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SUMMARY:

Some kinds of allo-antigens when inoculated into the thymus have induced specific immunotolerance for subsequent allo-
transplants (kidney, heart). However, this technique had failed when using allo-hepatocytes. Assuming that isolated hepa-
tocytes fail to express their antigens, and thus immunotolerance is not achieved, we have incorporated Kuppfer cells (which
act as antigen presenting cells in the liver) to the thymus inoculum. Hepatocytes and Kuppfer cells have been obtained by
standard collagenase digestion of the liver from syngeneic male Wag rats weighing 250 g. Through a midline incision, 3x10°
hepatocytes plus 3x10° Kuppfer cells were inoculated into each lobe of the thymus (0.2 ml) either on wag or Sprague rats.
Fifteen days later, hepatocytes were inoculated into the spleen and the animals were sacrificed on day 7" or 14™. The sur-
vival of hepatocytes both in thymus and spleen was assessed by two independent observers on hematoxiline-eosine stained
sections. A relevant number of hepatocytes were found in the thymus of every animal. However, in the spleen of allotras-
planted rats, though some hepatocytes could be identified in all of the animals. their number was low; only in three animals
we could found hepatocytes in numbers similar to those seen after syngeneic inoculation. In any case, cordonal organization
of hepatocytes could never be seen.

RESUMEN'

La inoculacion de aloantigenos especificos en el timo ha logrado inducir tolerancia frente a algunos alotrasplantes (rinién,
corazon). Sin embargo, esta técnica ha fracasado al aplicarla al trasplante de hepatocitos. Asumiendo que esto se deba a
que los hepatocitos aislados no expresan sus antigenos de histocompatibilidad, hemos aniadido al inéeulo timico células de
Kupffer (que actiian como “células presentadoras de antigenos”). Los hepatocitos y células de Kupffer se han obtenido
mediante digestion con colagenasa a partir de ratas singénicas wag (machos, 250 g.). A través de una incisién cervical media,
se han inoculado 3x10° hepatocitos y 3x10° células de kupffer en cada lobulo timico (0.2 ml) de ratas wag o sprague. Quince
dias después se han inoculado los hepatocitos en el bazo, y se han sacrificado los animales tras siete o catorce dias. Dos
observadores independientes han valorado la supervivencia de los hepatocitos en el bazo y el timo, mediante secciones histo-
logicas tenidas con hematoxilina-eosina. En todos los timos se ha encontrado un nimero significativo de hepatocitos. Sin
embargo, en el bazo de los alotrasplantes, si bien se han encontrado hepatocitos en todos los casos, su niimero ha sido esca-
so; solo en tres animales se encontré un niimero de hepatocitos similar al de los trasplantes singénicos, pero en ningiin caso
presentaron la caracteristica organizacién cordonal.

INTRODUCCION hepatoma en ratas Gunn hiperbilirrubinémicas. La primera

Los estudios sobre el transplante hepatocelular se iniciaron demostracion de la utilidad clinica de esta nueva técnica, vino

con Rugstad', Matas? y Groth?, mediante la infusién intrapor- de la mano de Sutherland®, que ensay® el transplante hepato-
tal de hepatocitos o la implantacion subcutanea de células de celular en un modelo de fallo hepatico agudo en ratas.
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Tabla |

GRUPOS DE LA EXPERIENCIA

SERIE 1 SERIE 2 SERIE 3 SERIE 4
Pretratamiento
CsA+DxM NO NO Sl Sl
(dias -2 y -1)
Timo Hepatocitos Hepatocitos Hepatocitos Htos. +Kupffer
(dia 0) singénicos alogénicos alogénicos alogénicos
Bazo Hepatocitos Hepatocitos Hepatocitos Hepatocitos
(dia 14) singénicos alogénicos alogénicos alogénicos

En humanos el trasplante habia empezado ya hace mucho
tiempo, existiendo incluso noticias acerca del infructuoso inten-
to por parte del doctor Hans Popper en 1937 de trasplantar
hepatocitos en la camara anterior del ojo5. En 1992, Mito et
al.57, probaron en 10 enfermos y obtuvieron un caso de recu-
peracion completa y permanente de un paciente con cirrosis. Un
afio mas tarde, Habibullah y su grupo en la India realizaron tras-
plantes en casos de fallo hepatico agudo con encefalopatia
grado IlI-IVE. Su estudio revelé un aumento significativo de la
supervivencia en el grupo trasplantado, siendo mucho mejor el
resultado en los casos con grado lll. A partir del afio 97 y hasta
enero de este afio se han realizado varias decenas de trasplan-
tes en EE.UU. En todos estos casos existen claros indicios de
mejoria gracias al trasplante de hepatocitos.

Pero el problema fundamental de todo transplante es el
rechazo. Para solventar este rechazo se han propuesto y se han
llevado a cabo multiples estrategias de inmunosupresion. Esta
terapia, a parte de no ser eficaz al 100%, obliga a tratamiento
de por vida.

Una de las alternativas planteadas es la induccion de inmu-
notolerancia por inoculaciéon de células o antigenos del donan-
te en el timo del receptor. Esta técnica ha mostrado resultados
muy positivos en la induccién de tolerancia allo-especifica en los
transplantes de riion®'% y corazén'""'7. También, pero a nivel
experimental, se han obtenidos resultados positivos en el allo-
transplante de islotes pancreaticos'®23,

Por el contrario, no se han obtenido resultados tan positi-
vos en los intentos que se han realizado de allo-transplante de
hepatocitos?*25. Tras la experiencia de otros grupos, se ha
intentado mejorar los resultados con tratamiento inmunosu-
presor previo a la inoculacién timica, pero esta maniobra no ha
mejorado mucho los resultados?®?’. Se ha sugerido que los
hepatocitos solos podrian ser insuficientes para expresar sus
antigenos, por lo que con su inoculacién no se lograria la inmu-
notolerancia®®?%. El objetivo de este trabajo es estudiar si la
adicion de células de Kupffer, que actian como células presen-
tadoras de antigenos en el higado, al inéculo timico mejora el
proceso de induccién de la inmunotolerancia en el timo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizan como donantes ratas singénicas WAG, machos
de 250gr de peso. Como receptores se usan ratas Sprague-
Dawley o WAG, machos de cuatro semanas de edad.

La obtencion de hepatocitos se realiza mediante protoco-
lo de digestion enzimética con colagenasa®. Para la inocula-
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cion en bazo la solucién extraida se purifica mediante tres cen-
trifugaciones consecutivas, ajustandola a una concentracion
de 24x10° hepatocitos/ml.

Para la inoculacion en el timo de las células de Kupffer se
sigue el procedimiento habitual de obtencién de hepatocitos,
pero se realiza solo una centrifugacién, obteniendose una sus-
pension con 15x10° hepatocitos y 1,5x10° células de Kupffer
por mililitro. Mientras que para la inoculacién en bazo se sigue
la técnica estandar?’.

La inoculacion timica se realiza bajo anestesia general
inducida por éter etilico. Mediante una aguja 27G, y utili-
zando una bomba de perfusién a un ritmo de 1ml/min, se
inoculan 0,2 ml de suspension celular en cada l6bulo timico.
A los 15 dias de la inoculacién timica se inoculan los hepato-
citos en el bazo?’. Los animales se sacrifican 7 6 14 dias des-
pués de la inoculacion esplénica, obteniéndose muestras del
timo y del bazo, que se tifien con hematoxilina-eosina y son
estudiadas mediante microscopia 6ptica de 400 aumentos. El
examen de las muestras se realiza sobre preparaciones
“cegadas”.

El tratamiento inmunosupresor ha consistido en dos dosis
de 20 mg/kg de Ciclosporina A por via intraperitoneal y dos
dosis de 6 mg/kg de Dexametasona por via subcutanea, admi-
nistrados los dos dias previos a la inoculacion en el timo.

Se distinguen cuatro grupos en nuestra experiencia: los
tres primeros con inoculaciones en timo de hepatocitos y el
cuarto incorporando células de Kupffer (ver Tabla I)

RESULTADOS

HEPATOCITOS EN EL TIMO

En todos los animales de esta experiencia se han encontra-
do hepatocitos supervivientes en el timo. No se aprecian dife-
rencias entre los timos inoculados con hepatocitos singénicos y
aquellos que recibieron allo-transplantes (Fig 1).

HEPATOCITOS EN EL BAZO

En el grupo de transplante singénico, se encuentran hepa-
tocitos en el bazo de todos los animales tras 7 y 14 dias del
implante. En todas las muestras analizadas se observa un gran
numero de hepatocitos bien preservados (Fig. 2).

En la primera serie de alotransplante (sin refuerzo inmu-
nosupresor) no pudieron encontrarse hepatocitos en el bazo
de ninguno de los animales.
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Figura 1.- Cordon de hepatocitos en un lobulillo timico (H-E,
400X).

Figura 3.- Seccion histoldgica de bazo sin terir, observada en
microscopio de fluorescencia con luz ultravioleta monocroma. Los
hepatocitos se observan en blanco.

En el segundo grupo de transplante alogénico, que afade
dos dosis de terapia inmunosupresora tras la inoculaciéon timi-
ca, se encuentran hepatocitos en el bazo de 3 de los 20 ani-
males sacrificados siete dias después del implante. Sin embar-
go, su nuimero es muy escaso, y sus caracteristicas morfolégicas
no eran totalmente normales. La naturaleza hepatocitaria de
estas células queddé confirmada por la presencia de
Riboflavina, que emite fluorescencia al ser estimulada con un
haz de luz ultravioleta monocroma de 488 nanémetros (Fig. 3);
esta sustancia presente en los hepatocitos, no existe en las
células del parénquima esplénico.
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Figura 2.- Abundantes hepatocitos en el bazo (implante singé-
nico), algunos comenzando a constituir un cordén (H-E, 400X).

£ A R b 2 .
Figura 4.- En un implante alogénico pueden verse hepatocitos
aislados en el seno de la pulpa esplénica (H-E, 400X).

-

En el tercer grupo alogénico, con inmunosupresion e ino-
culacion de células de Kupffer, es posible observar hepatocitos
en el bazo de todos los animales. Pese a que la morfologia esta
claramente preservada, el niumero es escaso; s6lo en 3 de los
animales se encuentra un numero de hepatocitos similar al
observado en el grupo singénico. En cualquier caso, no se
observa nunca organizacién cordonal (Fig.4).

La supervivencia de los animales inoculados ha sido del
100% en todas las series de la experimentacién (Tabla I1).

Tabla Il

NUMERO DE ANIMALES EN LOS QUE SE HAN HALLADO HEPATOCITOS VIABLES EN TIMO Y BAZO

SINGENICO ALOGENICO PRE-TRATADO ALOGENICO PRE-TRAT.+KUPFFER ALOGENICO
7° pia
Timo 10/10 10/10 20/20 20/20
Bazo 10/10 0/10 3/20 20/20
14° pia
Timo 10/10 10/10 10/10 10/10
Bazo 10/10 0/10 3/10 10/10

RUIZ DE GORDEJUELA AG
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DISCUSION

El aporte exégeno de hepatocitos para compensar una
pérdida de masa hepatica funcionante o el déficit congénito
de uno o varios enzimas, es un planteamiento terapéutico
atractivo y prometedor.

La inducciéon de tolerancia aloespecifica mediante inocula-
cion de células renales o cardiacas en el timo desperté un gran
interés entre los investigadores del transplante hepatocelular.
La necesidad de un plazo de tiempo amplio entre la inocula-
cion timica y el transplante hacen que esta técnica no tenga
utilidad en el transplante clinico de érganos (salvo en el caso
de donante vivo). En cambio, en el transplante hepatocelular,
en el que cabe la criopreservacion de las células transplantadas
hasta haber logrado la tolerancia, esta técnica reviste su prin-
cipal interés.

Sin embargo, los diferentes ensayos de inoculacion timica
de hepatocitos aislados llevados a cabo han concluido en
rotundos fracasos?*?’. Una posible explicacién podria encon-
trarse en la observacion publicada por Russel en Hepatology,
que llevaba a calificar el transplante de higado como un injer-
to inmunolégicamente privilegiado®. En él se describe la baja
intensidad del rechazo en el alotransplante clasico; incluso se
refieren casos en los que fue posible retirar completamente la
inmunosupresion. Tan llamativos fueron estos hallazgos que
llevaron a propugnar la realizacién de un transplante de higa-
do en asociacién al transplante de otras visceras como medida
para proteger a éstos frente al rechazo®'*2. El fracaso de estos
ensayos puso en evidencia que el transplante de higado mas
gue frenar el rechazo, lo que hacia era no inducirlo. Es decir,
por algin motivo las células del organo transplantado no
expresaban adecuadamente sus antigenos.

Quizas este fenomeno era el responsable del fracaso de la
inoculacién timica de hepatocitos. Si el hepatocito no expresa
antigenos, éstos no pueden ser reconocidos en el timo, y no se
logra tolerancia. En este sentido, el asociar las células de
Kupffer (que actian como “células presentadoras de antige-
nos"33?) ofrecia una esperanza. Los resultados obtenidos en
otras experiencias parecen apoyar nuestra hipotesis. De hecho,
el salto de la pérdida completa y sistematica de los hepatocitos
implantados en el bazo a la presencia de estas células en todos
lo animales no puede atribuirse al azar.

Sin embargo, el nimero y grado de organizacién de los
hepatocitos alotransplantados no alcanza los niveles tipicos de
un transplante entre animales singénicos. Esto parece indicar
que no hemos obtenido un nivel suficiente de tolerancia, y
que es necesario seguir mejorando la técnica.

Esto no deberia extranar, ya que esta en consonancia con
la baja tasa de expresion de antigenos observada en higados
transplantados. Por eso, una medida que podria ayudar seria
una expresién mas intensa de los antigenos en el timo. En este
sentido, podrian afiadirse al inéculo timico alguna otra estirpe
celular del mismo donante, cuyos antigenos contribuyan a for-
zar la tolerancia aloespecifica'%26:37.34,

Otra cuestion que quizas habria que revisar es la utiliza-
cién de suero antilinfocitario para “retirar” del organismo
aquellos linfocitos que pudieran reconocer los antigenos del
injerto. De hecho, las primeras experiencias incluian este tra-
tamiento, hasta que Remuzzi® probé que era previsible obte-
ner la tolerancia sin necesidad de eliminar los linfocitos peri-
féricos. Seria interesante estudiar si, en el caso de los hepato-
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citos, el uso del suero antilinfocitario seria suficiente para
obtener una tolerancia para el alotransplante idéntica a la que
vemos con el uso de animales singénicos.

Por ultimo, seria necesario reproducir de nuevo toda la
serie de experiencias que permitieron probar la utilidad clini-
co-biologica del transplante de hepatocitos aislados: pruebas
funcionales, enzimopatias, fracaso hepatico.
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