo
pasivo homSdlogo y heterélogo en el cobayo (Braquet et al.
1985b, Lagente et al. 1985).

3) Gliotoxinas y sustancias afines.- La gliotoxina y
otras epipolitiodioxopiperacinas son toxinas producidas por
una gran variedad de cepas flingicas o microbianas, investiga-
dores de la Fujlisawa Pharmaceutical Company, aislaron
antagonistas de PAF de algunas de estas cepas ({(Okamoto et
al. 1986a, 1986b, 198B6c). Los més potentes del grupo, el
FR-900452 y el FR-49175 inhiben la agregacidén plaquetaria
inducida por PAF, inhiben la broncoconstriccién inducida
por PAF en cobayos, pero fallan en prevenir la hipotensién
en ratas o el aumento de la permeabilidad vascular en ratén
y no inhiben la inmuncanafilaxis en cobayo. Estos resultados
sugieren la existencia de diferentes tipos de receptores

especificos en plaquetas y vasos (Hosford et al. 1990).

* Estructuras sintéticas.- Existen relativamente pocos

antagonistas de PAF que no estén relacionados estructuralmente
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con €l o con los distintos antagonistas naturales. No obstante
este grupo contiene compuestos gque muestran una gran potencia
como antagonistas de PAF.

El RP 48740 derivado de una estructura de (3-piridil)-
1H,3H-pirroleo[l,2~-c] tiazol, el bloqueante de los canales
de calcio, diltiazem y varios derivados benzodiazepinicos
como el WEB 2086 son ejemplos de este grupo. E1 RP 48740
inhibe la agregacién plaquetaria inducida por PAF en conejos
y humanos (Sedivy et al. 1985), antagoniza la broncoconstric-
cién inducida en el cobayo y la trombocitopenia en el conejo
(Sedivy et al. 1985).

El diltiazem utilizado clinicamente como antagonista
del calcio, muestra propiedades como antagonista del PAF,
esta propiedad del diltiazem y de otros bloqueantes del Cca?*,
sugieren que estos pueden estar ligados de alguna manera
en la plaqueta (Valone 1987).

Las triazolobenzodiazepinas alprazolam y triazolam,
drogas pseicotrépicas, son inhibidores especificos de la
agregacion plaquetaria inducida por PAF en humanos y conejos
(Cox et al. 1987). El brotizolam utilizado clinicamente como
un hipnético, inhibe la agregacién de plaquetas y de
neutréfilos en humanos, la broncoconstriccidén en el cobayo
y la hipotensién en la rata (Casals-Stenzel 1987a).

La separacidn de las propiedades sobre sistema nervioso
central y como antagonistas de PAF, en la serie de las
triazolobenzodliazepinas, ha sido coseguido con la sintesis
del WEB 2086, este compuesto inhibe la agregacidn de plagquetas
y neutré6filos inducida por PAF en humanos, la trombocitopenia

y neutropenia en el cobayo y la hipotensidén en la rata
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(Casals-Stenzel 1987a), disminuye la broncoconstriccién y
leucopenia inducida por antigeno en cobayos sensibilizados
y disminuye los efectos anafildcticos inducidos por
ovoalbimina en ratén y cobayo (Casals-Stenzel 1987a).

Por formacién de un anillo ciclopentano entre el carbono
aC y C-7 se produce el WEB 2170 y el CH, andlogo STY 2108,
ambos inhiben la broncoconstriccién en el cobayo y la

hipotensién en la rata (Casals-Stenzel 1987b).

5.2.- PCA-4248.

Dentro de la linea de investigacidén desarrollada por
los Laboratorios ALTER S.A., sobre el disefic de 1,4-
dihidropiridinas con capacidad de interferir en la agregaciodn
plaquetaria, pero carentes de efectos cardiovasculares (Sunkel
et al. 1988), se observé que algunos derivados eran potentes
antagonistas del PAF.

Uno de ellos, el PCA-4248 [2-(feniltio)etil-5-metoxicar-
bonil-2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridina=~3«~carboxilato] (fig.

4).
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Fig. 4.- PCA-4248

Si comparamos los efectos cardiovasculares de este
compuesto con los de la nitrendipina (Sunkel et al. 1990),
encontramos:

l.- Una disminucién importante de la capacidad
inhibitoria de la contraccién inducida por Ca?* sobre aorta
de conejo.

2.~ Una ausencia de efecto ilnotrépico negativo sobre
auricula de conejo a concentraciones de 100 nM y solo un
débil efecto a 1 uM, siendo la nitrendipina activa a 100
nM.

El PCA-4248 estéd desprovisto de efectos inhibitorios
gsobre la agregacién plaquetaria inducidos por agonistas
diferentes al PAF.

Induce una inhibicién dosis~dependiente de la activacién
plaquetaria inducida por PAF en conejos y humanos; mostrandose

tambien como un potente inhibidor de la unién de PAF a sus
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receptores en polimérfo-nucleares, incluso con una mayor
potencia que al receptor plaguetaric (Ortega et al. 1990).

El PCA-4248 a la dosis de 5 mg/kg IV revierte la
hipotensién inducida por la administracién por via intravenosa
de 0,66 ug/kg de PAF en ratas. Tambien produce una inhibicién,
dosis-dependiente, en la extravasacidén de plasma inducida
en ratas por: a) la administracién de 1 upug/kg IV de PAF,
b) la administracién de 40 mg/kg de inmuncagregados solubles
y c) la administracién de 0,5 mg/kg de endotoxina (Fernandez-
Gallardo et al. 1990).

El PAF inyectado intradérmicamente produce un actimulo
en el lugar de inyeccién de sercalblimina bovina marcada (1251—
BSA), que alcanza el madximo a los 30 minutos, esta accidn
es bloqueada por la inyeccién IV previa de 1 mg/kg de PCA-
4248, Si se inyecta TNF (Tumor Necrosis Factor) intradérmica-
mente a la dosis de 0,2 mg causa un actimulo de 1257-Bsa que
es asi mismo bloqueado por el PCA-4248, esta inhibicién podria
no estar relacionada con PAF (Ferndndez-Gallardo et al. 1990),
pudiendo encontrarse por lo tanto una cierta actividad por

parte del PCA-4248 como anti-TNF.
5.3.- Antagonistas de PAF como agentes terapéuticos.
Sobre toda la base anteriormente expuesta, 1los
antagonistas del PAF-aceter podrian ser efectivos en una

serie amplia de modelos patolégicos, representando una nueva

clase de agentes terapéuticos.
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Efecto sobre corazén.

Los efectos vasoconstrictores sobre coronarias e
inotrépicos negativos del PAF han sido bien establecidos
(Koltai et al. 1989), estos efectos son inhibidos por el
WEB 2086 (Felix et al. 1990) y por BN 52021 (Viossat et al,.
1989)

El BN 52021 mejora la funcién cardiaca después del cambio
antigénico (Tosaki et al. 1989) sugiriendo que podrian tener
valor terapéutico contra los sintomas cardiacos durante
el shock anafildctico.

El PAF se sintetiza por granulocitos bajo estimulo hip6xico,
por lo tanto puede ser un importante mediador en la isquemia
miocdrdica (Lefer, 1989). Los antagonistas de PAF, pueden
presentar efectos cardioprotectores, previniendo las arritmias
durante la isquemia y reduciendo el tamafio del infarto. El
BN 50739, disminuye la incidencia de arritmias ventriculares
inducidas por isquemia (Koltai et al. 1989), y el &area de
infarto después de 90 minutos de oclusién coronaria y 48

horas de reperfusién (Schaer et al. 1990).

Efectos sobre circulacién periférica.
La administracién de CV=-3988 antes o simultédneamente con
endotoxina de E. coli, previene la hipotensién sistémica
desarrollada por ésta (Terashita et al. 1985). A partir de
este trabajo, han sido numerosos los publicados sobre los
efectos de los antagonistas de PAF en la mejoria de las
caracteristicas patofisiolégicas de distintos modelos de

shock (S&nchez-Crespo et al. 1991).
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Efectos en asma.

La hiperreactividad bronquial debida a reaccicnes de
hipersensibilidad, pueden dividirse en varios subtipos con
diferente sensibilidad farmacolégica, lo que explica las
variadas caracteristicas clinicas e intervenciones terapéuti-
cas del asma bronquial. El1 PAF, parece actuar mas como un
modulador dque como un mediador en la hiperreactividad
bronquial, los efectos terapéuticos de los antagonistas del
PAF, podrian estar limitados a un retraso de la broncocons-

triccién y la respuesta inflamatoria (Koltai et al. 1991).

Efectos en sistema gastrointestinal.

La microcirculacidén juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la integridad funcional de la mucosa
gastrointestinal (Esplugues et al. 1989). Los cambios en
el flujo sanguineo por liberacién de mediadores vasocactivos
o citotéxicos, incluyendo radicales libres de oxigeno,
eicosanoides y PAF, estdn implicados en la patogénesis de
la ulceracién péptica y la gastritis erosiva. E1 BN 50727,
presenta al igual que otros antagonistas de PAF, importantes

propiedades gastroprotectoras (Braquet et al. 1990).

Efectos sobre rifién.

El PAF produce una importante reduccién del flujo
plasmatico renal, de la filtracién glomerular y de 1la
excrecién urinaria de Na* de forma paralela a la hipotensién
gue produce. El ginkgolido B y el SRI 63675 mejoran el cuadro
renal producido por la infusién de endotoxina (Tolins et

al. 1989).
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El PAF producido por distintas células y 6rganos, puede
estar implicado en los mecanismos de proteinuria y otras
nefropatias (Koltai et al. 1991).

La nefrotoxicidad de la ciclosporina, podria estar
relacionada con la liberacién de PAF (Lamas et al. 1990),
habiéndose notado cierta prevencién de sus efectos nocivos
mediante la utilizacion de ginkgolido B (Pavao dos Santos

et al. 1989).

Efectos en inflamacién y piel
El PAF, inyectado en la zona plantar o en cavidad pleural
de ratén, produce una temprana respuesta inflamatoria, que
es lnhibida de una forma dosis-dependiente por el WEB 2170
mientras que el WEB 2086 no actida, lo que sugiere diferentes
receptores de PAF en el foco inflamatorio (Henriques et al.
1990).

También se ha descrito (Maestre et al. 1990) 1la
cooperacién entre PAF y TINF en la produccién de radicales
libres por polimorfos neutréfilos in vitro y en la artritis
inducida por antigeno in vivo.

Antagonistas de PAF, relaclonados estructuralmente con
éste, inhiben parcialmente la formacidén de edema producido
por la inyeccién intradérmica de PAF mas PGE, en piel de
conejo, mientras que antagonistas no relacionados estructural-
mente con el PAF y derivados sintéticos inhiben de forma
intensa solo la respuesta al PAF (Hellewell et al. 1989).

El PAF es un potente mediador inflamatorio gque
interacciona con otros mediadores como las citocinas, dando

como resultado un aumento autocatalitico de la respuesta
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inflamatoria. Los antagonistas de PAF, son capaces de
interrumpir este circulo vicioso, por lo que podria ser
incluido su uso, solos o en combinacién con otras drogas
antiinflamatorias, en la estrategla terapéutica de numerosas
situaciones patolégicas relacionadas con la inflamacién

(Koltai et al 1991).

5.4.- Antagonistas de PAF en el trasplante de érganos.

Varios trabajos se han realizado con antagonistas del
PAF para valorar su accién en el trasplante de 6rganos; el
BN 52021 (Foegh et al. 1986, Khirabadi et al 1987), es el
primer antagonista de PAF, que se prueba en un trasplante
cardiaco experimental en ratas, utilizdndolo siempre en unién
de azatioprina o de ciclosporina y consiguiendo un aumento
en la supervivencia que en ningun caso sobrepasa los 4 dias.
El RP 48740 se ha probado en un modelo de trasplante renal
en ratas (Freiche et al. 1990), solo o en combinacidén con
ciclosporina, consiguiendo un aumento significativo de 1la
supervivencia, pero no un efecto sinérgico en su asociacién
con la ciclosporina.
El1 WEB 2170 por si solo no produce aumento de la supervivencia
en un trasplante cardiaco en rata, pero si lo produce de
forma significativa en asociacidn con una dosis de ciclospori-

na de 2ng/kg.(Da Costa et al.1990)
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OBJETIVOS
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El objetivo de este trabajo se basa en conocer el efecto
que sobre el rechazo de un alotrasplante cardiaco heterotdpico
en rata, puede presentar el antagonista del factor de

activacién plaquetaria PCA-4248,

Para ello valoraremos:

1.- El1 efecto sobre la supervivencia de alotrasplante

en los animales tratados con el PCA-4248.

2.- El1 efecto sobre el cuadro histopatolégico final

en los animales tratados con el PCA-4248.

3.- El1 efecto de la asociacién de PCA-4248 con

ciclosporina a dosis subterapéuticas en relacidén con esas

mismas dosis de ciclosporina como tGnico tratamiento.
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MATERIAL Y METODOS
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1.- CEPAS Y CONDICIONES DE ESTABULACION.

Para la realizacién de este trabajo se han empleado
un total de 117 ratas machos de 230 a 300 gr., de la cepa
Lewis/CrlBR, que fueron las receptoras de los alotrasplantes;
112 ratas hembras de 200 a 250 gr., hibridos F, (Lewis x Brown
Norway) que se utilizaron como donantes. Ademés se utilizaron
15 ratas Sprague-Dawley y 15 ratas Wistar, para la puesta

a punto de la técnica y como modelo de trasplante singénico.

Caracteristicas de las cepas:

1.- La cepa Lewis deriva de la cepa Wistar, fue
desarrollada por Margaret Lewis en Scripps Clinic, La Jolla,
California, es la cepa de eleccién para el estudio de los
procesos de tipo inflamatorio.

Posee los alocantigenos (RT1-1, RT2-a, RT3-a, RT4-b)

2.- Los hibridos F; (Lw x BN), son animales producto
del cruce de una hembra de la cepa consanguinea Lewis con
un macho de la cepa consanguinea Brown Norway (cepa obtenida
de una mutacidén marrén de ratas salvajes; desarrollada por
King con acoplamiento consanguineo a partir de 1958
desarrollado por Silvers).

Posee los aloantigenos (RT1-1-n, RT2-a, RT3-a-b, RT4-b)
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va que los genes de histocompatibilidad son expresados de
forma codominante en los animales F;.

La eleccidén de estas cepas, nos proporciona una barrera
de histocompatibilidad que puede permitir observar efectos
menores en la supervivencia del trasplante.

Todos los animales fueron estabulados con una temperatura
entre 21-24°C y una humedad del 50% con un ciclo de 12 horas
de luz y 12 de oscuridad, se les suministré agua y comida
en grédnulo para roedores en mantenimiento "ad libitum",

manteniéndose en jaulas individuales después de la cirugia.

2.~ GRUPOS DE ESTUDIO

Se realizaron los siguientes grupos (Tabla 3):

GRUPO DE PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA.- se utilizaron
ratas Sprague-Dawley y ratas Wistar con trasplantes singénicos
y alotrasplantes. Ningiun animal de los que sobrevivieron
més de dos dias después del trasplante dentro de este grupo,

ha sido introducido en este estudio.

GRUPQ SINGENICO.- Se utilizé como grupo control de la
efectividad de la técnica quiridrgica, asi como para valorar
la evolucién a largo plazo de un corazén trasplantado, se
realizaron un total de cuatro trasplantes siendo tanto los

receptores como los donantes ratas de la cepa Sprague-Dawley.

GRUPOS ALOGENICOS. Cepa Lewis receptora, Hibridos F,
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donantes:

GRUPO EVOLUTIVO.— Este grupo consta de un total de 10
animales trasplantados que fueron sacrificados en dias
sucesivos, entre dia 1 y dia 5, para valorar la evolucién
histolégica del rechazo. A todos los animales se les
suministré Metil-celulosa al 0,5% a la doslis de 0,5 ml./dia

por cada 100 gr. de peso, mediante sonda por via oral.

GRUPO CONTROL.- Grupo al que se administrd Metil-celulosa
al 0,5% a la dosis de 0,5 ml./dfia por cada 100 gr. de peso,

mediante sonda por via oral.

GRUPO PCA-4248.- Grupo al que se administrd 10 mg./kg/dia
de PCA-4248 suspendido en una gota de Tween 80 y Metil-
celulosa al 0,5% para conseguir un volumen de administracién
para via oral de 0,5 ml. por cada 100 gr. de peso, la
preparacién y administracidén se realizé bajo proteccién de
la luz. La administracién comenzé dos horas antes del comienzo
de la cirugia y se prolongd durante los 28 dias posteriores

al trasplante.

GRUPOS DE CICLOSPORINA.- Se valoraron distintas dosis
consideradas dentro de la bibliografia como dosis subterapéu-
ticas (0,25; 0,5; 2y 10 mg/kg/dia). La ciclosporina en forma
del preparado comercial Sandimmun ampollas (50 mg/ml), fue
administrada por via subcutdnea, previa dilucién en suero
fisiolégico hasta ajustar a un volumen de 100 pl. por cada

100 gr. de peso. La administracién se comenzé inmediatamente
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después del cierre de la laparotomia y se continué durante

los 14 dias posteriores al trasplante.

GRUPOS DE PCA-4248 Y CICLOSPORINA.- Se utilizaron dos
rangos de dosis de ciclosporina, 0,25 y 2 mg/kg/dia, por
via subcutdnea durante 14 dias, en la forma anteriormente
descrita, ambas en unidén de la dosis de 10 mg/kg de PCA-4248

administrado durante 28 dias como asi mismo se ha descrito.

Todos los animales que sobrevivieron més de 48 horas,

fueron incluidos en el estudio.
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PUESTA A PUNTO
SINGENICO
EVOLUCION
CONTROL

CyA 0,25

CyA 05

CyA 2

CvA 10

PCA-4248

PCA+CYA 0,26

PCA+CYA 2

N°DE  IRAIAMIENTQ

ANIMALES  UTWLIZADO  DOSIS

11

10

18

10

14

10

16

NINGUNO
NINGUNO
VERICULO
VEHICULO
CICLOSPORINA
CICLOSPORINA
CICLOSPORINA
CICLOSPORINA
PCA-4248

PCA-4248 y
CICLOSPORINA

PCA-4248 y
CICLOSPORINA

EINALIDAD

Puesta a punto

- de la técnica
Evolucion sin
- rechazo
Evolucién del
5 ml/kg rechazo
5 mi/kg ESTUDIO
0,25 mg/kg ESTUDIO
Valoracion dosis
05 mg/kg ds ciclosporina
2 mg/kg ESTUDIO
Valoracion dosis
10 mg/kg  ds ciclosporina
10 mg/kg ESTUDIO
10 mg/kg vy
0,25 mg/kg ESTUDIO
10 mg/kg vy
2 mg/kg ESTUDIO

- 62 -

Tabla 3.- Esquema de grupos




3.~ TECNICA QUIRURGICA

El modelo quirtirgico utilizado, se basa en el desarrclla-
do por Ono y Lindsey (Ono y Lindsey, 1969). Para la
manipulacién microquirdrgica se utilizé una lupa binocular
American Optical, con fuente de luz fria externa. Las
anastomosis vasculares se hicieron con nylon monofilamento

de 10-0 y aguja de seccién cilindrica de 3/8 de circulo.

Fase donante.- Los animales fueron anestesiados con
una solucldén de pentobarbital al 5% por via intraperitoneal
a la dosis de 50 mg./kg., al mismo tiempo se inyectaron 200
Ul de heparina, por la misma via.

Se rasura la parte ventral del térax y abdomen,
realizando una laparotomia media y una toracotomia bilateral
a nivel de las lineas medias costales, hasta las claviculas,
se incide el diafragma y la zona libre de la caja torécica
es reflejada cranealmente, quedando expuesto el corazén,
se debe tener precaucidén para no lesionar los vasos mamarios
internos. El timo es disecado para una mejor exposicién de
los grandes vasos.

Bajo lupa y a 7 aumentos la vena cava craneal izquierda
en unién con la vena 4zigos se diseca y liga doblemente con
seda de 5-0; posteriormente se disecan y ligan la vena cava
craneal derecha y la vena cava caudal, no anudando en ésta
la ligadura proximal. La aorta es seccionada a nivel de la
arteria innominada y el corazén es perfundido a traves de
la vena cava caudal mediante una aguja calibre 27G (0.4 mm)

con solucién salina a 4¢C conteniendo 200 UI de heparina



por ml.(2-3 ml), anudando en este momento la ligadura proximal
de la vena cava caudal. Se secciona la arteria pulmonar a
nivel de su bifurcacién y las venas cavas entre las ligaduras.
Las venas pulmonares son ligadas conjuntamente, extirpdndose
los pulmones. Se perfunde el corazdén a través de la aorta
con 1 ml. de la solucién anteriormente ciltada y se sumerge
en solucién salina a 49, despues de haber realizado una
escrupulosa limpieza de cualquier resto de tejido en la base
cardiaca. En todos estos pasos la manipulacién sobre el cora-

zon debe ser minima.

Fase receptora.- Después de anestesiar al animal
(pentobarbital 5%, 50 mg/kg) se rasura el abdomen y se
practica una laparotomia xifo-pibica. E1 paquete abdominal
se desplaza al lado izquierdo del animal y se envuelve en
gasas humedecidas con solucién salina atemperada, a
continuacién bajo lupa y a 15 aumentos se exponen y disecan
la aorta abdominal y la vena cava caudal, posteriormente
a la bifurcacién de los vasos renales; la diseccidn debe
ser lo suficientemente amplia para permitir el trabajo con
facilidad (1-1.5 cm). Se debe tener especial cuidado para
no lesionar los vasos ni las ramificaciones de los mismos,
especialmente los vasos lumbares.

La aorta es clampada con un doble clamp aproximador
de Acland, la adventicia es eliminada y se realiza una
incisién eliptica con tijeras microquirdrgicas de un diametro
gimilar al de la aorta del donante.

La vena cava caudal es ligada en cada extremo de la

zona disecada con seda de 5-0 y se realiza una incisién con



bisturi de un diametro igual al de la arteria pulmonar del
donante.

El corazoén es situado transversalmente en el lado derecho
del abdomen para proceder a la realizacién de la cara
izguierda de la anastomosis adrtica, con sutura continua;
finalizada esta cara el corazén es reflejado sobre el lado
derecho abdominal para completar la anastomosis aértica.
La arteria pulmonar es anastomosada a la vena cava caudal
igualmente en posicién termino-lateral con sutura continua,
debiendo tener cuidado con el lado izquierdo, yva que la
anastomosis aértica nos impide el acceso directo a esta zona,
debiendo por tanto realizarla a traves del lumen de los vasos.

La cara derecha se completa sin ningun problema (fig. 5).



Fig. 5.- Fases de la anastomosis microvascular.

1.- Sutura de zona lateral de aorta abdominal del
receptor (AR} con aorta del donante (A).

2.- Sutura cara medial de aorta del receptor (AR) con
acorta del donante (A).

3.- Sutura de cara medial de vena cava caudal del
receptor (C) con arteria pulmonar del donante (P). La
sutura en esta anastomosis es realizada por la cara
interna.

4.- Sutura de cara lateral de vena cava caudal del
receptor (C) con arteria pulmonar del donante (P).
AD - Auricula derecha del donante

ATl - Auricula izquierda del donante



Fig.5.- Fases de la anastomosis microvascular.
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A continuacién liberaremos las ligaduras de la vena cava,
primero la craneal y después la caudal y posteriormente los
clamps aérticos, primero la zona caudal y después la craneal.
Como medida hemostatica realizaremos una ligera presién con
una gasa sobre la zona anastomosada durante 1-2 minutos,
siendo esto en la mayor parte de los casos suficiente para
contreolar la hemorragia.

En unos 30 segundos el corazdén se distiende y cambia
su coloracién; comienzan contracciones ventriculares
multifocales e inefectivas que empiezan a ser efectivas entre
1-3 minutos.

La pared abdominal se cierra con sutura de seda de 4-0
en dos planos.

El tiempo total de isquemia caliente no sobrepasd en
ningun caso los 45 minutos.

Mecanismo de circulacién.- Fue inicialmente descrito
por Mann (Mann et al. 1933). El corazén trasplantado es
perfundido via aorta abdominal a la aorta donante y a sus
arterias coronarias, via seno
coronario vierte en auricula derecha, ventriculo derecho
y arteria pulmonar pasando a vena cava caudal del receptor
(fig. 6). En este modelo el lado izquierdo del corazén es
evitado, si bien, obviamente, la perfusién del miocardio
izquierdo se mantiene.

El flujo a través del corazén transplantado es un 5%

del volumen minuto total.



Fig.6.- La sangre penetra en el corazén trasplantado
via aorta receptor acrta donante (A), pasando a arterias
coronarias (C), después de irrigar el miocardio vierte
en auricula derecha (AD) a traves del seno coronario
(SC), de agqui a ventriculo derecho (VD) y via arteria

pulmonar (P) a vena cava abdominal del receptor.



Fig.6.- Esquema de circulacién en el corazén trasplanta-
do.
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4.~ CONTROL DE VIABILIDAD

La viabilidad del trasplante fue valorada por palpacién

directa y registros electrocardiogrdficos diarios hasta la

fecha del sacrificio. Para la palpacién directa se adopté

el esquema de Tauber y cols., con la siguiente clasificacién:

49

35!

2Q

1Q

-~ Buena

- Menosg buena, no difiere del anterior en funciona-
lidad y la disminucién en la percepcién del latido
s0lo es debida a la formacién de adherencias con
los tejidos que rodean al trasplante.

- Disminuida, con aumento siempre de la masa
palpable, se interpreta como signo de rechazo

- Muy disminuida, tan solo se aprecian débiles
y esporddicas contracciones.

- Ausente, ausencia total de contracciones,

aprecidndose solo una masa s6lida a la palpacién.

Los registros electrocardiogréficos fueron realizados

en un aparato Hewlett-Packard 7758B System en derivacién

IT (D II), a velocidad de 25 mm/sg., asi mismo se realizaron

registros en un aparato Grass Model 7 polygraph, monitorizando

en un osciloscopio Hewlett Packar 54501 A Digitizing

oscilloscope 100 MHz con impresidén a través de una impresora

Think Jet.

El control electrocardiogrédfico se efectud siempre con

el animal anestesiado (pentobarbital, 40 mg/kg), con registros

fijos a las 24, 48 y 72 horas, y siempre que se produjo un

cambio en la intensidad del latido.

La colocacién de los electrodos se realizé seqgiin la
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técnica de Lee (Lee et al. 1982) situando los correspondientes
a las extremidades anteriores a nivel de la zona lateral
del dltimo reborde costal para anular del regitro el corazén
propio; los electrodos posteriores fueron colocados en
posicién habitual. Se utilizdé la aparicién de bradicardia
vy las alteraciones de la conduccién como criterios de

viabilidad.

5.=- HISTOLOGIA.

La determinacién final del estado del trasplante fue
valorada por examen histoldgico; el material fue fijado en
formol tamponado con carbonato magnésico a saturacidn,
procesado en forma rutinaria en series de alcoholes y xileno
e incluido en parafina y los cortes de 7 u tefiidos con
hematoxilina-eosina, el grado de rechazo fue evaluado
atendiendo al cuadro lesional, teniendo como base para ello
las lesiones de:

Intensidad inflamatoria.- Valorando el infiltrado

inflamatorio total en cuatro niveles.

0.- ausencia de infiltrado.
l.- Ligera infiltracién.
2.- Infiltracién moderada.
3.- intenso infiltrado inflamatorio.
Blastos.- Expresados como porcentaje del infiltrado

inflamatorio total. Nos dan una aproximacién del estado de
actividad inmunolégica, correspondiendo los porcentaijes
menores con un mayor grado de inmunosupresién.

Edema.- Valorando la presencia de edema perivascular



e intersticial total. Clasificado en cuatro niveles.
0.- Ausencia de edema.
1.- Ligero edema perivascular e intersticial.
2.- Edema perivascular e intersticial moderado.
3.- Intenso edema perivasular e intersticial.

Necrosis miocelular.- Valorado seglin el grado de
destruccién de miocitos. Cuatro niveles.

0.- Ausencia total de necrosis de miocitos.
l.- Ligera necrosis miocelular.

2.- Necrosis miocelular moderada.

3.- Intensa destruccidén miocitica.

Vasculitis ligera o endotelial.- Cuando se presenta
lesién fundamentalmente endotelial, con tumefaccidn
citoplédsmica del endotelio, desprendimiento o desaparicién
del mismo, presencia de edema en la subintima. Se clasifica
como presencia o ausencia de lesién de vasculitis ligera
o endotelial.

Vasculitis en pared.- Lesién de cardcter m&s intenso
que la anterior, endotelio parcial o totalmente perdido,
infiltracién leucocitaria de la pared del vaso, con presencia
en algunos casos de necrosis fibrinoide de la pared con o
sin trombosis parietal. Se clasifica como presencia o ausencia
de vasculitis en pared.

La presencia de infarto subendocdrdico (de aparicién
frecuente) no se ha tenido en cuenta por considerarla como
una lesién sobreafiadida, sin relacién directa con el cuadro

lesional del rechazo.

6.~ ANALISIS ESTADISTICO



El andlisis estadistico se efectua sobre la base de
la reduccién de las series de datos a sus estadisticos
simples, en porcentajes y tamafio de la muestra para las
variables cualitativas y en media aritmética, desviacién
tipica y tamafio de la muestra para las variables cuantitati-
vas.

La comparacién de los diferentes grupos se ha realizado
mediante el andlisis de la varianza (ANOVA). Obteniendo el
valor de F, y siendo éste significativo se han realizado
pruebas paramétricas para las variables cuantitativas (Prueba
de la "t" de Student para datos no apareados).

Las variables cualitativas se han analizado mediante
pruebas no paramétricas (Chi-cuadrado).

Se considera la existencia de significacién estadistica
para un valor de la probabilidad menor de 0,05.

El andlisis se ha realizado en un ordenador Macintosh
Classic II de Apple Computer, Inc. utilizando el programa

StatWorks™ versién 1.1.
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RESULTADOS
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l.- TECNICA QUIRURGICA

En 95 de los 107 trasplantes efectuados (88,78%). se
obtuvo un éxito quirurgico con una supervivencia mayor de
24 horas y presentando en ese momento una 6ptima palpacidén
cardiaca y actividad eléctrica,

En las 12 restantes intervenciones, en 5 no se presentd
latido cardiaco después del desclampaje adértico, en 3 se
present6, pero éste cesd instantes después, cuando ain no
se habia efectuado el cierre de la laparotomia, los 4
restantes presentaron latido que resulté ausente a las 24
horas con silencio electrocardiogréafico.

En ninguno de los casos se presentaron problemas de
tipo infeccioso en el postoperatorio, tampoco hubo deiscencias

en ninguna de las suturas.

2.=- EVOLUCION DE PESOS.

Todos los casos presentaron un descenso en el peso a
las 24 horas de realizada la cirugia, este descenso estuvo
entre los 10 y los 20 gr. de media para todos los grupos,

menos para el grupo de Ciclosporina 0,5 mg. en el que las



pérdidas medias a las 24 horas no sobrepasaron los 2 gr.
La pérdida de peso continud produciéndose a las 48 horas,
menos para el grupo Control que inicié a ese tiempo una
progresiva recuperacidén del peso, que no se produciria en
los restantes grupos hasta las 72 horas.

Solamente los individuos del grupo Control recuperan
el peso previo a la cirugia antes de una semana, siendo la
ganancia de peso mucho més lenta en los restantes grupos

(fig. 7).



EVOLUCION PESOS

GRAMOS

DIAS POST-CIRUGIA

—— GONTROL —— PCA-4248 —¥— CYA 2 —&— PCA+CYA 2
—¢— PCA+CYA 0,26 < CYA 0.25 —— GYA 0,6 —E- CYA 10

Fig. 7.- Evolucién de pesos en los diferentes grupos en
la primera semana postrasplante.
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3.- CONTROL DE VIABILIDAD

3.1.- Palpacién.

Las variaciones que se producen en la palpacidn del
latido cardiaco estéan légicamente relacionadas con el rechazo
del 6rgano y por tanto con el tiempo de supervivencia. En
la tabla n® 4 se reflejan los dias en gque se producen las
variaciones en un grado de latido al grado inmediato inferior.

En los diferentes grupos debemos destacar lo siguiente:

Grupo Singénico.-

En este grupo el latido grado 4 tuvo una duracién media
de 3,75%0,95. Todos los casos presentaron en el momento en
que fueron sacrificados latido grado 3.

Grupo Control.-

- Un caso no presentd latido grado 3, pasando
directamente del grado 4 al 2.

- Dos casos no presentaron latido grado 2, pasando
directamente del grado 3 al 1.

- Tres casos no presentaron latido grado 1, pasando
directamente del grado 2 a la ausencia de latido palpable.

Grupo PCA-4248.-

~ Dos casos no presentaron latido grade 2, pasando

directamente del grado 3 al 1.
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GRUPO CAMBIOS EN EL GRADO DE PALPACION “
49...39 39_29 29_15! l
CONTROL 3,4+0,73 5,141£0,66 6,23+0,83
n=14 n=1i3 n=12
PCA-4248 3,66x0,77 4,91+0,79 6,1x0,73
n=12 n=10 n=12
CyA 0,25 3,33x1,11 5,7+1,82 7,312,58
n=10 n=10 n=10
PCA+CyA 0,25 4,2+1,22 6,2+1,31 8,7%£1,76
n=10 n=10 n=10
Cya 0,5 4,4%0,89 6,8+1,64 14,8+7,52
n=>5 n=>5 n=3
Cya 2 4,18+0,98 7,76%x1,73 23,71+16,60
n=14 n=14 n=7
PCA+CyA 2 4,71+1,58 21,06%14,30 35,26+16,49
n=15 n=15 n=9
CyA 10 4,25%0,85 2412 ,94 27£2,58
n=4 n=4 n=4

Tabla n® 4.~ Dias en gue se produce el cambio de un
grado de palpacién al grado inferior, se ha expresado

como media * desviacién tipica.
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Grupo Ciclosporina 0,25 mg/kg.-

- Todos los casos de este grupo pasaron por las distintas
graduaciones de latido.

Grupo de PCA y Ciclosporina 0,25 mg/kg.-

- Todos los casos de este grupo pasaron por las distintas
graduaciones de latido.

Grupo de Ciclosporina 0,5 mg/kg.-

- Dos casos no presentaron latido grado 1, pasando
directamente del grado 2 a la ausencia de latido.

Grupo de Ciclosporina 2 mg/kg.-

- Siete casos de este grupo no presentaron latido grado
1, pasando directamente del gradeo 2 a la ausencia de latido.

Grupo de PCA y Ciclosporina 2 mg/kg.-

- Seis casos de este grupo no presentaron latido grado
1, pasando directamente del grado 2 a la ausencia de latido.

Grupo de Ciclosporina 10 mg/kg.-

- Todos los casos de este grupo pasaron por las distintas

graduaciones de latido.

3.2.~ Electrocardiografia.

Como los electrodos se situaron a un nivel caudal al
corazén del receptor, éste no fue registrado, por lo que
no se presentaron interferencias.

La actividad eléctrica del corazén trasplantado, presenta
cambios importantes en el tiempo, siendo algunos de estos
cambios comunes a todos los grupos, ya sean singénicos o

no.

En el registro realizado al finalizar el acto quiridrgico,
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todos los animales, presentaron alteraciones del ritmo con
frecuencias cardiacas gue tienden desde una moderada a una
intensa bradiacardia (fig. 8), tambien hubo £frecuente
aparicién de complejos ventriculares prematuros y bloqueos
auriculo-ventriculares de distinto grado. Al mismo tiempo
aparecié una importante desnivelacidén del segmento ST. El
ventriculograma puede aparecer ensanchado, y presenta
fundamentalmente un intenso predominio de onda Q.

El ritmo cardiaco tiende a aumentar en las horas
siguientes a la finalizacién de la cirugia (fig. 9).

Entre las 24 y 48 horas el segmento ST tiende a la
normalizacién, la frecuencia cardiaca adguiere unos valores
similares a la frecuencia sinusal del corazén del receptor,

las arritmias, si estuvieron presentes, también desaparecen.
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Fig. 9.- Registro efectuado a los 30' de realizarse el
trasplante. El corazén trasplantado presenta bradicardia
sinusal con frecuencia de 198 ppm. y presencia de blo-
queo A-V de 1%F grado (PR= 76 ms) con conduccién normal;
desnivelacién del segmento ST. (D II, base de tiempo 200
ms/div).
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Generalmente entre las 48 y las 72 horas el corazén
trasplantado adquiere su méxima frecuencia, apareciendo a
partir de este momento en la mayoria de los casos un blogueo
auriculo-ventricular completo con el establecimiento de ritmos
idioventriculares de frecuencia generalmente elevada (préximas
a las 300 ppm.). Este ritmo es el que persiste generalmente,
con solo algunas variaciones en su frecuencia, que no suele
descender por debajo de las 200 ppm., durante la fase de
latido grado 3, esto es, mientras no hay evidencia de rechazo.

Cuando empieza el rechazo del 6rganc comienzan a
producirse nuevamente alteraciones, el ritmo idioventricular
va enlenteciéndose haciéndose m&s bradicérdico en los dias
sucesivos, segin disminuye la intensidad en el grado de
palpacién (figs.10 y 11).

La amplitud del complejo QRS, también disminuye (fig.
12) v al aumentar el grado de rechazo se hacen frecuentes
las arritmias.

La principal alteracidén que encontrameocs en el ritmo
cardiaco idioventricular establecido, es la presencia de
nuevos focos de actividad eléctrica en el miocardio
ventricular, originando complejos ventriculares prematuros
(fig. 13), que aumentan en frecuencia con la evolucién del
rechazo (fig. 14).

Los complejos ventriculares prematuros, pueden aparecer
aislados o asociados (dipletes) (fig.15), o de focos

diferentes, dando lugar a latidos ventriculares
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foco ventricular. (D II, 25 mms).



ectdépicos multifocales (fig. 16). La aparicién de ritmos
idioventriculares multiformes coincide con tdltimas fases
de grado 2 de palpacidén y con palpacidén grado 1 (figs. 16
y 17). En dltimos estados, tambien se observé alternancia
eléctrica.

La presencia de latidos ventriculares ectéplcos en
bigeminismo, no demasiado frecuente, aparece indistintamente
en corazones en fase de rechazo (fig. 18) como en los que
no presentan sintomas del mismo (fig. 19).

Cuando se verificé una palpacién grado 0, el registro
ofrecidé generalmente ausencia de actividad eléctrica, si
bien en algunos casos aparecidé una actividad auricular (fig
20).

El grado de palpacion se relaciond con la frecuencia
cardiaca (fig. 21), agrupandose las diferentes frecuencias
con su correspondiente grado de palpacién en el momento del
registro. La tabla 5, nos muestra la relacién entre los grados
de palpacidén y las caracteristicas electrocardiogréaficas

encontradas en los diferentes grados.



Fig. 16.- Corazén en grado 1 de palpacién. Ritmo idio-

ventricular a 88 ppm, con latidos ventriculares ectdpi-

cos multifocales. Desnivelacién del segmento ST (D II,
’ 25 mms) .
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Fig. 17.- El registro superior, realizado al 62 dia,
presenta blogqueo A-V completo con ritmo de escape ven-
tricular bifocal; existia un grado 2 de palpacién con
una frecuencia ventricular de 192 ppm. En el inferior,
al 7= dia, la palpacidén era grade 1, bloqueo A-V comple-
to con frecuencia auricular de 300 ppm y ventricular de
96 y alternancia eléctrica.(DII, 25 mms}).
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Fig. 18.~ Blogueo A-V compléto con ritmo idioventricular
asociado a latidos ventriculares ectépicos en bigeminis-
mo. Grado 2 de palpacién. (D II, 25 mms).




Fig. 19.- Trasplante singénico. Registro efectuado a los
50 dias de la cirugia. Observamos un bigeminismo sobre
un ritmo idiventricular. Grado 3 de palpacién.

(D II, 25 mms).
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FRECUENCIA CARACTERISTICAS
GRADO MEDIA ELECTROCARDIOGRAFICAS

Ausencia de alteraciones signifi-
cativas en ECG una vez transcu-

4 349 rridas las 48 horas posteriores a
la cirugia

ECG normal, a veces blogueo A-V
completos con ritmos idioventri-

3 320 culares. Ocasionalmente latidos
ventriculares ectépicos en bige-
minismo

Blogueos A-V completos con ritmos
2 216 idioventriculares. Disminucién
voltajes de QRS. Bradicardia. CVP

Bloqueos A-V completos con ritmos
idioventriculares, con frecuencia
multiformes. Bradicardia muy mar-
1 147 cada. Complejos ventriculares
prematuros frecuentes. QRS de
voltaje disminuido. Alternancia
eléctrica.

Sin actividad eléctrica. A veces
0 - aparece fibrilacién ventricular o
actividad auricular.

Tabla 5.- Relacién entre los diferentes grados de
palpacién y sus caracteristicas electrocardiogréaficas
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4.- VALORACION DE GRUPOS DE CICLOSPORINA

Se valoraron las dosis de ciclosporina con el fin de
establecer dosis subterapéuticas 1limites para ver su
comportamiento en la asociacién con el PCA-4248, de los cuatro
niveles de dosis probados, 0,25; 0,5; 2 y 10mg/kg (tcdos
ellos considerados en la bibliografia como subterapéuticos),
se obtuvieron unos resultados de supervivencia que aconsejaron
utilizar la dosis inferior de 0,25 mg/kg, que presentaba
un ligero efecto en el aumento de la supervivencia, siendo
éste yva significativo, y la dosis de 2 mg/kg como dosis
superior, que presentaba unos niveles de supervivencia méas
importantes, pero con gran variabilidad entre los diferentes

casos.,.

5.= SUPERVIVENCIA

Los criterios de rechazo total, para la extraccién del
corazén trasplantado, se basaron en lo anteriormente expuesto,
ausencia de latido y silencio electrocardiogrédfico. E1 grupo
control tuvo una supervivencia media de 7,73 dias, no
existiendo diferencia con el grupo tratado exclusivamente
con PCRA-4248, perco si con los restantes grupos (Tabla 6).

Tampoco existidé diferencia entre los grupos tratados
con ciclosporina sola y los correspondientes asociados a
PCA-4248. Con la dosis de 0,25 mg/kg de ciclosporina la media
con el grupo asociado al PCA-4248 es la misma, 12,40 dias
(Tabla 7).

Con la dosis de 2mg/kg de ciclosporina, la supervivencia
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estuvo en 26,57, frente a los 37,06 de la misma dosis asociada
al PCA-4248 (Tabla 8), donde se obtuvieron los mdximos valores

de supervivencia (Fig.22)
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GRUPO X + DT n t p Sign
PCR-4248 8,33 £ 1,77 12 1,07 0,291 NS
CyA 0, 25mg/kg 12,40 + 4,03 10 4,28 0,000 s
Cya 0,5mg/kg 24,60 + 10,45 5 6,50 0,000 5
CyA 2mg/kg 26,57 + 14,86 | 14 4,89 0,000 s
CyA 10 mg/kg 31,25 = 3,59 4 23,09 | ©,000 s
PCA+CyA 0,25mg/kg 12,40 + 1,50 10 8,97 0,000 s
PCA+CYA 2mg/kg 37,06 + 15,55 15 7,28 0,000 s

TABLA n® 6. Comparacién del tiempo de supervivencia en
dias de los diferentes grupos, en relacién al grupo
control (X—7 73; DT+1,09; n=15)

Grupo X DT

._...._.-.

PCA+CyA 0,25mg/kg ] 12,40 * 1,50 l

TABLA n® 7. Comparaciodn del tiempo de supervivencia en
dias de la asociacién de PCA-4248 con ciclosporina a
dosis de 0,25 mg/kg, en relacién al grupo de ciclospori-
na a dosis de 0,25 mg/kg.

(X=12,40; DT+4,03; n=10)

l Grupo ] n t P Sign

I PCA+CyA 2mg/kg t 15,55 ] 15 [ 1,85

TABLA n° 8. Comparacidén del tiempo de supervivencia en
dias de la asociacién de PCA-4248 con ciclosporina a
dosis de 2 mg/kg, en relacién al grupo de ciclosporina a
dosis de 2 mg/kg (X=26,57; DT+14,86; n=14)
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SUPERVIVENCIA
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Fig 22.- Supervivencia en dias de los diferentes grupos

expresados como X * ETM.
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6.—- HISTOLOGIA

Los corazones rechazados, se extrajeron cuando
presentaban un cese total de latide cardiaco, por tanto la
situacién lesional fue en todos los casos muy avanzada.

Las lesiones encontradas se reflejan seqgtin los distintos

grupos:

Grupo singénico.- Los corazones correspondientes a este
grupo presentaban todos en el momento de su extraccién a
los 100 dias, un latido grado 3, sin ningin signo de rechazo.
En su examen histolégico no se apreciaron lesiones,

presentando un cuadro de normalidad (Fig. 23)
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Fig. 23.- Trasplante singénico. No se aprecian lesio-
nes histol8gicas. (H-E, 400x).



Grupo de evolueidn.- Ninguno de los casos estudiados
en las primeras cuarenta y ocho horas, presentaron lesiones
relacionadas con rechazo. 81 presentaron un intenso infiltrado
inflamatorio pericdrdico y subpericérdico, relacionado con
el acto quirdrgico, el cual también estuvo presente en todos
los casos de evolucién posterior y en los diferentes grupos.

Al tercer dia, de los dos casos remitidos, en uno de
ellos aparece un infiltrado inflamatorio ligero (1) con un
20% de blastos, no existiendo edema ni necrosis miocelular.
El otro caso no presentaba ninguna lesién.

Al cuarto dia aparece un infiltrado inflamatorio moderado
(2) con un 50% de blastos, sgin presentar otro tipo de
lesiones. Al guinto dia persiste un cuadro similar al del
dia anterior respecto al infiltrado, pero uno de los casos
presenta un edema moderado (2) perivascular e intersticial.

Grupo ciclosporina 0,5 mg/kg.- Los 5 casos de este grupo
presentaron en general un grado entre ligero (1) y moderado
de intensidad inflamatoria (2) con un porcentaje de blastos
de un 38% de media, un edema ligero (1), escasa necrosis
miocelular y dos casos de vasculitis endotelial, uno de ellos
con lesién en pared.

Grupo de ciclosporina 10 mg/kg.- Los 4 casos de este
grupo presentaron en general un grado intenso de infiltrado
inflamatorio, escaso porcentaje de blastos (12,5%), edema
moderado, ligera necrosis mioccelular y ausencia de lesién

vascular.

Grupos de estudio en relacién a las diferentes lesiones.
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6.1.- Intensidad inflamatoria (Figs. 24, 25 y 26)

Grupo control.- De los 15 casos estudiados, 8 presentaron
un intenso infiltrado inflamatorio (3), presentando los 7
restantes un grado moderado (2), ningin caso presenté ausencia

o grado ligero de infiltrado.

Grupo PCA-4248.- De los 12 casos estudiados, 2
presentaron un grado intenso de infiltrado inflamatorio,

8 presentaron un grado moderado y 2 un grado ligero.

Grupo ciclosporina 0,25 mg/kg.- De los 10 casos
estudiados, 1 presenté un infiltrado intenso, 6 moderado

vy 3 ligero.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg y PCA-4248.- De los
10 casos estudiados 6 presentaron un grado moderado y cuatro
un grado ligero, ninguno presenté ausencia ni infiltrados

intensos.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg.- De los 14 casos
estudiados 8 presentaron un infiltrado intenso, cuatro

moderado y dos un infiltado ligero.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg y PCA-4248.- De los 15
casos estudiados 12 presentaron un infiltrado intenso, 2
un infiltrado moderado, no hubo ningidn caso de infiltrado
ligero.

En las tablas 9, 10 y 11 se comparan los infiltrados
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inflamatorios de los diferentes grupos, dando su significacién

estadistica.
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Fig. 24.-

Infiltrado de mononucleantes intersticial
y perivascular escasamente confluyente.
El infiltrado es de linfocitos y escasos
leucocitos polinucleares.

: (H-E, 200x)

10+



Fig. 25.~ Infiltrado linfocftico y de blastos de
- situacién perivascular con extensifn
al intersticio muscular. '
; (H-E, '400_3)




INTENSIDAD INFLAMATORIA
PCA-4248

OOOOOOO
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GRUPO n x° P Sign
PCA-4248 12 5,40 0,067 NS
Cy2 0,25mg/kg 10 7,38 | 0,019 s
PCA+CyA 0, 25mg/kg 10 11,53 | 0,003 s
CyA 2mg/kg 14 2,78 | 0,248 | Ns
PCA+CYA 2mg/kg 15 2,40 0,121 NS

TABLA n® 9. Comparacidén de la intensidad del infiltrado
inflamatorio de los diferentes grupos, en relacién al
grupo control.

l Grupo 2 I I Sign

EIEEN

TABLA n®° 10. Comparacién de la intensidad del infiltrado
inflamatorio de la asociacién de PCA-4248 con ciclospo-
rina a dosis de 0,25 mg/kg, en relacién al grupo de
ciclosporina a dosis de 0,25 mg/kg.

PCA+CyA 0,25mg/kg | 10

TABLA n*® 1l1. Comparacién de la intensidad del infiltrado

inflamatorio de la asociacién de PCA-4248 con ciclospo-

rina a dosis de 2 mg/Kg, en relacidén al grupo de ciclos-
porina a dosis de 2 mg/kg.
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6.2.- Blastos (Figs. 27 y 28)

Grupo Control.- La media en el porcentaje de blastos
dentro del grupo control fue de 48,67%, presentdndose en
cuatro casos porcentajes del 60% del total del infiltrado
inflamatorio, seis casos presentaron un 50%, cuatro un 40%

y solamente uno presentd un 30%

Grupo PCR-4248.- La media en el porcentaje de blastos,
se situdé en un 25,83%, soclamente 2 casos superaron el 30%
de blastos sobre el infiltrado inflamatorio total (uno con
un 40% y otro con un 60%), 5 casos presentaron un 30%, 1

un 20% y 4 un 10%

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg.- E1 porcentaje medio
en el infiltrado de blastos en este grupo es de un 54%, 4
casos presentaron porcentajes superiores al 50% (3 con un
60% y uno con un 70%) y solamente 1 caso estuvo por debajo

(40%) .

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg y PCA-4248.- La media
en el infiltrado de blastos fue del 48,50%, 2 casos estuvieron
por encima del 50% (65 y 60%) y solamente dos por debajo
(30%).

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg.— Este grupo presentd
una media de 22,86%, solamente en 2 casos el porcentaje de
blastos estuvo en el 50%, 4 casos presentaron una intensidad

entre el 25% y el 30%, siendo los restantes casos del 20%
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o inferior.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg y PCA-4248.- La media
del infiltrado de blastos respecto al infiltrado inflamatorio
total en este grupo fue del 23%, solo un caso presenté un
60% y otro un 50%, 3 casos estuvieron entre el 30% y el 40%,
slendo los restantes casos del 20% o inferior.

En las tablas 12, 13 y 14 se comparan las diferentes
intensidades en el infiltrado de blastos entre los diferentes

grupos de estudio, dando su significacidén estadistica.
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27.<

Infiltrado de mononucleares perivascular
e intersticial. En el infiltrado toman
parte linfocitos y elementos hlisticon
de mayor tamafio. (H-E, 200x)



Fig. 28.- Comparacién del infiltrado de blastos entre
los distintos grupos de estudio.
- Ligero.- Porcentaje de blastos superior al 50% del
infiltrado inflamatorio total.
- Medio.- Porcentaje de blastos entre el 30% y el 50%
del infiltrado inflamatorio total.
- Intenso.- Porcentaje de blastos inferior al 30%
del infiltrado inflamatorio total.
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INFILTRADO DE BLASTOS




GRUPO n x° - p Sign
PCA-4248 12 17,14 | 0,004 s

CyA 0,25 mg/kg 10 3,16 0,531 NS
PCA+CyA 0,25 mg/kg 10 6,38 0,171 NS
CyA 2mg/kg 14 20,32 | 0,004 s
PCA+CyA 2mg/kg 15 17,50 0,014 s

TABLA n? 12. Comparacién del porcentaje de blastos en el
infiltrado de los diferentes grupos, en relacién al
grupo control.

Grupo n

10

PCA+CyA 0,25mg/kg

TABLA n° 13. Comparacién del porcentaje de blastos en el

infiltrado de la asociacién de PCA-4248 con ciclosporina

a dosis de 0,25 mg/kg en relacién al grupo de ciclospo-
rina a dosis de 0,25 mg/kqg.

| Grupo [ n

PCA+CyA 2mg/kg l 15

TABLA n® 14. Comparacién del porcentaje de blastos en el

infiltrado de la asociacién de PCA-4248 con ciclosporina

a dosis de 2 mg/kg en relacién al grupo de ciclosporina
a dosis de 2 mg/kg.



6.3.- Fdema (Figs. 29 y 30)

Grupo contrel .- Dentro de este grupo, 2 casos presentaron
un grado de edema intenso, 5 moderado y solamente uno un
grado ligero, ningin caso presentd ausencia de edema

perivascular y/o intersticial.

Grupo PCA-4248.- La mayor parte de los casos presentd
un edema moderado, excepto 2 casos que presentaron ausencia

de edema.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg.- El edema moderado
estuvo presente en 7 casos, 2 presentaron edema ligero y

en un caso hubo ausencia total.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg y PCA-4248.- Solamente
2 casos presentaron edema moderado, 4 edema ligero y otros

4 ausenclia total.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg.- E1 edema intenso aparecid
en 3 casos, 7 presentaron edema moderado, 2 ligero y en dos

hubo ausencia total.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg y PCA-4248.- Se presentd
edema intenso en 8 casos, moderado en 3 y ausencia total
en 4 casos.

Las tablas 15, 16 y 17, muestran la comparacién del

grado de intensidad del edema entre los diferentes grupos
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de estudio y su significacién estadistica.
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i

(H-E, 100x)

domina el edema. Las miocélulas estin se-

Foco inflamatorio perivascular en que pre-
paradas y adelgazadas, y en el seno del
drea perivascular ensanchada por el 1li--
quido exudado, hay linfocitos y blastos.

Fig. 29.-
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INTENSIDAD

DEL EDEMA

CONTROL

LIGERO 7%

MEDIO 33%

INTENSC 60%

CICLOSPORINA 0.25 mg/kg

AUSENTE 10%

LIGERO 20%

MEDIO 70%

CICLOSPORINA 2 mg/kg

AUSENTE 14%

INTENSO 24%

MEDIO 48%

PCA-4248

AUSENTE 17%

MEDIO 83%

PCA+CyA 0,25mg/kg

AUSENTE 40%

LIGERO 40%

PCA+CyA 2 mg/kg

AUSENTE 27%

INTENSCG 63%

MEDIO 20%

Fig. 30.- Comparacién del grado de edema entre los dife-
rentes grupos de estudio.
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GRUPO n x2 p Sign
PCA-4248 12 13,50 | 0,003 s
Cyh 0,25mg/kg 10 10,06 0,018 <]
PCA+CyA 0,25mg/kg 10 15,71 0,001 8
CyA 2mg/kg 14 5,63 0,134 NS
PCA+CyA 2mg/kg 15 5,55 0,135 NS

TABLA n® 15. Comparacién de la intensidad del edema de
los diferentes grupos, en relacién al grupo control.

Grupo n x2 | P

PCA+CyA 0,25mg/kg 10

TABLA n® 16. Comparacién de la intensidad del edema de

la asociacién de PCA~4248 con ciclosporina a dosis de

0,25mg/kg en relacidn al grupo de ciclosporina a dosis
de 0,25 mg/kg.

Grupo [ n

| PCA+CyA 2mg/kg ] 15

TABLA ne2 17. Comparacién de la intensidad del edema de
la asociacién de PCA-4248 con ciclosporina a dosis de 2
mg/kg en relacién al grupo de ciclosporina a dosis de 2

mg/kg.
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6.4.~ Necrosis miocelular (Figs. 31 y 32)

Grupo control.- Solamente un caso presentd una necrosis
intensa, 10 presentaron un grado moderado y cuatro una

necrosis ligera.

Grupo PCA-4248.- Solamente en 5 casos hubo necrosis
miocelular, siendo ésta de grado moderado, estando ausente

en los restantes casos.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg.- La necrosis intensa
se presentd en 2 casos, moderada en solo 1 caso, ligera en

6 casos, estando ausente en otro caso.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg y PCA~4248.- Solamente
1 caso presentd una necrosis moderada, en 3 ésta fue ligera,

estando ausente en los restantes 6 casos.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg.- En 2 casos se presentd
una necrosis intensa, en 8 fue moderada, en 2 ligera y en

otros 2 estuvo ausente.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg y PCA 4248.- Solamente
un caso presentd una necrosis intensa, la necrosis moderada
estuvo presente en 8 casos, en uno fue ligera, estando ausente

en 5 casos.

Las tablas 18, 19 y 20 muestran la comparacién del grado

de necrosis miocelular entre los distintos grupos y su grado
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de significacién estadistica.
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. 31.~ Foco de destruccidn miocftica con infiltra-
do de elementos inflamantorios.
(H"‘El 400!)




LIGERA 27%

NECROSIS MIOCELULAR
CONTROL

PCA-4248

AUSENTE 58%
MEDIA 67%

CICLOSPORINA 0,25 mg/kg

AUSENTE 10%

INTENSA 20%

PCA+CyA 0.25 mg/kg

AUSENTE 40%
\' MEDIA 10%
LIGERA &60%

MEDIA 20%

sl

AUSENTE i4%

LIGERA 14%

LIGERA 40%
INTENSA 4%
7 77

PCA+CvA 2 mg/kg

AUSENTE 33%

INTENSA 7%
Ty

Fig.

MEDIA 57%

entre los diferentes grupos de estudio.

MEDIA 53%
LIGERA 7%
32.- Comparacién del grado de necrosis miocelular
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GRUPO n x2 P Sign
pPCcA-4248 12 13,50 | 0,003 s
CyA 0,25mg/kg 10 8,43 0,037 s
PCA+CyA 0,25mg/kg 10 14,08 | 0,002 S
CyA 2mg/kg 14 3,19 0,363 NS
PCA+CYA 2mg/kg 15 7,02 0,071 NS

TABLA n® 18. Comparacién de la intensidad en la necrosis
miocelular de los diferentes grupos, en relacién al
grupo control.

Grupo n x2 l P

PCA+CyA 0,25mg/kg l 10

TABLA n® 19. Comparacién de la intensidad en la necrosis

miocelular de la asociacién de PCA-4248 con ciclosporina

a dosis de 0,25 mg/kg en relacién al grupo de ciclospo-
rina a dosis de 0,25 mg/kg.

| Grupo ] n x2 P

‘ PCA+CyA 2mg/kg ] 15

TABLA n® 20. Comparacién de la intensidad en la necrosis

miocelular de la asociacidén de PCA-4248 con ciclosporina

a dosis de 2 mg/kg en relacién al grupo de ciclosporina
a dosis de 2 mg/kg.
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6.5.- Vasculitis (Figs. 33, 34, 35, 36 y 37)

Grupo control.- En este grupo solamente hubo ausencia
total de vasculitis en 2 casos, 13 casos presentaron
vasculitis con afectacién endotelial, de los cuales 7

presentaron ademés afectacidén en pared.

Grupo PCA-4248.- La ausencila total de vasculitis ocurrié
en 8 casos de este grupo, de los 4 casos que presentaron
vasculitis con afectacién endotelial, solamente 1 presenté

afectacidédn en pared.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg.— La vasculitis con
lesién endotelial aparecié en 6 casos, de los cuales 4
presentaron lesién en pared. La ausencia total de vasculitis

ocurrié en 4 casos.

Grupo de ciclosporina 0,25 mg/kg y PCA-4248.- La ausencia
total de vasculitis se presenté en 7 casos, en 3 casos la
lesién fue endotelial, de los cuales en 2 se presentaron

lesiones en pared.

Grupo de ciclosporina 2 mg/kg.~- La vasculitis endotelial
aparecié en 8 casos, 5 de ellos presentaron ademds lesién

en pared. La ausencia ocurrié en 6 casos.
Grupo de ciclosporina 2 mg/kg y PCA-4248.- La vasculitis

endotelial aparecié en 8 casos, presenténdose lesidn en pared

en 5 de ellos. La ausencla total ocurrié en 7 casos.
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Las tablas 21, 22 v 23, muestran la comparacién en la
lesién de vasculitis con afectacién endotelial (moderada)
entre los diferentes grupos y su grado de significacién
estadistica.

Las tablas 24, 25 y 26, muestran la comparacién en la
lesidén de vasculitis con afectacién en pared (intensa) entre

los diferentes grupos y su grado de significacién estadistica.
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Lesidn minima vascular con desprendimien-
to y tumefaccidn citopldsmica del endote-
lio y edema de la subintima. Alrededor
del vaso afectado hay un fuerte edema e
infiltracién inflamatoria. (H-E, 400x).
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Vasculitis no necrotizante. El vaso del
centro de la figura muestra un endote--

lio parcialmente perdido, en tanto que el que
persiste muestra un citoplasma tumefacto.

No hay trombosis pero la pared del vaso es-

t& infiltrada por linfocitos y leucocitos

polinucleares.
' (H-E, 400x)
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Vasculitis necrotizante. El vaso muestra
una necrosis fibrinoide de todo el espe-
sor de la pared con persistencia en algu-
nas zonas del endotelio. Infiltracidn
linfocitica de la adventicia. No hay
trombosis. (H-E, 200x).




Vasculitis necrotizante. La pared del vaso
muestra desaparicién del endotelio, necro-
sis fibrinoide de todo su espesor y un
trombo fibrinoso parietal reciente en la
luz. (H-E, 200x). '



Fig. 37.- Comparacién de la lesidén de vasculitis endote-

lial y en pared entre los distitos grupos. El asterisco

(*) marca la significacién estadistica respecto al grupo
control.
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GRUPO n x2 P Sign
PCR-4248 12 8,13 0,004 8

Cyh 0,25mg/kg 10 2,33 0,126 NS
PCA+CyA 0,25mg/kg 10 8,36 0,003 s
Cyh 2mg/kg 14 3,15 0,075 NS
PCA+CyA 2mg/kg 15 3,96 0,046 s

TABLA n® 22. Comparacién en el grado de lesién de vascu-
litis moderada de los diferentes grupos, en relacién al
grupo control.

| Grupo ] n [ %2 l =3

TABLA n® 23. Comparacién en el grado de lesién de vascu-
litis moderada, de la asoclacién de PCA-4248 con ciclos-
porina a dosis de 0,25 mg/kg, en relacién al grupo de
ciclosporina a dosis de 0,25 mg/kg.

TABLA n° 24. Comparacién en el grado de lesién de vascu-
litis moderada, de la asociacién de PCA-4248 con ciclos=-
porina a dosis de 2 mg/kg, en relacién al grupo de ci-
closporina a dosis de 2 mg/kg.
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GRUPO n %2 P Sign

PCA-4248 12 4,69 | 0,030 s

CyA 0,25mg/kg 10 0,10 | 0,742 NS

PCA+CyA 0,25mg/kg 10 1,85 0,173 N3

CyA 2mg/kg 14 0,35 0,549 NS

PCA+CyA 2mg/kg 15 0,55 0,456 NS
e ]

TABLA n¢ 25. Comparacién en el grado lesién de vasculi-
tis intensa de los diferentes grupos, en relacién al
grupo control.

‘ Grupo

10

PCA+CyA 0,25mg/kg

TABLA n° 26. Comparacién en el grado de lesidén de vascu-
litis intensa, de la asocilacién de PCA-4248 con ciclos-
porina a dosis de 0,25 mg/kg, en relacién al grupo de
ciclosporina a dosis de 0,25 mg/kg.

I Grupo l n

T I —

PCA+CyA 2mg/kg [ 15

TABLA n®* 27. Comparacién en el grado de lesidén de vascu-

litis intensa, de la asocliacién de PCA-4248 con ciclos-

porina a dosis de 2 mg/kg, en relacién al grupo de ci-
closporina a dosis de 2 mg/kg.

- 138 -



6.6.- Infarto subendocdrdico (fig. 38)

Se trata de una lesién sobreafiadida gque no se ha

valorado al no estar relacionada con el rechazo.
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Fig. 38 .--

Infarto miocelular subendocérdico.
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DISCUSION
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1. TECNICA QUIRURGICA

La eleccién del corazdén como 6rgano a trasplantar, se
fundamenté en la relativa facilidad para el seguimiento
evolutivo diario, mediante el control del latido cardiaco
y del registro electrocardiogrdfico, que ademas indicarian,
con cierta exactitud, el momento del rechazo final. Se debe
afiadir que en la técnica quirirgica, se manejan vasos con
un calibre que no plantea excesivos problemas, lo que acorta
el tiempo de isquemia caliente del 6rgano.

El modelo de trasplante cardiaco heterotédpico, elegido
para la realizacidén de este estudio, estd basado en la
modificacién gque Ono y Lindsey (Ono y Lindsey, 1969)
realizaron de la técnica desarrollada por Abbott (Abbott
et al. 1964). Las Gnicas variaciones efectuadas en relacién
al modelo de Ono y Lindsey, se centran en la fase receptora
del trasplante, agui los vasos abdominales son disecados
separadamente, colocando sobre la aorta un doble clamp
aproximador de Acland, en lugar de dos clamps "bulldog",
lo que nos permite una mds firme sujeccién del vaso, y al

aproximar el doble clamp una mayor separacidn de las paredes
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arteriales lo que facilita la anastomosis término-lateral
y minimiza el riesgo de dafio en la intima arterial. La vena
cava es asimismo ligada de forma totalmente independiente
mediante una doble ligadura de lazo, situando primeramente
la mas caudal y posteriormente la proximal, lo que favorece
la creacién de un pequefio estancamiento sanguineo entre las
ligaduras, que facilita la venotomia sin lesionar las paredes
vasculares; para reallizar ésta se eligid el bisturi, en lugar
de las tijeras microquirtdrgicas por la limpieza del corte
consequido con la méxima conservacién de la luz vascular.

Este modelo tiene varias ventajas sobre otros trasplantes
cardiacos heterotépicos, el modelo desarrollado por Abbott,
al utilizar una anastomosis término-terminal produce una
gseccidén en la aorta abdominal, con interrupcién del riego
y problemas frecuentes de paraparesia y paraplejia. El modelo
de Olausson (Olausson et al. 1984), que sitia el trasplante
en el cuello del receptor, con anastomosis a la arteria
cardétida comin y vena yugular, mediante la técnica de no
sutura de "Cuff" (manguitos vasculares), produce un menor
tiempo quiridrgico, si bien el problema de trombosis se
presenta con mayor frecuencia y la supervivencia tiende a
ser, en igualdad de condiciones, menor. En esta situacién
el manejo individual para la palpacién estaria dificultado,
al igual que la colocacidn de los electrodos para el registro
electrocardiogrdfico. La técnica que sitda el corazdén
trasplantado en 1la rodilla del receptor mediante una
anastomosis a los vasos femorales (Umeki et al. 1987), tiene
como principal inconveniente la diferencia de tamafio entre

los vasos receptores y los del donante, lo que obliga a
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utilizar técnicas de anastomosis méds complejas como la tecnica
de "Sleeve" o "manga de camisa", para adecuar los calibres,
lo que facilita indudablemente la aparicién de trombosis.
El corazdén se sitida en este caso en un lugar con un espacio
no muy adecuado para el volumen cardiaco, que facilita la

autolesién y dificulta el registro electrocardiogréfico.

Como resultado de la técnica quirdrgica hubo 12 casos
(11,22% del total) gque no sobrevivieron a las primeras 24
horas posteriores al trasplante.

Entre las causas de fracaso, debemos citar:

- Incorrecta anastomosis vascular, con abundante sangrado
y por tanto una deficiente perfusién del 6rgano trasplantado.

- Aumento del tiempo quirdrgico, por complicaciones
propias de la intervencidén, que llevaron a la deficiencia
o ausencia de latido final.

- Fallo en la recuperacidn postoperatoria, con muerte
del receptor.

- Causas desconocidas.

La posible aparicién de interacciones entre las drogas
a emplear en este estudio cdn otro tipo de medicacién, hizo
que no se utilizara ningtn tipo de tratamiento antimicrobiano,
no obstante, no se produjeron problemas de tipo infeccioso
en el postoperatorio.

2.- EVOLUCION DE PESOS

Después de la cirugia se produjo en todos los casos
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un descenso en el peso que oscild, en la primeras 24 horas,
entre el 3% y el 8% y que estuvo directamente relacionado
con el acte quirtdrgico. Las pérdidas de calor y de agua
durante la laparotomia, la mayor o menor lentitud en la
recuperacion anestésica, y sobre todo las pérdidas por
hemorragias intraoperatorias, fueron las causas principales
que influyeron en ese descenso.

Con mayor o menor lentitud, en todos los casos se fue
produciendo una paulatina recuperacién del peso inicial,
siguiendo un ritmo de crecimiento una vez recuperado éste,
acorde con las curvas de crecimiento de la cepa. Por lo que
podemos pensar que las dnicas causas con influencia en el
tiempo de recuperacién, son las proplas de la cirugia, no
existiendo ninguna relacién entre el tratamiento y la ganancia

de peso.

3.- CONTROL DE VIABILIDAD

Los criterios de viabilidad habitualmente utilizados
para la valoracidén del trasplante cardiaco heterotépico en
la rata son, la palpacidn directa y el registro electrocardio-
grdfico, siendo metodos simples y poco traumdticos.

La palpacién directa tiene como principal inconveniente
su subjetividad y el no poder ser documentada, y como ventaja
la facilidad y rapidez de realizacién y una fiabilidad
relativa si es efectuada siempre por la misma persona. Las
escasas referencias comparativas entre la palpacidén y la
electrocardiografia (Golitsin et al. 1984), para la valoracién

de este tipo de trasplante, nos llevé a relacionarlas.
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Si excluimos las 48 primeras horas después de la
finalizacién de la cirugia, donde si bien el grado de
palpacién es intenso, la actividad eléctrica se encuentra
alterada como consecuencia de la isquemia y la manipulacién
guirdrgica; se obtiene en general una correspondencia entre
los diferentes grados de palpacién y los registros efectuados
durante la presentacién de dichos grados.

Los registros electrocardiogrdficos fueron realizados
de forma tal que solo se obtuviera el registro del corazén
trasplantado, para evitar interferencias con el del receptor
y consegulr una mejor visualizacién de las arritmias durante
la fase de rechazo.

No se debe descartar que algunas de las alteraciones
electrocardiograficas obtenidas (sobre todo en lo que a
frecuencia cardiaca se refiere) estén influenciadas por la
anestesia a la que inevitablemente se tuvo que someter a
los animales. El pentobarbital puede favorecer la aparicién
de complejos ventriculares prematuros y de ritmos bigéminos,
pero la practica ausencia de CVPs en los corazones que se
hallaban en grado 3 de palpacién y la persistencia de
bigeminismo cuando aparecia, en los dias posteriores, nos
induce a pensar en una escasa incidencia de la anestesia
a la hora de valorar el registro.

No se obtuvieron diferenclas electrocardiogrédficas entre
los diferentes grupos y las alteraciones gue se produjeron
estuvieron exclusivamente relacionadas con la evolucién del
trasplante (Abbott et al. 1965, Lee et al. 1982) y no con

el tratamiento aplicado.

El enlentecimiento del ritmo fue la caracteristica comiin
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mas sobresaliente indicativa de rechazo, a esto debemos sumar
los defectos de conduccién ventricular y los cambios en el
voltaje de los complejos QRS.

Desnivelaciones en el segmento ST, también fueron
frecuentes, aunque no constantes, en los corazones en fase
final de grado 2, y en grado 1 de palpacidén, pudiendo ser
un reflejo de isquemia miocardica por inadecuada perfusién
del 6rgano y considerado por tanto como un indicativo de

rechazo.

4.- VALORACION DE LA DOSIS DE CICLOSPORINA

Se valoraron 4 niveles de dosis de ciclosporina,
administrada por via subcutédnea durante 14 dias, comenzando
inmediatamente después del cierre de la laparotomia
(Tchervenkov et al.1989). Esta pauta produce con dosis
terapéuticas (2 15 mg/kg) una aceptacidén permanente del
trasplante en la rata, posiblemente relacionada con la
presencia dentro del trasplante de linfocitos T supresores
que actlian previniendo el rechazo despues de cesar el
tratamiento con ciclosporina (Araujo et al. 1985).

Con la dosis de 0,5 mg/kg se obtuvo una supervivecia
superior a la esperada, préxima a la doslis de 2 mg/kg y muy
por encima de la de 0,25 mg/kg, la cual ya presentaba unos
niveles de supervivencia significativos respecto del control,
por lo que se eligi6é como dosis subterapéutica inferior,
en lugar de la de 0,5 mg/kg.

La dosis de 2 mg/kg, una de las dosls subterapéuticas

més utilizadas, se eligid como dosis subterapéutica superior;
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ésta mostré también unos niveles medios de supervivencia
algo mayores de lo esperado, no obstante los valores de esta
dosis estdn en concordancia con los trabajos de Da Costa
y Tyerman (Da Costa et al. 1990), que fijan el limite superior
de dosis subterapéutica para la ciclosporina en 1,5 a 2 mg/kg
durante 14 dias, para evitar la deriva hacia una larga

supervivencia.

5.~ SUPERVIVENCIA

Si bien algunos antagonistas de PAF se han mostrado
efectivos en la prolongacién por si solos, del tiempo de
supervivencia de alotrasplantes renales (Freiche et al. 1990),
no han manifestado un aumento en el tiempo de supervivencia
de alotrasplantes cardiacos, salvo en los casos de rechazo
hiperagudo por receptores sensibilizados (Makowka et al.
1990) y en xenotrasplante (O'Hair et al. 1992), donde si
se ha observado una supervivencia mayor, debiendo tener
presente que los mecanismos en ello implicados estén
directamente relacionados con la presencia de anticuerpos-
antidonante circulantes y estrechamente ligados con el
endotelio capilar (Busch et al. 1975, Forbes et al. 1975);
en estos dos modelos de rechazo el tiempo es medido en
minutos.

El PCA-4248, no mostrdé variacién en el tiempo de
supervivencia en relacién con el grupo control.

La demostracién de un aumento considerable en la
produccién de PAF por el tejido renal en fase de rechazo

(Mangino et al. 1991), el cual puede provenir de los
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eicosanoldes producidos igualmente en gran cantidad (Mangino
et al. 1986), podria explicar el retraso en el tiempo de
rechazo final, en los modelos renales. Adn no estan
comprobados aumentos similares en la produccién de PAF en
tejido cardiaco en fase de rechazo, y si bien es clara la
produccién por células inmunocompetentes activadas y por
el endotelio vascular, la implicacidén de otros mecanismos,
entre ellos la activacidn de numerosos mediadores inflamato-
rios, podria enmascarar la respuesta que sobre la superviven-
cia pudiese presentar el bloqueo del PAF.

En la asociacién de antagonistas de PAF con ciclosporina,
los trabajos con el BN 52021 (Foegh et al. 1986), muestran
que el tiempo de supervivencia con la dosis de ciclosporina
de 0,5 mg/kg aumentd de 10 a 14 dias cuando se combind con
el antagonista.

Otro antagonista de PAF, el WEB 2170, no presentd ninguna
modificacién en el tiempo de supervivencia cuando se asocié
con ciclosporina a dosis inferiores a 2 mg/kg, pero si hubo
un aumento significativo con esta dosis, pasando de 16 a
81 dias de supervivencia media (Da Costa et al. 1990). En
este trabajo se muestra un claro sinergismo entre una dosis
subterapéutica minima de ciclosporina con el antagonista
del PAF, que por si solo tampoco produce modificaciones en
el tiempo de supervivencia medio en relacién con el control

El PCA-4248 asociado a la dosis de 0,25 mg/kg de
ciclosporina, no presentd ninguna variacién en la superviven-—
cia. Con la dosis de 2 mg/kg, se obtuvieron tiempos medios
de supervivencia, que si bien no fueron estadisticamente

significativos (p= 0,07), superaron en mé&s de 10 dias al

- 149 -



grupo tratado con ciclosporina sola a 2 mg/kg y en 6 dias
al de 10 mg/kg. Por lo tanto los resultados de supervivencia
parecen estar en la linea de los otros antagonistas de PAF,
por encima del BN 52021 y por debajo del WEB 2170; pero en
nuestro caso sigue persistiendo una intensa variabilidad
dentro del grupo.

Estos datos ponen de manifiesto que el blogqueo del PAF
durante el rechazo del alotrasplante en la rata, por sl solo
no produce un aumento del tiempo de supervivencia, aumentando-
lo de forma variable cuando se asocia con dosis subterapéuti-
cas de ciclosporina, estando en nuestro modelo estrechamente
ligado a la manifestacién inmunosupresora de la ciclosporina,
desplazando la supervivencia a limites superiores Ginicamente
en los casos donde la respuesta a la ciclosporina fue mayor;
no bloqueando en ningin caso de forma definitiva el proceso

de rechazo.

6.- HISTOPATOLOGIA

Para la valoracién histopatoldgica, se pensé en un
principio utilizar la clasificacién de Hannover (Kemnitz
et al. 1987), basada a su vez en una modificacién de la
clasificacidén de Billingham (Billingham et al. 1982), pero
habia que tener en cuenta que al tratarse de rechazos en
fase terminal y por tanto con lesiones histopatolégicas
avanzadas en todos los casos, la clasificacién de Hannover
nos daria siempre un grado intenso (A-4), no produciendo
una idea clara de las posibles variaciones lesionales, por

ello se decidié hacer una valoracién por separado de las

- 150 -



mas destacadas lesiones directamente implicadas en el rechazo.
No se encontraron referencias bibliogrdficas sobre
estudios histopatoldgicos realizados sobre la actuacién de

antagonistas de PAF en el rechazo de alotrasplantes cardiacos.

6.1.~ Intensidad inflamatoria total.

En todos los grupos se encontraron dos tipos de cambios
histopatol6gicos que no estaban claramente relacionados con
la reacci6én de rechazo. E1 primero de ellos influia
directamente en la intensidad del infiltrado inflamatorio
total; es el infiltrado que en unién con dreas de fibrosis,
se encuentra de forma més intensa en la superficie subepicéar-
dica, y que debe considerarse como una consecuencia del
proceso quiridrgico (Cramer et al.1989)., Por lo tanto fueron
zonas a no valorar en la intensidad del infiltrado inflamato-
rio total y tampoco se tuvieron en cuenta en la valoracién
respecto del resto de las lesiones.

La relacidn del infiltrado inflamatorio total con el
tratamiento con ciclosporina, no estd claro, los trabajos
de Cox, sobre el estudio de la infiltracién linfocitaria
en alotrasplantes cardiacos en rata tratadas con ciclosporina
(Cox et al. 1984) demuestran que a la dosis de 15 mg/kg no
se previene la infiltracién del 6rgano por células mononuclea=
res, si bien a partir del 5¢ dia comenzd a disminuir respecto
del grupo control.

Seglin los trabajos de Cramer y Mihatsch (Cramer et al.
1990) debemos tener en consideracién, que la efectividad

inmunosupresora de la ciclosporina -y presumiblemente de
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otras drogas como el FK506 que actdan por una via similar-
no tiene relacién estrecha con la intensidad del infiltrado
inflamatorio.

Nuestros resultados han presentado una disminucién en
el infiltrado inflamatorio total en los dos grupos tratados
con la dosis de ciclosporina de 0,25 mg/kg, pero con
porcentajes importantes de intensidad media inflamatoria.
En este caso el rechazo se produjo mientras el tratamiento
con ciclosporina persistia.

No se encontraron diferencias significativas entre el
grupo control y el tratado con el PCA~4248, si bien hubo
un menor pocentaje de infiltrado intenso en el grupo tratado
con el antagonista de PAF, muy préximo a la significacién
estadistica (p=0,06).

Los dos grupos tratados con la dosis de ciclosporina
de 2 mg/kg tuvieron los infiltrados més intensos; se debe
hacer notar que en estos dos dltimos grupos la ciclosporina
se habia suspendido el dia 14, en tanto que el rechazo se
produjo entre 12 y 23 dias después, encontrando ademas los
porcentajes de infiltrado mas intenso en el grupo que presenté
una mayor supervivencia.

El antagonismo del PAF no parece tener efecto destacado,
o de existir ser muy ligero, sobre el infiltrado total de
células inflamatorias y éste podria explicarse por una
disminucidén de la adhesidn leucocitaria al endotelio vascular,
la cual estd favorecida por la accién del PAF (Braquet et

al. 1989c).
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6.2.- Blastos.

La activacién linfocitaria por antigenos, da lugar a
modificaciones intracelulares y al desarrollo de un
linfoblasto; con la activacién aumenta la expresidén de
diversae moléculas de su membrana, lo gue permite que se
produzca una interaccién mds eficaz de las células activadas
con otras células. El receptor de la interleucina-2, se
expresa tras la activacién, no debiendo olvidar la importancia
de éste en la respuesta alogénica.

La disminucién en el porcentaje de blastos, nos indica
por tanto un menor numero de células inmunoldégicamente activas
y una mayor tolerancia al alotrasplante,

De los resultados se deduce en primer lugar que la dosis
de ciclosporina a la que comienza a hacerse significativa
la reduccidén en el nimero de blastos es de 2 mg/kg. Dosis
a la cual va se puede deducir gue se produce un bloqueo,
al menos parcial, a nivel de la IL-2 (Pereira et al. 1987).

El PCA-4248, produce un descenso en el porcentaje de
células activadas, de un nivel algo inferior al de la
ciclosporina a dosis de 2 mg/kg.

No estd claro atn el porqué algunos antagonistas del
PAF modulan la respuesta inmune pero si se sabe que el PAF
puede estar implicado en esta respuesta.

El PAF aumenta la proliferacién de linfoblastos humanos
estimulados por la interleucina 2 mientras que algunos
antagonistas (CV-3988 y L-652731) la inhiben (Barret et al.
1986, Ward et al. 1987).

El PAF puede estimular la produccién de otros mediadores
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capaces de regular la funcién de los linfocitos como proteinas
catiénicas, leucotrienos, prostaglandinas y neuropéptidos
(Mencia-Huerta et al. 1989).

El antagonista del PAF RP 48740, modula la respuesta
inmunolégica a nivel de linfocitos, no sabiendo si su efecto
es debido a una accién directa sobre el sistema inmunitario
0 a sus efectos sobre el PAF. (Freiche et al. 1990).

El PCA-4248 podria tener un efecto modulador sobre la
respuesta inmunoldgica, produciendo una disminucién del
porcentaje de células inmunolégicamente activas frente a
aloantigenos, que en parte también podria estar influenciado
por una cierta actividad anti-TNF del producto (Fernandez-
Gallardo et al. 1990). Se ha demostrado que el TNF, induce
la liberacidén de IL-1 por los macréfagos que produce la
activacién de células Th (T Helper) que sintetizan IL-2 y
originan la proliferacién de células T. La IL-2 a su vez
estimula la sintesis de TNF (Imagawa et al. 1990).

La asociacién del PCA-4248 con la dosis inferior de
ciclosporina, hace que se produzca un blogueo de este efecto
de explicacién desconocida, dado que se mantlene con la dosis
superior, posiblemente debido a la actuacidén exclusiva de

la ciclosporina.

6.3.- Edema.

El PAF es un potente mediador de las reacciones
inflamatorias y actida intensamente sobre la permeabilidad

vagscular aumenté&ndola a las macromoléculas del plasma, con

exudacién de plasma rico en proteinas (Braquet et al. 1989a).
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Se ha demostrado gue el PCA-4248 administrado a la dosis
de 0,2 a 5 mg/kg inhibe la extravasacién de plasma rico en
proteinas producida por 1 ug/kg IV de PAF. E1 PCA-4248 mejora
significativamente la intensidad del edema producido durante
el rechazo, tanto de forma aislada como asociado a la dosis
baja de ciclosporina, en donde encontramos que el edema estuvo
ausente o fue ligero en un 80% de los casos.

Con la ciclosporina a 2 mg/kg. se produce un aumento
del edema que hace que tanto este grupo como el asociado
al antagonista del PAF no mejoren respecto del control,
pudiendo estar en ello implicado el efecto adverso de la
ciclosporina sobre el endotelio y sobre la resistencia
vascular (Kahan, 1989), aunque no existe evidencia de que
dichos efectos se produzcan a dosis menores de 5 mg/kg (Chan

et al. 1992).

6.4.- Necrosis miocelular.

Analizando los resultados obtenidos en la valoracidmn
de la necrosis miocardica y del infiltrado inflamatorio total,
observamos que estén estrechamente relacionados, con la inica
diferencia de una disminucidén, aqui ya significativa, en
el grupo tratado con el antagonista del PAF.

La disminucién del nimero de blastos, gue se produce
con el PCA-4248, implicaria un menor nimero de células T
citotoxicas, implicadas directamente en la destruccién del
trasplante.

Dentro del infiltrado inflamatorio total tenemos un

porcentaje de neutréfilos y monocitos, que aparecen con mayor
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intensidad en las Ultimas fases del rechazo, y que estén
directamente implicados en la produccién de radicales libres.

El PAF a bajas concentraciones induce la produccién
de radicales 1libres de polimorfonucleares activados
(Vercellotti et al. 1988). Los radicales libres estén
intensamente relacionados con el dafio celular y la necrosis
de los miocitos (Fraser et al. 1988, Wilson et al. 1991).

Por tanto el bloqueo del PAF, por el PCA-4248, puede
influir de una forma indirecta (menor nimero de células T
citotéxicas y menor produccién de radicales libres) sobre

la lesidén miocelular.

6.5.- Vasculitis.

La lesién de vasculitis es la més claramente influenciada
por el PAF,

La produccién de PAF por células endoteliales ocurre
bajo el estimulo de varios agonistas, incluyendo trombina,
LTC,, LTD,, proteasas, interleucina 1 (IL-1) y TNF (Bragquet
et al. 1989c); sustancias todas ellas que ya hemos visto
participan en la cascada de eventos que intervienen en el
rechazo de 6rganos.

El dafio en la célula endotelial, aparece como una
caracteristica temprana en los rechazos agudos (Imagawa et
al. 1990), ocasionando como lesidén inicial la formacién de
vesiculas, con un posterior acimulo de plaguetas sobre la
superficie dafiada y un posterior infiltrado de leucocitos
(Bragquet et al. 1989c).

Debemos tener en cuenta que si bien las plaquetas de
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la rata estan desprovistas de receptores de PAF (Sé&nchez-
Crespo et al. 1982) y no pueden por tanto ser activadas por
PAF, el dafic endotelial producido por éste, si favorece
intensamente la agregacidén plaquetaria.

Como vemos la adhesién de leucocitos al endotelio
alogénico estd también favorecida por la accién del PAF,
gsiendo este un paso esencial para la migracién de linfocitos
desde la sangre hacia el o&érgano trasplantado, etapa
fundamental en el proceso de rechazo.

En los resultados presentados el antagonismo del PAF
por el PCA-4248 mejora la lesidén vascular de forma significa-
tiva, tanto si evaluamos la lesidn que afecta exclusivamente
al endotelio como la mas intensa en la gue ya se encuentra
afectacién en pared ademas de la lesién endotelial.

La asociacién con ambas dosis de ciclosporina, también
mejora la vasculitis moderada respecto del control, no asi
en la lesién mAs grave, donde nc se aprecian cambios

significativos respecto del control.

6.6.- Infarto.

El infarto de extensién fundamentalmente subendocédrdica,
es la segunda lesién no relacionada directamente con el
rechazo del alotrasplante, debiendo considerarla por tanto
como una lesidén sobreafiadida, consecuencia directa de las
cifras tensionales bajas que se producen como consecuencia
en la caida de la perfusién del érgano en las dltimas horas

antes de la extraccién.

Esta lesidén fue muy variable dentro de un mismo grupo,
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y dependid del tiempo transcurrido desde el inicio del grado

1 de palpacién hasta la extraccidén del corazén.

7 .- EVALUACION CONJUNTA

Los numerosos factores involucrados en el rechazo de
un trasplante, hacen del mismo un proceso especialmente
complejo, en el que es dificil evaluar la utililidad de las
diversas terapéuticas, si no es a través exclusivamente de
su prolongacién del tiempo de rechazo, pero sobre ello pesa
la aparicién de efectos secundarios indeseables (directamente
atribuidos a la medicacién o consecuencia de vias de rechazo
no blogueadas) gue van a producir en un tiempo mas o menocs
largo el deterioro del 6rgano trasplantado.

La valoracién conjunta de estos resultados, pone de
manifiesto que el blogueo del PAF por el PCA-4248, en un
alotrasplante cardiaco heterotdpico en rata, produce una
mejoria significativa en el cuadro histopatoldégico final,
salvo en la intensidad inflamatoria total, pero con una gran
variabilidad dentro del grupo en todas las lesiones, excepcidn
hecha de la vasculitis, donde de los 12 casos estudiados,
solamente uno presentd lesién vascular intensa, esto tiemne
como hemos visto importantes repercusiones sobre el resto
de las lesiones, si bien no es capaz de modificar el proceso
de rechazo final, no produciendo modificacién en el tiempo
de supervivencia respecto del grupo control.

Efectivamente el tiempo de supervivencia queda inalterado
a pesar de la disminucidén en el nuimero de blastos que habla

de una cierta capacidad inmuno-supresora, alejada no obstante
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de la producida por la dosis de ciclosporina de 10 mg/kg,
aun considerada como subterapéutica, en la que el porcentaje
de blastos no sobrepasa el 13%

Ambas dosis de ciclosporina han presentado como
caracteristica comin una extrema variabilidad en la respuesta,
tanto en la supervivencia como en el cuadro lesional final,
lc que era de esperar al tratarse de dosis subterapéuticas
(Imagawa et al. 1991).

La asociacién del PCA-4248 con la ciclosporina tampoco
tiene ningin efecto definitivo final, ni en supervivencia
ni sobre el cuadro histopatolégico. En relacién a la
supervivencia, con la dosis de 2 mg/kg, si podria valorarse
un ligero aumento en la aparicién del rechazo final.

En este grupo podemos destacar una caracteristica,
mientras que en todos los grupos el comienzo del rechazo
valorado por palpacién y electrocardiografia se produce por
término medio entre los 5 y 8 dias, salvo para el grupo de
ciclosporina a dosis de 10 mg/kg que se produce a los 24
dias, para la asociacidén de ciclosporina a 2 mg/kg con el
antagonista del PAF, este comienzo de rechazo aparece a los
21 dias, por lo tanto este grupo permanece estable, sin signos
de rechazo, por término medio, 14 dias mds gque el grupo
tratado solo con ciclosporina. En la mayor estabilidad
vascular y por tanto en un mejor aporte sanguineo, asociado
al efecto inmunosupresor de la ciclesporina, podria estar
el origen del retraso en la aparicién de los signos de
rechazo. Cuando se retira la ciclosporina y se deja
exclusivamente el antagonista del PAF, los signos de rechazo

aparecen a los 6 dias.
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Por lo demés no existen diferencias significativas entre
los grupos tratados con ciclosporina sola y los asociados
al antagonista del PAF, persistiendo la variabilidad propia
de una actuacién subterapéutica, y en todo caso puede aparecer
un peor cuadro lesional final, que pudiera estar asociado
m&s a una evolucién dentro del tiempo del trasplante, que
a una interaccién de la ciclosporina con el antagonista del
PAF.

La utilizacién del antagonista de PAF, PCA-4248 en la
prevencién del rechazo agudo de un alotrasplante cardiaco
no muestra ventajas, dado que los cambios apreciables en
la lesi6én histopatoldégica final no fueron de suficiente
magnitud como para modificar la supervivencia, quedando
pendientes estudios sobre la actuacién en la lesién vascular
en modelos especificos de vasculitis,

El desarrollo de una patologifa vascular dentro del
coraz6én trasplantado, en pacientes que han recibido un
alotrasplante cardiaco y que sobreviven a los primeros afios
del postoperatorio, es la mas frecuente (una incidencia del
40% a los 2 afios) e importante complicacidén observada. De
confirmarse la actividad del PCA-4248 sobre la lesién
vascular, gquedaria pendiente de estudio la actuacidn de este
compuesto dentro de un régimen terapéutico inmunosupresor
normal, en la prevencién del desarrollo de lesiones
vasculares,

Como se puede comprobar, el proceso de rechazo de un
trasplante alogénico, genera una importante “cascada" de
acontecimientos, en la que participan numerosos tipos de

células blancas, plaquetas, anticuerpos y complemento, y
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gran cantidad de mediadores inflamatorios.

Este complejo proceso, es un producto 1légico, ya gue citando
al Dr. H&yry (H&yry, 1984), "No se puede concebir que la
naturaleza dejase un fenémeno como es un rechazo alogénico -
un probable guardién de la integridad individual y posible
primus motor en la generacién de las especies- dependiendo

solo de una via efectora".
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28,

32,

4=,

52,

Existe una correlacién directa entre el grado de
palpacién y los registros electrocardiograficos

obtenidos.

El grupo de animales tratados con el PCA-4248 presenta
una reduccién significativa en el infiltrado de blastos

en relacién con el grupo control.

El grupo de animales tratados con el PCA-4248 presenta
una disminucién en la intensidad del edema y la necrosis

miocelular en relacidén con €l grupo control.

No existen diferencias significativas entre los grupos
tratados con ciclosporina a las dos dosis de estudio
y los tratados con las asoclaciones de estas dosis con

el PCA-4248,

Todos los grupos tratados con el PCA-4248, solo o
asociado con ciclosporina presentaron niveles de
vasculitis significativamente menores que el resto de

los grupos en relacién con el grupo control.
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6*.- No existen diferencias significativas (p>0,05) en la

74,

supervivencia del trasplante entre el grupo control

y el tratado con el PCA-4248.

Todos los animales tratados con ciclosporina sola o
asociada al PCA-4248, mostraron un aumento significativo

(p<0,05) en la supervivencia del trasplante en relacién

con el grupo control.
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Se han estudiado los efectos producidos en el rechazo
de un alotrasplante cardiaco en rata Lewls por un nuevo
antagonista del factor de activacién plaquetaria, el PCA-4248,
solo o en asociacién con dosis subterapéuticas de ciclospori-
na.

La viabilidad del trasplante se valoré mediante palpacién
y registros electrocardiogrdficos, gue presentaron una
relacién directa,

Los resultados obtenidos mostraron una mejoria del cuadro
histopatoldgico final en los animales tratados con el PCA-
4248, pero que no fue suficiente como para presentar efectos
sobre la supervivencia del trasplante.

No se encontraron diferencias entre los grupos tratados

con ciclosporina y la asociacién de ésta con el PCA-4248.
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SUMMARY

The effects caused in the cardiac allograft rejection
were studied on a Lewis strain rat by a new antagonist of
platelet-activating factor, PCA-4248, alone or in association
with a subtherapeutical dosis of cyclosporine.

The availability of trasplant was valorated by
electrocardiographical registration and palpations, which
present a direct relation.

The results showed an improvement in the £final
histopathological chart in the treated animals with PCA-4248,
but being insufficient to present the effects on the allograft
survival.

We have not found any differences between the groups

treated with cyclosporine and these associated with PCA-4248.
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