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RESUMEN 

El principal obstáculo para el desarrollo del alotrasplante vascularizado 

compuesto es la necesidad de inmunosupresión a largo plazo, con sus efectos adversos 

asociados, en pacientes que no se encuentran en una situación de riesgo vital. La 

tolerancia a endotoxina es un mecanismo de autorregulación de las células del sistema 

inmunitario innato, cuando se exponen a lipopolisacárido (LPS). Sin embargo, la 

morbilidad asociada con la reacción inflamatoria inicial del LPS no es asumible en la 

práctica clínica. Los análogos de LPS como el galactomanano (GAL) producen tolerancia 

a endotoxina in vitro, pero con una respuesta inflamatoria menor. Nuestra hipótesis es 

que la administración de LPS o GAL retrasaría el rechazo agudo del trasplante a través 

del mecanismo de tolerancia a la endotoxina. 

Material y métodos: se realizaron veinticuatro trasplantes de miembros 

posteriores de rata cruzando el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (de rata 

Brown-Norway como donante a rata Wistar-Lewis como receptora). Previamente los 

animales se dividieron en 4 grupos (n=6/grupo) según el preacondicionamiento que 

recibieron: control (suero salino fisiológico), LPS (0,16 ml/Kg), GAL 72 horas antes (8 

ml/Kg), y con GAL 24 horas antes (8 ml/Kg). Se controló la mediana del tiempo hasta la 

aparición de un episodio de rechazo agudo. La pérdida de peso y los episodios de diarrea 

se definieron como complicaciones. Se recogieron muestras de sangre periférica el día de 

la cirugía y a los 7, 21, 30, 45 y 60 días postrasplante para analizar los niveles de 

citoquinas en plasma, el quimerismo periférico del receptor, el porcentaje de linfocitos y 

sus subconjuntos. 
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Resultados: El grupo control tuvo una mediana de supervivencia del aloinjerto de 

40 (44-40) días, mientras que en el grupo LPS fue de 68 (71-61) días y en ambos grupos 

GAL de 70 (73-69) días (p=0,001). El grupo precondicionado con LPS presentó una tasa 

de episodios diarreicos del 83,3 %, significativamente superior a los demás grupos 

(control 0 %, p=0,015; GAL-72 0 %, p=0,015; y GAL-24 16,7 %, p=0,02). Hubo una 

pérdida de peso significativa en el grupo LPS (p<0,001). Los grupos precondicionados 

presentaron mayor quimerismo de sangre periférica (LPS 2,30%±0,13%, GAL-72 

2,63%±1,46 y GAL-24 2,47%±0,19%) en comparación con el grupo control 

(2,06%±0,36%) ((p =0,04, LPS, p=0,002, GAL-72 y p=0,002, GAL-24). 

Conclusiones: La inducción de tolerancia a endotoxina retrasa el rechazo agudo 

del aloinjerto en el modelo de trasplante de miembro posterior en rata. El 

precondicionamiento con GAL no tiene los efectos secundarios del LPS y no se 

encontraron diferencias en el tiempo transcurrido hasta el rechazo entre ambos grupos. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1.Nomenclatura  

El trasplante de estructuras corporales, compuestas por múltiples tejidos derivados 

de ectodermo y mesodermo, es conocido como trasplante de tejido compuesto (TTC). 

Este término fue acuñado por los doctores Harold E. Kleinert y Erle E. Peacock a partir 

de su estudio de reconstrucción del sistema flexor mediante el empleo de aloinjertos de 

tendón, que fueron llevados a cabo sin necesidad de inmunosupresión y vascularizados 

directamente desde su lecho (1).  

La evolución y el progreso en el campo de la microcirugía e inmunología ha 

permitido ampliar las indicaciones del trasplante a estructuras cada vez más complejas 

tales como la mano, la cara, la laringe, las articulaciones, la pared abdominal, el útero, el 

pene y las extremidades inferiores. Sin embargo, su supervivencia, al contrario que en el 

modelo del sistema flexor, sí depende de la anastomosis vascular y de la inmunosupresión 

administrada. Por todo esto, durante la segunda reunión del comité de Alotrasplantes de 

Tejidos Compuestos celebrada en enero de 2013 (“The Evolution of Reconstruction”, de 

la Sociedad Europea de Trasplantes de Órganos), se propuso adaptar la definición y 

establecer una regulación de este término pasando de TTC a Alotrasplante Vascularizado 

Compuesto (AVC) (2). El 3 de julio de 2014, la Red de Adquisición y Trasplante de 

Órganos (OPTN, del inglés Organ Procurement and Transplantation Network), asumió 

la responsabilidad de desarrollar una regulación a nivel político para los AVCs. Tal como 

establece la última cláusula de la OPTN (42 CFR 121. 2), existen 9 criterios que definen 

el AVC (ver Tabla 1). Debe estar constituido por diferentes tipos de tejidos y estar 

vascularizado a través de una anastomosis microquirúrgica. Además, debe ser susceptible 
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a la isquemia, conservándose sólo de forma temporal y debe ser susceptible al rechazo 

requiriendo inmunosupresión para sobrevivir (3). 

 

1. Vascularizado a través de anastomosis quirúrgica. 

2. Constituido por diferentes tejidos. 

3. Procedente de donante humano, como una unidad anatómica/estructural. 

4. Trasplantado a un receptor humano como una unidad anatómica/estructural. 

5. Mínimamente manipulado (el procedimiento no debe alterar las características del 

órgano trasplantado). 

6. Uso homólogo (debe cumplir las mismas funciones básicas en el receptor que en 

el donante).  

7. No puede combinarse con otros artículos, como dispositivos mecánicos (prótesis, 

etc).  

8. Susceptible a isquemia y por tanto solamente puede ser almacenado de forma 

temporal y no criopreservado. 

9. Susceptible a rechazo, requiriendo inmunosupresión. 

Tabla 1: Criterios que definen el Alotrasplante Vascularizado Compuesto. OPTN (42 CFR 121.1) 

1.2.Marco histórico  

La leyenda del siglo XV de los santos Cosmos y Damián, quienes reemplazaron la 

pierna de un hombre que sufría gangrena por la de otro hombre fallecido, se considera 

popularmente como el primer caso de un AVC (4). De hecho, podríamos decir que el 

AVC fue el objetivo inicial del trasplante. Durante la segunda guerra mundial, cientos de 

soldados ingleses sufrieron quemaduras graves. La reconstrucción de estos defectos fue 

el estímulo que condujo al biólogo Sir Peter Medawar, junto al cirujano plástico Thomas 
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Gibson, a comenzar su investigación para el tratamiento de estos pacientes con aloinjertos 

cutáneos. El inevitable rechazo de éstos, promovió el desarrollo de los primeros estudios 

de inmunología en el trasplante (5). Así, Joseph Murray (cirujano plástico) y su equipo,  

lograron realizar el primer trasplante renal entre gemelos dicigóticos en 1959 (6). Los 

avances en el campo de los fármacos inmunosupresores a principios de los años 60 

permitieron después el éxito del primer trasplante renal procedente de un donante 

fallecido (7).  

Posteriormente, en Ecuador en el año 1964, el equipo liderado por el cirujano 

Robert Gilbert realizó el primer intento de AVC (8). Se llevó a cabo un trasplante de 

mano unilateral de donante cadáver a un paciente con una amputación bilateral secundaria 

a una explosión, utilizando la misma inmunosupresión empleada hasta la fecha para el 

trasplante de órgano sólido (TOS) (azatioprina (AZA) y prednisona). Lamentablemente 

el paciente sufrió un episodio de rechazo agudo (RA) a las 3 semanas requiriendo la 

amputación del aloinjerto (9).  

Los avances en la medicación inmunosupresora a partir de los años 60, han 

permitido un rápido desarrollo en el campo de los TOS. Sin embargo, este progreso no 

ha sido extrapolable a los AVCs, debido fundamentalmente a la presencia de uno de los 

tejidos más inmunogénicos que existen entre sus componentes: la piel (10). El desarrollo 

de nuevos inmunosupresores como los inhibidores de la calcineurina o los agentes 

antiproliferativos como el micofenolato de mofetilo (MMF), han permitido el éxito del 

AVC en modelos animales, como paso previo a la aplicación en la práctica clínica (11).  

En 1988, el doctor Marshal Strome y su equipo realizaron el primer trasplante 

laringotraqueal a nivel mundial en Cleveland (Ohio, Estados Unidos (EEUU)). El 

receptor había sufrido una pérdida de la laringe de origen traumático hacía 20 años. La 

cirugía consistió en el trasplante de las estructuras traqueo-faríngeas, incluyendo las 
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glándulas tiroides y paratiroides. Los resultados funcionales así como la satisfacción del 

paciente fueron excelentes, con recuperación completa de la deglución y timbre de la voz 

(12).  

Entre los primeros casos de AVC también se encuentran los trasplantes 

vascularizados de rodilla, fémur y musculatura asociada llevados a cabo por el equipo de 

los doctores Gunther Olaf Hofmann y Martin Hartwig Kirchner en 1996 en Munich 

(Alemania). Tres fueron trasplantes para defectos segmentarios de fémur y 6 fueron 

aloinjertos de rodilla completa vascularizados (13). Inicialmente todos los casos tuvieron 

éxito pero ninguno sobrevivió a largo plazo (14).  

Tras el fracaso del primer trasplante de mano, el siguiente trasplante publicado se 

realizó en Lyon (Francia) en 1998 por el equipo liderado por el Doctor Earl Owen en 

colaboración con el Doctor Jean-Michel Dubernard (15). El receptor fue un paciente 

neozelandés que sufrió una amputación unilateral de la mano en un accidente de prisión. 

Sin embargo, tras el éxito inicial, el paciente abandonó la rehabilitación y no fue constante 

con el cumplimiento terapéutico del régimen inmunosupresor, lo que culminó en un 

episodio de rechazo. En 2001, el paciente solicitó la amputación de la mano trasplantada 

(16). Unos meses después de realizar este trasplante en Francia, se publicó el primer 

trasplante de mano en Louisville (Kentucky, EEUU) en enero de 1999, realizado por el 

equipo liderado por el Doctor Warren C. Breidenbach (17).  Al contrario del anterior, en 

este caso el paciente fue cuidadosamente seleccionado mediante evaluación psicológica 

así como una adecuada preparación sociofamiliar. Esto permitió una adecuada 

rehabilitación, un cumplimiento riguroso del régimen inmunosupresor y un correcto 

seguimiento, convirtiéndose en el primer trasplante de mano más longevo en la actualidad 

(3). El primer trasplante bilateral de miembros superiores se realizó en el año 2000 por el 

equipo del Doctor Jean-Mitchel Dubernard en Lyon (Francia) (18). Hasta la fecha, se han 
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llevado a cabo más de 100 trasplantes de miembro superior a nivel mundial, con una 

significativa mejoría en la calidad de vida por parte de sus pacientes (19,20). En concreto, 

los datos aportados tras la revisión sistemática llevada a cabo por Landín et al, confirman 

una mejoría del resultado funcional respecto a la puntuación preoperatoria del test de 

discapacidad para brazo, hombro y mano ( DASH, del inglés Disabilities of the Arm, 

Shoulder and Hand) de 27,6 (±19,04) puntos tras el trasplante (p= 0,005)(20).  En otra 

revisión reciente, se observó además que la mayoría de los pacientes adquirían 

sensibilidad protopática y algunos, principalmente aquéllos con trasplantes más distales, 

adquirieron una discriminación entre dos puntos, medida mediante la prueba de Semmes-

Weinstein (21). Aunque los resultados en cuanto a fuerza y movilidad son inconsistentes 

debido a la variedad de técnicas y escalas empleadas en cada caso, se observó que la 

mayoría de los pacientes consiguieron realizar actividades básicas de la vida diaria como 

vestirse, conducir, montar en bicicleta, coger objetos pequeños, abrocharse la ropa y 

volver a tener un empleo (21).  

En el año 2000 el equipo del doctor Wafa Faggeeh realizó el primer trasplante de 

útero en el hospital Rey Fahad en Jedahh (Arabia Saudí), a una mujer de 26 años que lo 

había perdido por una hemorragia durante una cesárea. El trasplante inicialmente fue bien, 

llegando a tener 2 menstruaciones, pero a los 99 días posoperatorios desarrolló una 

trombosis vascular del pedículo secundario a un aparentemente inadecuado soporte 

estructural que causó su acodamiento, por lo que tuvo que ser retirado (22). En 2011 se 

publicó el segundo trasplante de útero realizado por el equipo del doctor Omer Ozkan en 

el hospital de la Universidad del Mediterraneo en Antalya (Turquía) procedente de una 

donante fallecida. Nueve años después y tras varios abortos la paciente dio a luz a su 

primer hijo (23,24).  El éxito de este tipo de alotrasplante viene dado por la ausencia de 

rechazo durante más de 3 meses y por la recuperación de su función, determinada por la 
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presencia de ciclos menstruales durante un año y conseguir posteriormente un embarazo 

a término viable (25). En 2014 tuvo lugar el primer nacimiento tras trasplante de útero de 

una donante viva en el Hospital Universitario de Sahlgrenska de Suecia dirigido por el 

doctor Mats Brännström (26). Por lo tanto, éste es considerado el primer trasplante de 

útero con éxito (25,27).  

El alotransplante de pared abdominal consiste en la transferencia de la unidad de 

músculo recto abdominal con la arteria epigástrica inferior profunda como pedículo 

vascular. El primer caso se realizó en 2001 por el equipo de los doctores David M. Levi 

y Andreas G. Tzakis en Miami (Florida, EEUU), con excelentes resultados en cuanto a 

cobertura visceral (28).  

En 2003, el equipo del doctor Rolf Ewers en Viena (Austria), realizó el primer 

trasplante de lengua tras la resección de la misma por un carcinoma epidermoide. Sin 

embargo, el éxito inicial se truncó por la recurrencia tumoral y el posterior fallecimiento 

del receptor (29).  

Más tarde, en 2005, el equipo de los doctores Jean Michel Devauchelle y Bernard 

Dubernard, realizó el primer trasplante facial parcial  del mundo en Amiens (Francia) 

(30). El primer trasplante facial total se llevó a cabo en Barcelona (España) por el equipo 

del doctor Joan Pere Barret en 2010 (31). En general, los resultados publicados muestran 

una recuperación progresiva de la sensibilidad y de la función motora permitiendo gran 

mejoría en la competencia oral, el habla, la expresión facial y la reintegración social (32). 

A pesar de que se ha sido objeto de debate permanente, se han realizado numerosos 

trasplantes faciales en pacientes con antecedentes de intentos de suicidio (a menudo como 

mecanismo de lesión facial) (33). Por ello, y aunque se han publicado buenos resultados 

funcionales, es fundamental el seguimiento a largo plazo con un constante apoyo 

psicosocial, hecho que se refuerza por el suicidio de uno de los receptores a los 36 meses 
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del postoperatorio (34). En última instancia, el objetivo es poder predecir el 

incumplimiento terapéutico, confirmar que el paciente no está psicótico o deprimido en 

el momento de la selección y asegurarse de que exista un sólido sistema de apoyo 

psicosocial.  

Un año después, en 2006, un equipo del Hospital General de Guagzhou (China) 

encabezado por el doctor Weilie Hu, realizó el primer trasplante de aparato genitourinario 

masculino en China. Sin embargo, no se consideró como un éxito de AVC ya que tuvo 

que se explantado a los 14 días posoperatorios, debido al rechazo psicológico por parte 

del paciente y su mujer (35). Hubo que esperar hasta 2014 para obtener un trasplante de 

pene con éxito por parte del equipo del doctor Andre Van der Merwe en Ciudad del Cabo 

(Sudáfrica), que actualmente presenta una función urinaria y sexual completas (36).  

El equipo del doctor Ronald Zuker en Ontario (Canadá) realizó en 2006 el primer 

trasplante de extremidad inferior. Se trasplantó la extremidad inferior derecha completa 

entre gemelos isquiópagos de 3 meses de edad. Había 3 extremidades inferiores 

compartidas entre éstos. El gemelo donante falleció a causa de una insuficiencia cardiaca 

inoperable, proporcionando al gemelo receptor 2 piernas normales. Actualmente, el 

paciente camina con muletas debido a una dismetría de aproximadamente 6 cm. Presenta 

sensibilidad epicrítica y protopática en toda la extremidad, aunque disminuida de forma 

generalizada respecto a la extremidad contralateral. El rango de movilidad pasivo es 

prácticamente completo y presenta un rango de movilidad activo grado 3-4 en la flexión 

de cadera, extensión y flexión de rodilla así como extensión de primer dedo de pie; sin 

embargo, carece de fuerza para la flexión plantar y dorsal del tobillo (37).  En 2011 el 

equipo del doctor Pedro Cavadas en Valencia (España), llevó a cabo el primer trasplante 

bilateral de extremidades inferiores. El paciente había sufrido una amputación traumática 

de ambos miembros inferiores por encima de la rodilla 2 años antes. Tras un año 
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postoperatorio el paciente estaba deambulando con carga parcial, presentaba un rango de 

movilidad pasiva de ambas rodillas completo y 35 y 40 grados de extensión activa de la 

rodilla derecha e izquierda respectivamente. El signo de Tinel avanzó hasta el nivel 

plantar en ambos miembros. Desafortunadamente, a los 2 años posoperatorios el paciente 

desarrolló un linfoma cerebral tras recibir dosis altas continuadas de inmunosupresión, 

que obligó a suspender la medicación inmunosupresora, resultando en rechazo y con ello, 

la retirada de los trasplantes  (38).  

1.3.Epidemiología  

1.3.1 Estadística internacional  

Desde el primer intento de trasplante de miembro superior en 1964, se han 

registrado 293 AVC. Además de los trasplantes de miembro superior y facial, que son los 

que con mayor frecuencia se han realizado, el campo del AVC ahora también abarca el 

trasplante de pared abdominal, laringe, miembro inferior, lengua, y más recientemente 

los trasplantes de útero y pene (19,27,33,39–43) (ver Figura 1). 
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Según el Registro Internacional de AVC, hasta la fecha se ha intervenido a 74 

pacientes de trasplante de miembro superior, siendo 31 casos unilateral (20 derecho y 11 

izquierdo) y 43 bilaterales.  Es el tipo de AVC que más se ha llevado a cabo hasta la 

actualidad (47,4 % de total de AVC), probablemente debido a la mayor frecuencia de 

amputaciones traumáticas de miembros superiores respecto a otras áreas anatómicas y la 

repercusión funcional que conllevan en individuos generalmente jóvenes. Respecto al 

trasplante facial, se han registrado 42 casos desde 2005 hasta 2019, de los cuales 18 fueron 

totales, entendiéndose como tal, el trasplante no solo de tejidos blandos, sino también de 

estructuras orales y componentes óseos.  

Miembro superior; 
118; 40,1%

Facial; 42; 14,3%

Rodilla; 9; 3,1%
Miembro inferior; 

6; 2,0%

Laringe; 3; 1,0%

Lengua; 1; 0,3%

Pared abdominal; 
33; 11,2%

Útero; 77; 26,2%

Genitourinario; 5; 
1,7%

Figura 1: Tipos de AVC llevados a cabo desde 1964 hasta la 2020 (expresado en número absoluto y porcentaje). 
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A pesar de todos los procedimientos realizados hasta la fecha, y de la importante 

financiación para la investigación sobre la mejora en seguridad, eficacia y aplicabilidad 

de los AVC, se ha observado una tendencia decreciente en los últimos años del número 

total de casos de trasplante de miembro superior y facial (ver Figuras 2 y 3) (33,39).  La 

falta de comprensión en áreas de riesgo inmunosupresor, la dificultad en la adherencia 

rigurosa a los medicamentos y a la rehabilitación, y los problemas psicosociales que 

conllevan este tipo de trasplantes, pueden ser explicaciones plausibles de esta tendencia.  

 

Figura 3: Registro Internacional de trasplante facial. 
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Hasta la fecha se han registrado 4 pacientes intervenidos de trasplante de miembros 

inferiores (2 unilaterales y 2 bilaterales) de los cuales sólo ha tenido éxito el trasplante 

unilateral llevado a cabo entre siameses isquiópagos en Canadá en 2006. El segundo 

trasplante de este tipo fue bilateral y se realizó en España en 2011, ya comentado 

previamente (ver página 20). El tercero de este grupo, fue el primer triple trasplante del 

mundo (miembro superior derecho y los 2 miembros inferiores) y se realizó en Turquía 

en 2012. Sin embargo, el paciente falleció a los 5 meses por complicaciones infecciosas. 

El cuarto y último caso, fue el primer trasplante cuádruple de extremidades y también se 

llevó a cabo en Turquía en 2012. El paciente falleció el 4º día posoperatorio tras 

hemodiálisis continua y transfusión masiva (200 unidades de concentrados de hematíes). 

Desde entonces no se ha vuelto a registrar ningún trasplante de extremidad inferior hasta 

la fecha (40). 

Desde 1998, se han publicado 3 casos de trasplante laringotraqueal completos. El 

primero tuvo éxito inicialmente, pero las funciones se perdieron al sufrir el aloinjerto un 

episodio de rechazo crónico. En los otros 2 casos se consiguió una mejoría en la calidad 

de vida en cuanto a fonación, respiración y deglución por parte de ambos pacientes 

(41,44).  

Cuatro de los 5 trasplantes genitourinarios registrados a nivel mundial han tenido 

éxito. En 2006, se realizó el primer trasplante de pene en China, pero fue explantado el 

día 14 posoperatorio por motivos psicológicos alegados por el propio paciente y su mujer 

(35).  De los restantes casos, 2 tuvieron lugar en Sudáfrica en 2014 y 2017 y los otros 2 

en EEUU en 2016 y 2018 (36,45). Todos fueron trasplantes de pene salvo el último que 

también incluyó el escroto, y la etiología del defecto en todos ellos fue traumática salvo 

un caso de carcinoma epidermoide. De ellos, 2 han recuperado la función urinaria y sexual 

de forma completa, y en los otros 2 la evolución es desconocida (42).  
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Hasta el momento actual se han descrito en la literatura 33 pacientes intervenidos 

de trasplante de pared abdominal en 7 centros distintos (28,46–50). El objetivo de este 

tipo de alotrasplante es garantizar la seguridad del cierre de la pared abdominal después 

de un alotrasplante de órgano visceral. Como se trata de un procedimiento 

complementario y necesario para la supervivencia del paciente, no hubo tantos 

inconvenientes de carácter ético, como puede ocurrir con otros AVC como el de mano o 

el facial. El trasplante de pared abdominal y  de órganos sólidos de forma simultánea, 

ante los resultados hasta la fecha, no parece poner en peligro el resultado del trasplante 

visceral, pudiendo además el aloinjerto de pared, funcionar como un testigo cutáneo de 

detección temprana de los episodios de RA (51). Hasta la fecha, el alotrasplante de pared 

abdominal solo está indicado en pacientes que requieran un trasplante visceral con un 

compartimento abdominal insuficiente. Sin embargo, las indicaciones podrían extenderse 

en un futuro a los pacientes con hernias abdominales extensas, lesiones abdominales o 

malformaciones congénitas  (43).  

Tras varias publicaciones que describían trasplantes de útero exitosos, pero sin 

embarazo viable, en 2014 tuvo lugar el primer nacimiento tras trasplante de útero de una 

donante viva en el Hospital Universitario de Sahlgrenska de Suecia dirigido por el doctor 

Mats Brännström (22,23,52). Después de esta publicación, varios grupos de todo el 

mundo iniciaron programas de trasplante de útero incluyendo tanto donantes vivas como 

fallecidas (25). Hasta la fecha, se han realizado al menos 77 trasplantes con 20 recién 

nacidos sanos han nacido después de dicho procedimiento (53,54). 

1.3.2    Estadística nacional  

En España, atendiendo a los datos publicados, se han intervenido 4 pacientes de 

trasplante de miembro superior, todos ellos bilaterales (21). Los 3 primeros se llevaron a 
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cabo en el Hospital La Fe de Valencia por el equipo del doctor Pedro Cavadas, y el cuarto 

en el Hospital La Paz de Madrid por el equipo liderado por el doctor César Casado y 

coordinado por el doctor Luis Landín. El nivel del trasplante difirió en cada uno de los 

casos: el primer paciente se trasplantó en el año 2006 a nivel del tercio distal del 

antebrazo; el segundo en 2007, a nivel del tercio proximal del antebrazo y los 2 últimos 

en 2008 y 2014, a nivel transhumeral. Todos los pacientes fueron sometidos a 

intervenciones secundarias para alcanzar una mejoría funcional y estética. Tras un 

seguimiento mínimo de 2 años, los 3 primeros pacientes alcanzaron una mejoría funcional 

significativa, con una disminución media en la puntuación del cuestionario DASH de 29,9 

±16,86 puntos respecto a la situación preoperatoria, alcanzaron un grado II en la 

puntuación de Chen y una puntuación media de 75,83 ± 3,21 en el HTSS (del inglés, 

Hand Transplant Score System) (21,55,56). No se han encontrado datos respecto a los 

resultados funcionales del último trasplante bilateral.  

Se han realizado 4 trasplantes faciales en nuestro país. El primero se realizó en 2009 

en el Hospital La Fe de Valencia por el equipo del doctor Pedro Cavadas. Se trató de un 

trasplante parcial de cara para reconstruir un defecto del tercio inferior secundario a las 

complicaciones de la radioterapia por un carcinoma epidermoide del suelo de la boca en 

un paciente VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) positivo. Incluyó el labio 

inferior, la lengua, el suelo de la boca y la mandíbula. A los 16 meses de la intervención, 

el paciente ya había recuperado algunas funciones como la deglución y había empezado 

la rehabilitación para la fonación (57). Sin embargo, falleció a los 3 años de la 

intervención por una recidiva neoplásica probablemente secundaria a su enfermedad de 

base y al tratamiento inmunosupresor (33). En 2010 se realizó el segundo trasplante facial 

en el Hospital Virgen del Rocío en Sevilla por el equipo del doctor Pedro Tomás Gómez-

Cía en un paciente con neurofibromatosis. Fue un trasplante parcial que incluyó mejilla, 
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labios, mentón y mandíbula. A los 6 meses ya presentaba sensibilidad tanto al dolor como 

a la temperatura y recuperación motora de los músculos buccinador y elevador del labio. 

Al año había mejorado significativamente la fonación, siendo capaz de lograr una 

alimentación oral autónoma y logrando la reintegración a su vida social anterior (58,59).  

En marzo del mismo año, el equipo del doctor Joan Pere Barret realizó en el Hospital Vall 

d`Hebron (Barcelona) el primer trasplante facial total publicado del mundo a un paciente 

que había sufrido un accidente balístico. El trasplante estaba constituido por todas las 

partes blandas de la cara incluidos los párpados junto al aparato lagrimal, la nariz y los 

labios, las estructuras intraorales y gran parte del esqueleto facial (el cigoma, el maxilar 

y la mandíbula), constituyendo un trasplante tipo VB de la clasificación de Lengele 

(31,60).  El paciente fue despertado completamente a las 24 horas de la cirugía 

presentando ventilación espontánea. El día 56 postoperatorio comenzó con dieta líquida 

progresando a dieta blanda 2 semanas después (10 semanas después de la cirugía). A los 

12 meses el paciente había recuperado la sensibilidad completa en todos los territorios 

faciales, así como la movilidad activa de los músculos, siendo parcial en el lado izquierdo 

(61). En 2015 se realizó el cuarto y último trasplante facial realizado hasta la fecha en 

nuestro país, también por el equipo del doctor Barret, pero en este caso el paciente 

presentaba una malformación arterio-venosa y el trasplante se realizó del tercio inferior 

de la cara, incluyendo los labios, la lengua, el cuello y la faringe (33).  

En 2011 se realizó el primer trasplante de miembros inferiores bilateral en el 

Hospital La Fe de Valencia por el equipo del doctor Pedro Cavadas. El resultado inicial 

fue prometedor con mejoría funcional llegando a la deambulación con carga parcial (38). 

Sin embargo, debido al desarrollo de un linfoma cerebral hubo que suspender la 

medicación inmunosupresora y con ello, retirar los aloinjertos a los 2 años de la 

intervención (40).  
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Por último, el 5 de octubre de 2020 se realizó el primer trasplante de útero en el 

Hospital Clinic de Barcelona por el equipo liderado por los doctores Francisco Carmona 

y Antonio Alcaraz. La paciente sufría el síndrome de Rokitansky y el procedimiento fue 

posible gracias a la donación en vivo del útero de su hermana. A los 2 meses del 

posoperatorio el trasplante demostró su funcionalidad al haber tenido la receptora su 

primer ciclo menstrual. El siguiente paso será la implantación de un embrión para 

demostrar su funcionalidad completa (54).  

1.4. Inmunología de los trasplantes 

 Antígenos implicados en el rechazo del trasplante 

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

Los principales antígenos implicados en el rechazo del alotrasplante son los del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). En general, se denomina complejo de 

Antígenos Leucocitarios Humanos (HLA, del inglés Human Leukocyte Antigen) ya que 

inicialmente se pensaba que sólo era expresado por los leucocitos, y su nomenclatura 

difiere entre diferentes especies: antígeno leucocitario del cerdo (SLA, del inglés Swine 

Leukocyte Antigen), H-2 en ratón y RT1 en rata. Son un conjunto de proteínas codificadas 

en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3). Los genes del CMH se expresan de forma 

codominante, con un haplotipo, o conjunto de alelos, heredados de cada progenitor.  

Los genes que conforman el CMH se pueden dividir en tres regiones. La región de 

clase I, que codifica las moléculas de histocompatibilidad de clase I, la región de clase II, 

que codifica las moléculas de histocompatibilidad de clase II y la región de clase III que 

codifica una serie de proteínas de características estructurales y funcionales diferentes, 
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como componentes del complemento (C2, C4 y factor B), citoquinas inflamatorias o 

proteínas de choque térmico.  

La región de la clase I del CMH es la más telomérica y aquí se encuentran los genes 

en 3 loci distintos (A, B, y C) que codifican las moléculas clásicas HLA-A, HLA-B y 

HLA-C, así como los genes que codifican las moléculas no clásicas HLA E, F, G, H, Y y 

J (62,63).  Las moléculas de clase I están formadas por dos cadenas polipeptídicas, una 

pesada (α) con un peso molecular de 44 kilodalton (kDa), donde radica el mayor 

polimorfismo de la molécula, y una ligera, denominada β2- microglobulina (12 kDa), que 

es invariable e igual en todos los individuos. La cadena pesada está dividida en tres 

dominios extracelulares (α1, α2 y α3), una región transmembrana y otra ubicada en el 

citoplasma. Los dominios extracelulares α1 y α2   son los más polimórficos y constituyen 

el lugar destinado a albergar el antígeno procesado. El dominio α3 es constante y está 

asociado mediante enlaces no covalentes a la cadena β2- microglobulina, garantizando la 

configuración cuaternaria de la molécula HLA de clase I. Las moléculas de clase I se 

expresan, prácticamente, en todas las células nucleadas del organismo. 

Los genes del CMH de clase II se localizan más cerca del centrómero y se organizan 

en 3 loci (DP, DQ y DR), que codifican las moléculas HLA-DP, HLA-DR y HLA-DQ. 

Cada una de estas moléculas está formada por dos cadenas de glicoproteínas, una cadena 

pesada (α) y una ligera (β) con dos dominios extracelulares cada una. Son polimórficas y 

están unidas mediante enlaces no covalentes (64).  La localización de las  moléculas de 

clase II es más restringida, de forma que solo se expresan en las células presentadoras de 

antígenos (CPAs) (macrófagos, células dendríticas y células B), los linfocitos T activados 

y las células del endotelio vascular (65). No obstante, la distribución en los distintos 

tejidos no es universal ni uniforme entre especies, de forma que en humanos, perros, 
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cerdos y monos se expresan moléculas de clase II en células endoteliales, mientras que 

en roedores y otras especies no. 

La discriminación del sistema inmune entre lo propio y lo ajeno se realiza a través 

de las moléculas HLA de clase I y II mediante el proceso conocido como “restricción del 

CMH”. Los linfocitos T CD8+ y T CD4+ sólo pueden reconocer un antígeno si está unido 

a una molécula HLA propia, por ello el patrón de expresión de los antígenos HLA en los 

diferentes tipos de células guarda relación con cada una de estas subpoblaciones 

linfocitarias (63). Los linfocitos T CD8+ reconocen los antígenos unidos a moléculas HLA 

clase I, mientras que los linfocitos T CD4+ están restringidos por el HLA de clase II. 

Ambas moléculas de clase I y II tienen un sitio específico de unión al antígeno, el cual 

puede ser presentado de forma directa a través de CPAs, o bien de forma indirecta, una 

vez procesado en las mismas (66).  

Los antígenos del CMH son los encargados de identificar las células del organismo 

y diferenciarlas de las extrañas. Por ello, presentan un papel determinante en el trasplante 

de órganos y tejidos. De hecho, la concordancia con HLA-A, HLA-B y HLA-DR ha 

mostrado ser un factor definitivo en la supervivencia a largo plazo de los alotrasplantes 

(67). Williams et al. informaron de la existencia de una relación lineal entre la 

supervivencia del trasplante renal y la incompatibilidad del HLA, de forma que la 

discordancia en un alelo confería un 13% más de riesgo de RA, y si la discordancia era 

en todos, el riesgo aumentaba un 64% (68). En el caso de los AVC, asegurar la 

compatibilidad de HLA no es fácil, ya que los donantes son escasos y, de manera similar 

al trasplante cardiaco, la urgencia del procedimiento limita el tiempo para determinar la 

compatibilidad del HLA. En el estudio de Bonastre et al., observaron que, en trasplantes 

de miembro superior, la discordancia en más de 3 alelos no aumentaba de forma 

significativa el número de episodios de RA en comparación con aquellos que tenían 
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menos de 3 alelos discordantes, aunque si se observó una incidencia mayor (3,07±1,6 vs 

1,8±1,3 respectivamente, p=0,079) (69). 

El fenómeno que inicia la respuesta de rechazo al alotrasplante es el reconocimiento 

de las moléculas del CMH por los linfocitos T a través de su receptor específico (RCT, 

Receptor de Células T) (70). A diferencia de los anticuerpos que pueden unirse a cualquier 

molécula ajena al individuo, el RCT reconoce específicamente los péptidos que 

conforman el CMH. La activación de los linfocitos T depende de que el RCT identifique 

el CMH, y además requiere dos señales diferentes: una a través de los receptores CD4 y 

CD8 y otra proveniente de la coestimulación de la familia B7-CD28 (71). Esto va a 

desencadenar una respuesta intracelular que culmina con la diferenciación del linfocito T 

y su expansión clonal (63).  

Otros antígenos implicados en el rechazo del alotrasplante 

Además de los antígenos del CMH, hay otros 3 tipos de proteínas de superficie 

importantes en el proceso inmunológico del trasplante: las proteínas del grupo sanguíneo 

AB0, los antígenos menores de histocompatibilidad y los antígenos específicos de la piel.  

Los antígenos del grupo sanguíneo son importantes en el trasplante al expresarse en 

las células endoteliales. Pacientes de los grupos A y B desarrollan anticuerpos contra el 

grupo contrario, y los del grupo 0 desarrollan anticuerpos contra los grupos A y B. 

Aunque no estimulan el rechazo mediado por células, sí pueden provocar un ataque 

directo mediado por anticuerpos produciendo rápidamente el fallo del trasplante (rechazo 

hiperagudo) (ver sección 1.6.2) (72).  

Los antígenos menores de histocompatibilidad son péptidos de origen 

intracitoplásmico, pudiendo ser intracelulares o de superficie, y se presentan en la 

membrana a través del CMH a los linfocitos T alorreactivos. Los hermanos no gemelos, 
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con una concordancia perfecta entre los CMH, pueden diferir en estos antígenos menores 

de histocompatibilidad debido a una variación alélica de los genes que los codifican. No 

obstante, aunque esta discordancia pudiera estimular una respuesta inmune mediada por 

células, ésta habitualmente no será tan intensa y en su caso, ocasionaría un rechazo leve 

(73).  

Por último, los antígenos específicos de la piel son proteínas de tejido cuya 

discrepancia puede ocasionar el rechazo del trasplante a través de una respuesta inmune 

mediada por células. Por ello, la piel se considera uno de los órganos más inmunogénicos, 

cuya presencia genera más episodios de rechazo, y complica la inducción de tolerancia al 

alotrasplante (74). 

 Respuesta inmune y rechazo 

La respuesta inmune es el conjunto de mecanismos destinados a la eliminación de 

agentes extraños. Se basa en el reconocimiento específico del antígeno por parte de 

macrófagos, linfocitos y otros tipos celulares, la interacción de los diferentes 

componentes del sistema inmune para su activación y regulación, y la respuesta de 

intensidad adecuada para la eliminación del antígeno. Se puede clasificar en 2 tipos: 

innata (natural o inespecífica) y adaptativa (adquirida o específica).  

Respuesta inmune innata 

El sistema inmune innato constituye la primera línea de defensa frente a la invasión 

de patógenos microbianos, así como de otras amenazas potenciales para el huésped, ya 

sean endógenas o exógenas. Se desencadena de forma rápida y predomina en las primeras 

fases desde la detección de un agente extraño en el organismo. Está constituida por las 

barreras físicas y los agentes químicos no específicos, las proteínas del complemento y 

las células que los reconocen de manera inespecífica (monocitos/macrófagos, células NK 
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[del inglés, Natural Killer], granulocitos, etc.) (75). Este sistema identifica moléculas que 

se interpretan como señales de peligro denominadas patrones moleculares asociadas a 

peligro (DAMPs, del inglés Danger-Associated Molecular Patterns) integrado por los 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated 

Molecular Patterns) y la alarminas, que son proteínas intracelulares liberadas por las 

células necróticas. Los receptores capaces de reconocer estas moléculas se denominan 

receptores de reconocimiento de patrones (RRP). Existen numerosas clases funcionales 

de RRP siendo los mejor caracterizados los llamados receptores tipo Toll (TLR, del 

inglés, Toll Like Receptor).  EL primer TLR de la Drosophila melanogaster fue 

identificado en 1997, y desde entonces se han descrito 13 miembros de esta familia. 

Presentan 3 regiones estructurales: el extremo amino que contiene el dominio de unión al 

ligando que se caracteriza por presentar secuencias repetidas ricas en leucina, una región 

transmembrana y un extremo carboxilo intracelular que contiene el dominio TIR (del 

inglés, Toll/IL-1 Receptor) que originalmente se identificó en el receptor de la 

interleuquina-1 (IL-1). Reconocen una gran variedad de PAMPs, desde bacterias, hongos, 

parásitos, virus e incluso componentes lipídicos de la pared celular como los 

lipopolisacáridos y los lipopéptidos, componentes de proteínas microbianos como la 

flagelina y los ácidos nucleicos como ácido ribonucleico monocatenario (ARNmc) o 

ácido desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena. La asociación de los TLRs con sus 

ligandos inicia vías de señalización gracias al reclutamiento de distintas moléculas que 

contienen el dominio TIR (MyD88 [del inglés, Myeloid differentation 88; factor de 

diferenciación mieloide 88], TIRAP [del inglés, TIR Domain Containing Adaptor 

Protein, proteína adaptadora que contiene el dominio TIR] , TRIF [del inglés, TIR 

domain-containing adapter protein inducing IFN-beta; proteína adaptadora que contiene 

el dominio TIR que induce INF-β] y TRAM [del inglés, TRIF-related adaptor molecule, 
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molécula adaptadora relacionada con TRIF]), las cuales concluyen con la activación de 

los factores de transcripción NF-kB (del inglés, Nuclear Factor-kappa B; factor nuclear 

kappa B) y AP-1 (del inglés, Activator Protein 1, proteína activadora 1) y, por 

consiguiente, la producción de citoquinas inflamatorias como factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α, del inglés, Tumor Necrosis Factor α), IL-1B y la IL-6. La activación de los 

TLR en las CPAs inicia una cascada de señalización que culmina con la traslocación de 

NF-kB produciendo la maduración de estas células asociada a un incremento en la 

expresión de moléculas coestimuladoras y a la secreción de citoquinas proinflamatorias. 

Posteriormente las CPAs migran al ganglio linfático e interaccionan con los linfocitos T 

vírgenes poniendo en marcha la respuesta inmune adaptativa (76). En el estudio de 

Goldstein et al, describieron la ausencia de rechazo en un modelo de trasplante de piel en 

ratones knock-out para MyD88 (77). Estudios posteriores confirmaron que esta tolerancia 

se debía a una ausencia de células dendríticas maduras, dando lugar a una atenuación en 

la generación de las células T anti-donante específicas y a una respuesta Th1 deteriorada 

(78). Por otra parte, los DAMPs liberados durante el proceso de isquemia/reperfusión que 

tiene lugar durante la cirugía del trasplante, pueden activar los TLR, produciendo la 

liberación de citoquinas proinflamatorias, que a su vez reclutan macrófagos, neutrófilos 

y células T produciendo una actividad inflamatoria a gran escala, con el consiguiente 

daño del órgano. En un estudio experimental con un modelo de isquemia/reperfusión 

miocárdica en ratón, se observó que los animales carentes de TLR4 habían padecido 

menos infartos y menos inflamación cardiaca (79).  

 

Respuesta inmune adaptativa 

El sistema inmune adaptativo depende de los linfocitos T y B, caracterizándose por 

la especificidad para reconocer antígenos y la generación de memoria para activarse 
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rápidamente en caso de un ulterior contacto con el mismo agente. Dentro de esta respuesta 

específica puede distinguirse un componente humoral, basado en la producción de 

anticuerpos, y un componente celular, basado en mecanismos de citotoxicidad. Durante 

el desarrollo de la respuesta adaptativa se suelen desencadenar ambos tipos de respuesta, 

si bien, generalmente, una de ellas predomina sobre la otra dependiendo del tipo de 

agresión.  

Los antígenos responsables del rechazo de tejidos genéticamente diferentes se 

denominan aloantígenos, siendo el CMH el principal responsable.  Su reconocimiento por 

el sistema inmune adaptativo del receptor se denomina alosensibilización y tiene lugar 

cuando los aloantígenos llegan a los órganos linfoides secundarios (ganglios linfáticos y 

bazo) (80). Los linfocitos B reconocen los aloantígenos en su forma nativa, mientras que 

los linfocitos T requieren la degradación parcial de éstos y su presentación a través de las 

CPAs. La sensibilización de las células T es un proceso más complejo e implica dos vías 

moleculares distintas. La vía directa se basa en que los tejidos trasplantados llevan un 

número variable de CPAs propias. Tras el trasplante, éstas migran a los órganos linfoides 

secundarios del receptor, donde las células T reconocen directamente a los aloantígenos 

unidos a una molécula del CMH en la superficie de las CPAs del donante. Esta es la vía 

dominante involucrada en la respuesta temprana, sin embargo, solo puede desencadenar 

respuestas de tipo celular y se desvanece con el tiempo ya que el número de CPAs del 

donante dentro del aloinjerto es finito. Por otra parte, la presencia del trasplante atrae a 

las CPAs del receptor, que capturarán aloantígenos del donante y los llevarán a los 

órganos linfoides secundarios para presentarlos a las células T propias (81). Éstas a su 

vez activarán a linfocitos B que se diferenciarán en células plasmáticas. A diferencia de 

la vía directa, la vía indirecta permanecerá activa mientras el alotrasplante esté presente 

(82) (ver Figura 4).  
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Figura 4: Reconocimiento antigénico. Vías directa e indirecta. (Reproducido con permiso: Jiang S, 
Herrera O, Lechler RI. New spectrum of allorecognition pathways: Implications for graft rejection and 
transplantation tolerance. Current Opinion in Immunology. 2004. Copyright Elsevier). 

Según las características histológicas y con un correlato patogénico, podemos 

distinguir el rechazo mediado por células T o rechazo celular, y el rechazo mediado por 

anticuerpos o rechazo humoral. En una visión unicista, ambas formas son un extremo en 

la escala de un mismo proceso, pero posiblemente sean posibles múltiples situaciones 

intermedias (83).  

a) Rechazo celular:  

Está mediado por células T y tiene como objetivo fundamental reconocer las 

moléculas del CMH no propias y destruir las células del órgano trasplantado que las 

presenten (84). Tras su activación y proliferación, las células T alorreactivas saldrán a los 

órganos linfoides secundarios y a la circulación. Aunque el endotelio expresa moléculas 

de CMH, las células T llegan al trasplante por un mecanismo independiente del 

reconocimiento de antígenos. El daño por isquemia-reperfusión induce la expresión de 

moléculas de adhesión en las células endoteliales del trasplante, que promueven la entrada 

de las células T a través del ligando selectina-integrina, así como a través de moléculas 
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de adhesión de la familia de las inmunoglobulinas. A continuación, éstas son guiadas al 

espacio extravascular mediante glucosaminaglicanos (85). Como se ha mencionado 

previamente, los antígenos del donante son reconocidos por los linfocitos T alorreactivos 

mediante dos vías distintas, la directa y la indirecta. Clásicamente, se han separado ambas 

vías de reconocimiento, pero hoy en día se sabe que ambas no son excluyentes, 

participando en el desarrollo del rechazo ya sea de forma simultánea o en diferentes fases 

de éste (86).  

Las células T CD8+ con especificidad directa, son las únicas células efectoras 

capaces de responder directamente a las células epiteliales del trasplante. Inducen la 

apoptosis celular a través de la liberación de perforinas y granzimas así como la expresión 

de la proteína de superficie Fas ligando, la cual puede unirse a las moléculas Fas 

expresadas en la superficie celular de las células del trasplante (85). 

Las células T CD4+ solo pueden reconocer los aloantígenos del donante cuando son 

presentados a través de una CPA en forma CMH tipo II, y pueden desencadenar el rechazo 

celular a través de tres mecanismos distintos. El primero consiste en promover la 

expansión clonal de los linfocitos T CD8+ mediante la producción de IL-2.  La 

presentación directa de los aloantígenos a través de CMH clase I a los linfocitos T 

citotóxicos, provocará la lisis de las diferentes estirpes celulares del aloinjerto (87). El 

segundo mecanismo efector consiste en la activación de los leucocitos antígeno-

independientes, como los  macrófagos activados CD68+, que producirán daño tisular al 

aloinjerto mediante la liberación de enzimas histolíticas y radicales libres de oxígeno (88).  

El último mecanismo consiste en la producción de señales que estimularán la 

diferenciación y activación de los linfocitos B CD20+ productores de anticuerpos con 

especificidad para el donante (AED), relacionándose así directamente con el rechazo 

humoral. Estos a su vez pueden infiltrar los tejidos del trasplante y participar en la 
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presentación de antígenos a los linfocitos T CD4+  (89,90). A pesar de que los linfocitos 

T ocupan un papel primordial en el rechazo del trasplante, la presencia de episodios de 

RA resistentes a los inmunosupresores actuales cuya diana es la célula T, la detección de 

AED circulantes y el depósito del fragmento C4d perteneciente a la vía clásica del 

complemento, ponen de manifiesto la importancia del rechazo humoral (91). 

b) Rechazo mediado por anticuerpos o humoral:  

Es  una respuesta de células B timo dependiente, en la cual se generan anticuerpos 

de alta afinidad (Ig G) dirigidas contra antígenos proteicos del donante (principalmente 

moléculas CMH) (92). La actividad de las células B se inicia en los órganos linfoides 

secundarios cuando los aloantígenos se unen a su receptor de superficie. A continuación, 

el antígeno se internaliza, se procesa y se expone en la superficie celular. Estas células B 

migran para emparejarse con las células T CD4+, las cuales producirán la segunda 

coestimulación de las células B a través de la interacción del ligando CD40L y la IL-21. 

Las células B activadas entrarán después en el centro germinal del folículo linfoide, donde 

pasarán por múltiples ciclos de selección antes de diferenciarse a células plasmáticas 

productoras de anticuerpos. Estos anticuerpos se liberarán al torrente sanguíneo y al entrar 

en el trasplante se unirán a las células endoteliales donde pueden activar la vía clásica del 

complemento, así como unirse al CMH de las células endoteliales y reclutar efectores de 

la respuesta inmune innata a través de receptores Fc (fracción constante de los 

anticuerpos) (93,94).  

Para hablar clínicamente de rechazo humoral deberán existir estos cuatro criterios: 

disfunción clínica del aloinjerto, evidencia histológica de daño tisular (vasculitis 

neutrofílica y/o necrosis fibrinoide), evidencia anatomopatológica del daño por 

anticuerpos mediante la identificación del fragmento C4d del complemento a nivel 
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capilar, y la evidencia serológica de AED en el momento de la biopsia (95–98). El rechazo 

humoral puede manifestarse mediante un rechazo hiperagudo, como rechazo vascular o 

como rechazo crónico. El primero es secundario a la presencia de AED preformados y se 

caracteriza por una oclusión trombótica de los vasos del aloinjerto que comienza al cabo 

de minutos a horas después de la anastomosis, dando lugar al fallo del órgano 

trasplantado. El rechazo vascular o rechazo agudo es un proceso de lesión vascular y 

parenquimatosa que suele iniciarse después de la primera semana del trasplante. Los 

anticuerpos producidos contra los aloantígenos se unen a las paredes vasculares y activan 

la vía clásica del complemento. Histológicamente, se observará una necrosis transmural 

de las paredes vasculares con inflamación aguda asociada, distinta de la oclusión 

trombótica sin necrosis que tiene lugar en el rechazo hiperagudo (ver Figura 5) (99,100). 

 

 Regulación del rechazo por citoquinas 

Además de la interacción celular que se observa durante la respuesta inmune, hay 

múltiples mediadores solubles involucrados. Entre ellos destacan las moléculas de 

adhesión celular y las citoquinas. Las citoquinas son proteínas reguladoras que pueden 

 

Figura 5: Imagen representativa de microscopia óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de biopsias 
de piel de un animal de grupo control que ha sufrido RA. Las flechas señalan una intensa infiltración 
inflamatoria esencialmente en la capa íntima con obstrucción de la luz vascular.   
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ser producidas por una amplia variedad de células ante su estimulación. Pueden actuar 

localmente, ya sea de forma autocrina o paracrina, o sobre células distantes a través de la 

sangre (actividad endocrina) (101). Las citoquinas se pueden dividir en proinflamatorias 

(IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, TNF-β), citoquinas con función inmunorreguladora 

pertenecientes a la familia del factor de crecimiento transformante β (TGF-β, de inglés 

transforming growth factor β), y citoquinas involucradas en la diferenciación de las 

células T (IL-2,IL-4,IL-5,IL-10,IL-12, IL-13, IFN-γ) (101).  

Una de sus características principales es que interaccionan en una gran red: son 

producidas por una amplia variedad de células, incluyendo los linfocitos, monocitos, 

células endoteliales y fibroblastos. Presentan un efecto pleiotrópico y redundante, ya que 

los efectos individuales pueden ser producidos por más de una citoquina diferente. Actúan 

en cascada, de forma que una citoquina puede inducir la síntesis de otras, pueden tener 

efectos sinérgicos o antagónicos y pueden regularse unas a otras mediante la 

transmodulación de la expresión de receptores de superficie. 

De manera esquemática, las citoquinas van a participar en el trasplante de órganos 

a 4 niveles diferentes.  

- Órgano donante: la cirugía de extracción activa la producción de citoquinas que 

regulan la respuesta de fase aguda, pudiendo afectar a la función del mismo así 

como influir en la respuesta inmune posterior (102).  

- Intervención quirúrgica: el daño tisular inherente a la cirugía y la activación de 

los monocitos-macrófagos tras la isquemia-reperfusión producen la síntesis 

masiva de citoquinas, especialmente IL-6 y TNF-α. Sin embargo, cabe destacar 

que las linfoquinas IL-2 e IFN-γ no se detectaron ni en el suero ni en parénquima 

en un modelo de trasplante hepático (103). Esto demuestra que inicialmente hay 
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una mayor estimulación de la síntesis de monoquinas por monocitos y macrófagos 

en ausencia de la activación linfocitaria en estadios iniciales del trasplante (104).  

- Respuesta aloinmune al trasplante: el trasplante de un órgano entre gemelos no 

idénticos genera una respuesta específica de células T contra los antígenos CMH 

del donante, y las citoquinas, presentan un papel importante en esta respuesta 

(105). Estudios de RA en trasplante renal, identificaron niveles elevados de TNF-

α, IFN-γ y IL-2. Además, la neutralización de estas citoquinas prolonga la 

supervivencia del trasplante (106). El IFN-γ activa los macrófagos aumentando 

así la síntesis de IL-1, TNF-α e IL-6. El TNF-α ejerce un efecto citotóxico directo 

sobre las células del parénquima del órgano trasplantado y actúa sobre las células 

endoteliales induciendo actividad procoagulante, la síntesis de IL-6 y la de IL-8 

(que atrae a los neutrófilos) y la expresión de moléculas de adhesión. TNF-α e 

IFN-γ presentan un efecto sinérgico induciendo la expresión de CMH, lo cual va 

a aumentar la inmunogenicidad del injerto y es un hecho invariable asociado al 

desarrollo de RA (105). Por otra parte, las células Th (células T helper), que 

juegan un papel central en la respuesta aloinmune, se subdividen en 2 clases (Th1 

y Th2) que liberan un patrón de citoquinas diferente. El subconjunto Th 1 produce 

IL-2, IL-3, IFN-γ, TNF-β y GM-CSF, mientras que el subconjunto Th2 produce 

IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Las citoquinas derivadas de Th1 inhiben al subconjunto 

Th 2 y viceversa. Este efecto inhibitorio dual, conduce al desarrollo preferente de 

un subconjunto respecto al otro. Durante el RA prevalece la respuesta del 

subconjunto Th1 (107).  

- Rechazo crónico: PDFG, IL-1 y TNF-α estimulan la proliferación de musculo liso, 

una lesión vascular obstructiva típica de esta entidad. Tanto Il-1 como TNF 

ejercen efectos deletéreos sobre las células endoteliales, incluyendo efectos 
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procoagulantes, síntesis de IL-6 e IL-8 y la expresión de moléculas de adhesión 

(108).   

TNF-α o cachectina: 

a) Genética y estructura molecular: el gen TNF-α se localiza en el brazo 

corto del cromosoma 6, en la banda citogenética 6p21. Estructuralmente, es un 

trímero constituido por subunidades idénticas unidas de manera no covalente, 

cada una de las cuales es un péptido no glicosilado de 17 kDa. Se puede encontrar 

de 2 formas: una precursora unida a la membrana y otra soluble. La forma unida 

a la membrana está formada por 233 aminoácidos, tiene un peso molecular de 

26 kDa y es escindida por la enzima covertidora de TNF-α, dando origen a la 

forma soluble. Ésta última está formada por 157 aminoácidos y presenta un peso 

molecular de 17 kDa. El homotrímero tiende a disociarse a bajas 

concentraciones, perdiendo así su actividad biológica (109).  

b) Producción: es producido principalmente por macrófagos/monocitos 

activados, pero también por células T (esencialmente CD4+), neutrófilos, células 

NK, astrocitos, células de la microglía, células musculares lisas, células 

endoteliales y fibroblastos (110). 

c) Funciones y dianas: el TNF-α es una potente citoquina pleiotrópica con 

múltiples funciones celulares. Las 2 formas del TNF-α ejercen un papel 

biológico inflamatorio; la unida a la membrana lo hace de manera local y 

depende de la interacción con otras células, mientras que la forma soluble ejerce 

su función a distancia (111). El TNF-α señaliza a través de dos receptores 

triméricos de membrana: los receptores 1 y 2 (TNFR1 y TNFR2, conocidos 

también como p55 ó p60 y p75 ó p80, respectivamente). Ambos receptores se 

expresan prácticamente en todas las células del ser humano; el TNFR1 se 
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expresa en las células nucleadas, mientras que el TNFR2 solo se expresa en 

células del sistema inmune, endoteliales y nerviosas. Presentan una estructura 

proteica similar, sin embargo, TNFR1 contiene un dominio de muerte celular 

que promueve la apoptosis mediada por caspasas, mientras que TNFR2 carece 

del mismo y por tanto no puede mediar este fenómeno (112). Así mismo, la 

unión entre TNF-α y TNFR1 desencadena una señalización intracelular que 

culmina con la activación del factor de transcripción nuclear “potenciador de la 

cadena ligera kappa” de las células B activadas (NF-κB, del inglés nuclear factor 

“kappa-light-chain-enhancer” of activated B cells) el cual se transloca al núcleo 

y expresa genes involucrados con la síntesis de proteínas relacionadas con la 

maduración de la respuesta inmune innata, adaptativa, la inflamación y la 

autoinmunidad (113). Así, entre las funciones del TNF-α destacan la 

estimulación de la producción de más TNF-α y otras citoquinas proinflamatorias 

como IL-1, IL-6, IL-8, la expresión de CMH clase I, la activación de monocitos 

y coestimulación de linfocitos T y B, incremento de la fagocitosis y la 

citotoxicidad de neutrófilos y macrófagos, y estimulación de la liberación de 

IFN-γ. Además, junto a la IL-1, es responsable del incremento de la expresión 

de moléculas de adhesión al endotelio, inhibiendo los mecanismos 

anticoagulantes y promoviendo los procesos trombocíticos (114). En caso de una 

producción prolongada en el tiempo,  el TNF-α es responsable de las alteraciones 

metabólicas que producen la caquexia característica de los procesos 

inflamatorios de carácter crónico (115). 

IFN-γ: 

a) Genética y estructura molecular: el gen que codifica el IFN-γ o 

interferón de tipo II se encuentra en el cromosoma 12 (12q15). Es un 
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homodímero estabilizado por uniones no covalentes, con subunidades de 143 

aminoácidos. Se sintetiza como una proteína precursora de 166 aminoácidos, que 

incluye una secuencia señal de 23 aminoácidos (116).   

b) Producción: el IFN-γ es producido por los linfocitos T CD4+, CD8+ 

células Tγ/δ, así como por células NK en respuesta a algún estímulo inmune o 

inflamatorio. Las células mieloides (células dendríticas, macrófagos y 

neutrófilos) también son capaces de producir IFN-γ a través de la estimulación 

con IL-12 e IL-18 (117).  La producción de IFN-γ es inducida por patógenos, 

por el entrecruzamiento de moléculas de superficie, por antígenos específicos, 

por la activación del receptor de células T o por estimuladores de células T no 

específicos como la fitohemaglutinina, la concanavalina-A, ésteres de forbol e 

ionóforos. También se estimula por citoquinas (IL-1, IL-2, IL-12, IL-18), 

factores de crecimiento y estrógenos. La expresión del gen de IFN-γ se inhibe 

por los glucocorticoides, el TGF-β y la IL-10, así como por el inmunosupresor 

CsA a través del factor de transcripción NF-ATp (del inglés, Nuclear Factor AT, 

Factor nuclear AT) (118). 

c) Funciones y dianas: la actividad biológica del IFN-γ es mediada por un 

receptor específico, que se expresa en todas las células con excepción de los 

eritrocitos maduros. Está constituido por 2 proteínas IFNγR1 de 90 kDa 

(denominadas cadenas alfa, cadenas de unión al ligando o CD119W) y 2 

proteínas IFNγR2 de 60 kDa (denominadas cadena beta de transducción de 

señales o factor accesorio 1). El IFN-γ se une a las dos cadenas de IFNγR1, 

facilitando la unión de las dos proteínas del IFNγR2 al complejo IFNγR1/IFNγ. 

Esto permite que los dominios intracelulares de los receptores se aproximen 

induciendo la asociación de  las JAK quinasas (tirosinas quinasas de la familia 
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de las quinasas Janus), lo que resulta en una transfosforilación de estas últimas 

y la subsecuente fosforilación de la tirosina 440 de IFNγR1. A través de su 

dominio SH2, una STAT1 (transductores de señales y activadores de la 

transcripción) reconoce y une cada sitio de tirosina fosforilada del IFNγR1. A 

continuación, el complejo IFNγR1 asociado a STAT1 se fosforila en tirosina y 

se activa formándose homodímeros de STAT1 que se traslocan al núcleo donde 

se unen a secuencias de activación de los genes inducibles por INF-γ (119).  De 

esta forma, el INF-γ potencia la trascripción de varios genes involucrados en 

actividades inmunomoduladoras, antivirales y antiproliferativas. Como 

molécula inmunomoduladora, tiene la capacidad de aumentar la actividad 

citotóxica y fagocítica de los macrófagos e induce la expresión de moléculas de 

CMH clase I y II en las CPAs. Así mismo, incrementa el desarrollo y 

diferenciación de las células Th1, regula la respuesta humoral induciendo la 

producción de IgG2a e IgG3 por las células B y promueve la actividad citotóxica 

de los linfocitos T y células NK. Por último, regula la producción de citoquinas 

proinflamatorias, aumentando la expresión de TNF-α, IL-12 e IL-15 a través de 

la activación de factores de transcripción como el NFκB. Estas propiedades 

proinflamatorias contrastan con otras antinflamatorias al inhibir la producción 

de IL-1α e IL-18, como se ha descrito en la artritis reumatoide y la artritis 

estreptocócica (120–122). 

 Rechazo agudo 

Concepto 

Se denomina RA a la respuesta inmune de tipo celular y humoral que trata de 

destruir el injerto. Consiste en un proceso de lesión vascular y parenquimatosa en el que 
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intervienen los linfocitos T y los anticuerpos, y que suele iniciarse después de la primera 

semana del trasplante. Según los datos del registro internacional de AVC, alrededor del 

85% de todos los pacientes receptores de un AVC experimentan al menos un episodio de 

RA en el primer año posoperatorio, y cerca del 50% sufren múltiples episodios (123,124). 

Si nos centramos en los trasplantes de miembros superiores,  Bonastre et al observaron 

que la tasa de episodios de RA es del 89%, teniendo cada receptor una media de 2,42 

episodios durante su seguimiento, y ocurriendo el 60% de los mismos durante el primer 

semestre posoperatorio (69). Atendiendo a la revisión de trasplante facial realizada por 

Rifkin et al, de los 40 casos realizados entre 2005 y 2018, 30 pacientes sufrieron uno o 

más episodios de RA (33) . No obstante, a pesar de la alta tasa de episodios de RA, 

atribuible a la inmunogenicidad de la piel, la pérdida del AVC por un episodio de RA es 

un fenómeno poco frecuente (125). De hecho, en la revisión publicada por Bonastre et al, 

se observó que todos los episodios de rechazo fueron tratados con éxito 

independientemente del protocolo inmunosupresor empleado (69).  

Etiopatogenia 

Los linfocitos T efectores y los anticuerpos se desarrollan a lo largo de algunos días 

o incluso semanas después del trasplante, lo que justifica el intervalo libre hasta la 

aparición del RA (85). Los linfocitos T desempeñan una función esencial en este tipo de 

rechazo debido a su capacidad de respuesta a los aloantígenos, entre los que figuran las 

moléculas del CMH existentes en las células endoteliales y parenquimatosas del 

aloinjerto. Los linfocitos T activados producen la lisis directa de las células del injerto. 

Así mismo, secretan citoquinas que atraen y activan las células inflamatorias, que a su 

vez lesionan el trasplante. En los trasplantes vascularizados las células endoteliales son 

las primeras dianas del RA. En las etapas iniciales de este proceso, se produce una arteritis 
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de la capa íntima vascular, que es un signo de rechazo incipiente y que, si no se trata, 

suele provocar la insuficiencia aguda del trasplante (126).  

El procesamiento de los antígenos del donante por parte de las CPAs y el posterior 

reconocimiento de los linfocitos T CD4+, van a desencadenar varios mecanismos 

efectores, ya comentados previamente (ver sección 1.6.2).  

Bases moleculares  

Entre los marcadores moleculares del RA destacan distintas citoquinas. En función 

de si estimulan la respuesta inmune de rechazo o bien favorecen tolerancia, se pueden 

clasificar en 2 grupos. Entre las citoquinas más destacadas como mediadoras del rechazo 

y activadores de macrófagos destacan la IL-2, el IFN-γ y el TNF-α; mientras que la IL-4, 

IL-5, IL-6 e IL-10 pertenecen al segundo grupo que favorece la tolerancia.   

El patrón de expresión de estas moléculas en biopsias tisulares y en sangre 

periférica nos va a dar información acerca del estado de la activación del endotelio en el 

postoperatorio inmediato (síndrome isquemia/reperfusión), del desarrollo de un episodio 

de RA o de la eficacia del tratamiento inmunosupresor (127). Así, previo a la respuesta 

alogénica de rechazo, durante el trasplante se produce un aumento de la expresión de 

citoquinas en las células endoteliales (IFN-γ y TNF-α), lo que a su vez conlleva un 

aumento en la expresión de CMH tipo I acompañado de la liberación de factores 

quimiotácticos para los macrófagos que infiltrarán los tejidos.  

La tolerancia se asocia a una menor actividad de las citoquinas del primer grupo 

(IL-2, el IFN-γ y el TNF-α) y a una mayor expresión del segundo (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-

10). Así, niveles elevados de IL-2, el IFN-γ y el TNF-α preceden al desarrollo de un 

episodio de RA en modelos experimentales. En la práctica clínica,  los resultados son más 

controvertidos ya que dependen en gran medida de la variabilidad de los pacientes, el 

momento de la biopsia, de la redundancia de las acciones de las citoquinas o del 
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tratamiento inmunosupresor (128). Por otra parte, la selección tratamiento 

inmunosupresor o la eficacia del mismo, también es susceptible de ser estudiada por los 

niveles de citoquinas. Así, los inhibidores de la calcineurina (Csa y FK506) producen una 

inhibición en la expresión de citoquinas del primer grupo, mientras que la rapamicina y 

el micofenolato inhiben la proliferación por medio de la inhibición del ciclo celular o la 

síntesis de ácido desoxirribonucleico (ADN), no afectando a los niveles de expresión 

(127).  

Histopatología 

En 1980, Dvorak et al llevaron a cabo un estudio experimental sobre rechazo en 

aloinjertos de piel demostrando que el endotelio microvascular es el principal objetivo de 

la respuesta inmune, dando lugar a un daño vascular generalizado que acabará 

produciendo infartos isquémicos (129). Acompañando a este daño vascular, se 

organizaban acúmulos de linfocitos T CD4+ y CD8+ perivasculares y, eventualmente, 

penetraban la epidermis conduciendo a una alteración de los queratinocitos (129,130). 

Este modelo es bastante similar a los cambios histológicos que acontecen en el rechazo 

inicial del AVC. Sin embargo, hay que destacar algunas diferencias, como son la 

aplicación de protocolos de inmunosupresión empleados de manera habitual, y que la piel  

va acompañada de otros componentes que pueden volver al AVC menos antigénico 

alterando el tiempo y la intensidad de los episodios de RA (131).   

El patrón histológico típico del RA es una infiltración celular mononuclear extensa 

y el edema. La tinción inmunohistoquímica con peroxidasa revela linfocitos T CD4+ y 

CD8+ expresando marcadores de células T activadas (como la cadena alfa del receptor de 

IL-2) (132). Además de producir daño en los distintos tejidos, las células T CD8+ lesionan 

las células endoteliales vasculares, produciendo la denominada “endotelitis”. Esta forma 

de daño vascular mediado por células está limitada al endotelio, y es distinta de la 
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vasculitis mediada por anticuerpos. Los vasos afectados tienen células endoteliales 

edematosas y, en algunos lugares, se pueden ver linfocitos entre el endotelio y la pared 

del vaso. El reconocimiento del rechazo celular es importante ya que, en ausencia de 

arteritis acompañante, los pacientes responden rápidamente al tratamiento 

inmunosupresor (133).  

En el trasplante de manos, el RA se manifiesta por cambios en el dorso cutáneo y 

con menos frecuencia en la región palmar y en las uñas. De forma atípica, aparece en 

estas últimas localizaciones, siendo más probable su aparición en pacientes con 

exposición repetida y persistente a estrés mecánico en la palma (134). En base a los datos 

publicados por Schneeberger et al, el rechazo a este nivel suele ser más resistente a 

tratamiento convencional (134). A nivel macroscópico, los hallazgos típicos incluyen el 

rash eritematoso maculopapular, que puede ser difuso, parcheado o focal, asociado o no 

a dolor (135). La afectación ungueal se caracterizada por distrofia, degeneración, 

deformidad o incluso pérdida de la misma.  A nivel microscópico se puede observar un 

infiltrado linfocitario perivascular en la dermis, que se extiende hacia el intersticio y la 

epidermis según sea mayor el grado de rechazo, observándose en el estadio más avanzado, 

la necrosis y pérdida de la epidermis (136). En el caso de afectación palmar, también se 

observa hiperqueratosis, espongiosis y cuerpos citoides en los queratinocitos (134).  El 

análisis inmunohistoquímico revela que el infiltrado celular es predominantemente de 

células T CD3+, con una tendencia hacia el predominio de células T CD8+ en casos más 

leves y células T CD4+ en casos más avanzados. Así mismo, dependiendo del grado de 

rechazo podemos encontrar macrófagos CD68+ (10-50%),  células B CD20+ (0,5-5%) y 

linfocitos T CD4+ reguladores Foxp3 (5-10%) (132).  

En el trasplante facial, además de la piel, las mucosas oral y nasal suponen un 

desafío inmunológico añadido. A nivel macroscópico, el RA  se caracteriza por eritema 
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e inflamación cutánea, aparición de nódulos y pápulas, y las mucosas se observan 

eritematosas (137). A nivel microscópico, los hallazgos son similares a los encontrados 

en el trasplante de miembro superior: en la dermis aparece edema e infiltrado inflamatorio 

de predominio linfocitario, y a nivel epidérmico edema intercelular, vacuolización de las 

células basales, linfocitos y apoptosis de queratinocitos (132). Las biopsias de la mucosa 

muestran mayores cambios respecto a las muestras cutáneas, siendo la causa desconocida 

aunque podría ser debido a la mayor densidad de CPA presentes en la misma (138). Los 

hallazgos inmunohistoquímicos son muy similares a los encontrados en el RA de 

miembro superior mencionado anteriormente. 

El rechazo humoral agudo está mediado por AED, y se manifiesta principalmente 

por daño a nivel vascular. En los TOS, se ha visto que puede manifestarse en forma de 

vasculitis necrosante, con necrosis de las células endoteliales, infiltración neutrofílica, 

depósito de inmunoglobulinas, complemento, fibrina y trombosis de la luz (139). No 

obstante, también se puede manifestar con un engrosamiento de la íntima por fibroblastos, 

miocitos y macrófagos, dando a un desarrollo progresivo de arterioesclerosis con 

disfunción crónica de trasplante (140). A nivel del AVC, el impacto que tienen los AED 

es difícil de saber debido a que el rechazo mediado por anticuerpos no se puede separar 

del rechazo mediado por células T (141). En línea con esta hipótesis, en el estudio de 

Schneeberger et al, la detección de AED en los receptores se asoció a rechazo mediado 

por células T en las mayoría de los casos (142). A nivel de inmunohistoquímica, en el 

estudio de Chandraker et al, se observó un depósito de la fracción C4d del complemento 

en los capilares dérmicos, en ausencia de evidencia de rechazo mediado por células T 

(143). Sin embargo, estos depósitos también se encontraron en el trasplante de mano 

bilateral publicado por Landin et al, en ausencia de rechazo y de AED (97). Además, en 

el estudio de Petruzzo et al, no se observó depósito C4d en el AVC a pesar de la presencia 
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de AED circulantes (144). Por tanto, la tinción positiva para C4d no es necesaria para el 

diagnóstico de rechazo mediado por anticuerpos en TOS y su papel en los AVC 

permanece incierta (141,145). Por otra parte, la ausencia de AED en receptores con AVC 

con características histológicas compatibles con rechazo mediado por anticuerpos, podría 

deberse a que los AED son indetectables en la circulación, a que las lesiones vasculares 

se deban a anticuerpos no HLA que no son detectados por los dispositivos actuales, o a 

que las lesiones vasculares sean debidas a células T o efectoras de la inmunidad innata 

como a las células NK (146–148).  

Diagnóstico y opciones terapéuticas 

La monitorización del alotrasplante para la detección temprana del RA se lleva a 

cabo a través de la inspección clínica y, en última estancia, se confirma mediante la 

biopsia cutánea (132). A continuación, se establece la gravedad de acuerdo a la 

clasificación de Banff para los AVC, a partir de los hallazgos descriptivos encontrados 

en la sección de las biopsias preparadas mediante tinción con hematoxilina-eosina. Esta 

clasificación establece 5 grados que van desde los agregados linfocitarios perivasculares 

aislados en la epidermis en grados leves, a necrosis de los queratinocitos basales con 

despegamiento dermo-epidérmico y, finalmente, necrosis con pérdida de la epidermis en 

estadios avanzados (136) (ver Tabla 2). 
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Grado 0. Ninguno o pocos infiltrados inflamatorios 

Grado I. Leve. Infiltración perivascular leve. No hay afectación de la epidermis. 

Grado II. Moderado. Inflamación perivascular de moderada a grave con o sin 

afectación epidérmica y/o anexial leve (limitada a espongiosis y exocitosis). No hay 

disqueratosis epidérmica ni apoptosis. 

Grado III. Grave. Inflamación densa y afectación epidérmica con apoptosis 

epitelial, disqueratosis y/o queratinolisis. 

Grado IV. RA necrosante. Necrosis franca de la epidermis u otras estructuras de 

la piel. 

Tabla 2: Clasificación de Banff 2007 para los AVC. RA: rechazo agudo 

 

Con la inmunosupresión moderna, la pérdida del órgano trasplantado por un 

episodio de RA es un fenómeno muy poco frecuente. En una revisión sistemática 

publicada por Bonastre et al  se observó que, aunque la tasa de episodios de RA era alta 

(89%), todos los episodios fueron correctamente revertidos independientemente del 

protocolo “antirrechazo” empleado (69). La mayoría de los casos ocurren por falta de 

cumplimiento terapéutico, o por descenso en los niveles de fármacos inmunosupresores 

de mantenimiento secundario a sus efectos adversos (149). Los episodios de RA deben 

ser tratados de forma inmediata, ya que la activación prolongada de los mecanismos 

inmunitarios efectores hace difícil el tratamiento a posteriori. Se ha comprobado que en 

el 90% de los casos de trasplantes de miembro superior y en el 81% de los trasplantes 

faciales que sufrieron RA, el tratamiento con bolos de corticoesteroides fue suficiente 

para frenar el rechazo (149,150). En los TOS, por el contrario, la terapia con corticoides 

junto al aumento de la dosis de inmunosupresores solo consiguió revertir el 60-75% de 

los casos; por ello, a la vista de estos resultados, parece que el AVC responde mejor al 
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tratamiento de RA mediante bolos de corticoides que el TOS (151). En algunos centros, 

se ha intentado asociar con tratamiento inmunosupresor tópico. Éste ha demostrado ser 

eficaz en la prevención de la EICH y en enfermedades alérgicas y autoinmunes de la piel, 

pero aún no se ha probado su eficacia en el RA del AVC (152,153).     

A pesar del éxito del tratamiento con corticoides, se ha visto que 7,5%  y 19% de 

los trasplantes de mano y cara respectivamente, son resistentes a corticoides (149,150). 

Estos casos pueden deberse a rechazo mediado por anticuerpos (154). Si se confirma, el 

tratamiento debe dirigirse a eliminar los anticuerpos de la circulación mediante 

plasmaféresis o inmunoadsorción con Ig intravenosa; disminuir el título de anticuerpos 

con bortezomib o rituximab, o emplear inhibidores del complemento (eculizumab) para 

limitar el daño mediado por anticuerpos (143).  

La prevención del RA se lleva a cabo mediante la terapia de inducción, que consiste 

en la administración de globulina antitimocito (ATG, del inglés Antithymocyte globulin), 

basiliximab o alemtuzumab. En un estudio comparativo, entre alemtuzumab y ATG, 

realizado por Landin et al, no se observaron diferencias significativas entre ambos 

tratamientos en la prevención del RA en el AVC (97). La mayoría de terapias de 

inducción van dirigidas a la prevención del RA celular, pero debemos tener en cuenta la 

posibilidad del RA humoral. La prevención del rechazo humoral se basa en la detección 

de autoanticuerpos y la realización de pruebas cruzadas para linfocitos T y B pre-

trasplante  (133). La presencia de autoanticuerpos se puede sospechar ante la historia de 

posibles episodios de sensibilización previos: historia de transfusiones, embarazo u otro 

trasplante previo (124). Aunque parece improbable, estas características podrían 

presentarse frecuentemente en pacientes que esperan un AVC, ya que han sufrido 

accidentes graves con amputaciones o defectos faciales, que pueden haber requerido 

transfusiones de sangre o el uso aloinjertos de piel como cobertura temporal. Para estos 
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pacientes se puede inducir una desensibilización eliminando los anticuerpos circulantes. 

Esto se consigue mediante un protocolo de recambio plasmático total y la administración 

de Ig intravenosa (124). No obstante, hay que tener en cuenta que este protocolo aumenta 

el riesgo de otras complicaciones como infecciones, neoplasias o sangrado (155). 

 Inmunosupresión  

Actualmente, no hay un régimen de inmunosupresión estándar para el AVC, de 

forma que los empleados en este tipo de trasplante se basan en la experiencia en el TOS 

(156). Generalmente, se utilizan terapias combinadas mediante triple inmunosupresión, 

lo cual permite actuar a diferentes niveles produciendo un efecto sinérgico y reducir la 

dosis de cada uno de ellos por separado. En la práctica clínica nos encontramos dos 

grandes grupos de combinación o regímenes de tratamiento inmunosupresor atendiendo 

al momento de administración: regímenes de inducción y regímenes de mantenimiento.  

 

a. Terapia de inducción: 

El régimen de inducción consiste en la administración de fármacos para conseguir 

una inmunosupresión intensa a corto plazo durante el periodo perioperatorio y 

posoperatorio inmediato. Los objetivos fundamentales de este régimen son la reducción 

de la incidencia de RA y la disminución de la dosis de la terapia de mantenimiento para 

evitar efectos secundarios adversos. Para ello, habitualmente se utiliza una preparación 

de anticuerpos inmunomoduladores junto a altas dosis de corticoides, con la intención de 

atenuar la respuesta aloinmune inmediata (sobre todo de los linfocitos T), que se produce 

en el momento del trasplante. Dentro de los tipos de agentes empleados destacan los 

antagonistas del receptor de IL-2 (Basiliximab), las globulinas antitimocito (ATG) y los 

anticuerpos anti-CD52 (Alemtuzumab). Independientemente del tipo de AVC, la mayoría 
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de los trasplantes realizados hasta la fecha han recibido alguno de estos agentes como 

terapia de inducción. El grupo de Schneeberger et al describió, en su estudio de 5 

pacientes, un protocolo antirrechazo para minimizar la inmunosupresión utilizando 

Alemtuzumab como terapia de inducción (142). De los pacientes receptores de trasplante 

de miembro superior del programa de Louisville, el 80% (8 pacientes) demostraron 

excelentes resultados con la terapia de inducción, en términos de ausencia de RA. De los 

10 pacientes del programa, 2 recibieron Baxiliximab, 4 recibieron Alemtuzumab y 4 

recibieron ATG recombinante de conejo. De los alotrasplantes que fracasaron, uno tuvo 

lugar en el día 5 postoperatorio por razones técnicas y otro a los 9 meses por vasculopatía 

grave (3). El grupo de Lyon empleó únicamente como tratamiento de inducción la 

monoterapia con ATG junto a los corticoides, y describieron 2 episodios de RA 

caracterizados por lesiones focales maculopapulares asintomáticas en los días 53 y 82 

postrasplante (157). Por su parte el grupo de Sosin et al, empleó con éxito como terapia 

de inducción ATG en combinación a un agente con acción reductora de células B 

(Rituximab) con el objetivo de minimizar el rechazo humoral que pudiera ocurrir. No se 

describieron episodios de RA en la evolución del paciente (158). 

 

b. Terapia de mantenimiento 

Aunque no hay un protocolo de terapia de mantenimiento estándar tras la 

realización de un AVC, parece que la mayoría de los equipos utilizan regímenes basados 

en los empleados para los TOS. Esto es, inmunosupresión basada en la combinación de 

FK-506, MMF y prednisona (159–162).  

El MMF inhibe la proliferación de linfocitos al interferir con la síntesis de 

nucleótidos de guanina. La dosis habitualmente empleada son 2 gramos diarios divididos 

en 2 dosis (163). En caso de intolerancia gastrointestinal, se puede sustituir por 
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micofenolato sódico, fármaco recubierto con una película gastrorresistente, diseñada para 

proteger el tracto gastrointestinal superior de  los efectos secundarios relacionados con el 

ácido micofenólico (164). Se ha visto una buena tolerancia a la reducción de la dosis en 

AVC, y en algunos casos se ha logrado su interrupción completa (163,165). Por ejemplo, 

en el estudio de Johannesson et al, en 3 de 7 trasplantes de útero se logró la interrupción 

completa del MMF a los 6 meses. En las otras 4 pacientes, la inflamación del trasplante 

requirió tratamiento de rescate con azatioprina y prednisona (26). Atendiendo al protocolo 

para AVC de Louisville, todos los pacientes recibieron junto con el tratamiento de 

inducción ya comentado, la triple terapia basada en FK506, MMF y prednisona como 

terapia de mantenimiento durante un año. A los 2-3 meses del trasplante, una vez 

comprobada la presencia de consolidación ósea, se cambió el MMF por sirolimus como 

terapia de mantenimiento debido a las ventajas antiproliferativas de este último, 

minimizando el riesgo de vasculopatía y neoplasias (166–168). 

Los corticoides son utilizados en altas dosis (500-1000 mg de metilprednisolona) 

como régimen de inducción. A continuación, se suele reducir la dosis y su administración 

pasar a vía oral diaria como terapia de mantenimiento (10-20 mg al día) (163). Con el 

tiempo se puede ir reduciendo la dosis a 2,5-5 mg e incluso cesar por completo y con 

éxito su administración como se describen en los programas de trasplante de miembro 

superior de Innsbruck, Louisville y Polonia (160–162). En el grupo de Boston, también 

se logró la supresión completa de los corticoides en los 6 trasplantes faciales (169). Por 

otra parte, en algunas series se ha podido obviar el uso de corticoides, como se llevó a 

cabo en el protocolo de Pittsburgh donde la inducción con Alemtuzumab junto con la 

transfusión de médula ósea de donante en el día 14 postrasplante, permitió la omisión de 

corticoides en la posterior terapia de mantenimiento (170).   
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La CsA es un endecapéptido cíclico, aislado del hongo Tolypocladium inflatum 

gams en 1972 (171). Este fármaco actúa como inmunosupresor específico de células T, y 

su mecanismo de acción es a través de su unión a la ciclofilina (172). Esta unión forma 

un complejo de gran afinidad con el complejo calcineurina-calmodulina y bloquea la 

fosforilación dependiente de calcio y la activación de NF-AT. Este proceso también 

interrumpe otros genes que son críticos para la activación de la célula T. Además, la CsA 

aumenta la trascripción de TGF- β, el cual regula a la baja la activación de la célula T 

(171). El efecto de la CsA es reversible ya que bloquea la señal de transducción del RCT 

pero no inhibe las señales coestimuladoras (173). Los efectos de la CsA pueden ser 

contrarrestados con la administracion exógena de IL-2, debido a que la ciclosporina no 

es efectiva si el rechazo se está produciendo. En otras palabras, es útil como agente de 

mantenimiento, pero es ineficaz como rescate de un RA. Cabe destacar que la CsA tiene 

una importante toxicidad. Presenta un gran poder vasoconstrictor en las arteriolas 

proximales del riñón, haciendo que disminuya el flujo renal alrededor de un 30% (174). 

Esto efectos pueden conllevar a la fibrosis e hiperkaliemia, y terminar en una necrosis 

tubular aguda (175). Así mismo, tiene efectos adversos neurológicos, como temblor, 

parestesias, cefalea, depresión, confusión y convulsiones (176). Por todo ello el uso de 

ciclosporina a nivel clínico ha sido reemplazado por FK-506.  

El FK506 es un inhibidor de la calcineurina, con el mismo mecanismo de acción de 

la CsA (177). Es empleado en casi todos los regímenes de mantenimiento de los AVCs. 

Los niveles iniciales varían de un programa a otro, desde objetivos de niveles plasmáticos 

de 20-25 ng/ml a 8-15 ng/ml (estos últimos más parecidos a los requeridos en el TOS) 

(3). Lo que sí es común, es el objetivo de reducción progresiva del FK506 con el paso del 

tiempo para minimizar y/o prevenir los efectos secundarios. Aunque se ha demostrado 

que la nefrotoxicidad del FK506 es menor que el de la CsA, no está exento de efectos 
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secundarios no tolerables, como el mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus insulino-

dependiente (178). Este hecho junto con el fracaso en la prevención del rechazo mediado 

por AED o en el rechazo crónico, ha llevado a la búsqueda de nuevos inmunosupresores 

que puedan actuar en su lugar como terapia de mantenimiento.  

El belatacept (CTLA4-Ig) actúa inhibiendo la activación de los linfocitos T por 

bloqueo de la unión del coestimulador B7 al CD28 de los linfocitos T. Los resultados del 

ensayo clínico BENEFIT demostraron una mejoría en la supervivencia y la función a 

largo plazo del trasplante renal en comparación con la CsA (179). Este ensayo condujo a 

su investigación en el campo de los AVC. La primera aplicación se llevó a cabo por el 

grupo de Cendales et al, que ante un caso de alotrasplante de mano que presentó episodios 

recurrentes de RA y desarrollo nefrotoxicidad  por FK506, se decidió emplear con éxito 

una nueva terapia de mantenimiento con sirolimus y belatacept (180). Poco después, el 

grupo de Austria empleó el belatacept como régimen de mantenimiento en 4 pacientes 

intervenidos de AVC de miembro superior. Tres de estos pacientes lo toleraron bien 

permitiendo una reducción de la dosis de los inhibidores de la calcineurina. Sin embargo 

el cuarto paciente presento episodios de RA mediado por anticuerpos, dando lugar a la 

pérdida del trasplante 11 meses después (181). En esta misma línea se está investigando 

el desarrollo de agentes que intervengan en la regulación y coestimulación de la célula T, 

como es el caso del FR104. Se trata de un anticuerpo monoclonal pegilado que inhibe la 

interacción CD28-CD80/86 sin interaccionar con la unión de CTLA4-B7, y presenta 

resultados preclínicos prometedores (182,183).  

El desafío de la inmunosupresión en el trasplante es mantener el equilibrio entre las 

complicaciones por toxicidad y el RA. Los problemas relacionados con el tratamiento 

inmunosupresor se pueden clasificar en 2 grupos: aquellos que aparecen por toxicidad 

directa del fármaco, y aquellos asociados a la depresión del sistema inmune. En relación 
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con los primeros, son bien conocidos los efectos nefrotóxicos de los inhibidores de la 

calcineurina y la prednisona, así como la diabetes asociada a FK506 y prednisona, solos 

o en combinación  (175,184).  

La inmunodeficiencia secundaria a los inmunosupresores produce infecciones y 

enfermedades tumorales, que se asocian más a la intensidad de la inmunodepresión que 

al fármaco empleado (185) En una revisión sistemática publicada por Conrad et al desde 

1998 hasta 2016, se observó una incidencia de 50,8% de infecciones, siendo la infección 

temprana (primeros 6 meses)  en los AVC de miembro superior significativamente mayor 

que  los pacientes con trasplante renal (186). Además, dentro de las infecciones, las 

mucocutáneas fueron las predominantes de manera significativa en los AVC (186). 

Dentro de los microorganismos causales más frecuentes encontramos las infecciones por 

Candida spp, Malassezia furfur, virus herpes simplex, varicela zoster y virus del papiloma 

humano (186). La supresión del sistema inmune también implica una pérdida de 

vigilancia antitumoral con el riesgo de transformación neoplásica que ello implica. Así, 

se han descrito trastornos linfoproliferativos postrasplante, linfomas de zona marginal, 

tumores de músculo liso asociados a virus de Epstein-Barr o displasia de cérvix severa, 

entre otros (185,187). 

1.5.Tolerancia inmunitaria  

1.5.1      Concepto  

Los efectos secundarios asociados a la medicación inmunosupresora pueden no ser 

asumibles en pacientes candidatos a un AVC, que a diferencia de los pacientes sometidos 

a un TOS, no se encuentran generalmente en situación de riesgo vital (188). Entre las 

posibles alternativas a la inmunosupresión, se encuentran la modulación de los aloinjertos 

para reducir su inmunogenicidad, la depleción de linfocitos pasajeros, el trasplante a sitios 
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inmunoprivilegiados (como el timo o los testículos), o la inducción de un estado de 

tolerancia inmunitaria (189). Clínicamente, la tolerancia se define como la supervivencia 

de un tejido extraño en un receptor sin la necesidad de inmunosupresión a largo plazo. 

Desde el punto de visto inmunológico, se caracteriza por no presentar una respuesta 

inmunitaria detectable en ausencia de medicación inmunosupresora (190). Así mismo, en 

un estado de tolerancia, el receptor debe ser capaz de responder a otros estímulos 

inmunes. Actualmente, el alcanzar un estado de tolerancia es la alternativa a la 

inmunosupresión que más desarrollo y aplicabilidad tiene, pudiendo llegar a obviar la 

necesidad de medicación inmunosupresora y a disminuir o incluso eliminar los episodios 

de RA (190,191). 

Como se ha mencionado previamente, el desarrollo de rechazo a alotransplantes 

esta mediado, en su mayoría, por la vertiente adaptativa del sistema inmune, constituida 

por los linfocitos T y B (192,193). Por tanto, la generación de tolerancia debe ir dirigida 

a estos subtipos celulares. Existen fundamentalmente dos mecanismos de tolerancia: 

central y periférica.  

Tolerancia central 

Los linfocitos producidos en la médula ósea, migran al timo donde pasan un proceso 

de selección denominado deleción clonal. Existen 2 tipos de deleción clonal: la selección 

positiva y la selección negativa. En la selección positiva, los timocitos son expuestos a 

antígenos propios por las CPA, y son seleccionados aquéllos cuyo receptor (RCT) 

reconoce las moléculas del CMH tipo I y II asociado a los antígenos. En la selección 

negativa, los timocitos que expresan un RCT con gran avidez por los antígenos propios 

presentados por el CMH tipo I en las CPA del timo, son eliminados para prevenir 

fenómenos autoinmunes (45,194,195). Aunque en el timo las células T son expuestas a 
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numerosos antígenos gracias a la proteína reguladora autoinmune, es imposible expresar 

todos los antígenos propios en las células epiteliales del timo, por lo que, de manera 

inevitable, algunos clones autorreactivos escapan a la selección negativa. Por ello, se 

requieren mecanismos de tolerancia a nivel periférico (194). 

Tolerancia periférica 

Su objetivo principal es garantizar la tolerancia de los linfocitos T a autoantígenos 

específicos de tejidos que no son abundantes en el timo, y por tanto escapan a la tolerancia 

central. Existen varios mecanismos de tolerancia periférica. El primer mecanismo para 

evitar la autorreactividad es mantener apartados los antígenos específicos de los tejidos 

de los linfocitos T vírgenes, lo cual se logra mediante una regulación de los receptores 

CCR7 y CD62L que dirigen al linfocito desde la sangre a los ganglios linfáticos y de 

vuelta a la sangre, impidiendo su entrada a tejidos periféricos donde se encontrarán con 

antígenos propios (196). El segundo mecanismo es la anergia, que consiste en un estado 

de inactividad funcional de los linfocitos que se produce cuando estos reconocen 

antígenos peptídicos presentados por la CPA, pero sin las señales coestimuladoras 

necesarias para reaccionar (como la interacción de CD40 y CD40 L ó CD28 y B27). Al 

no recibir todos los estímulos necesarios para la activación, los linfocitos se quedan en un 

estado de inactividad permanente y terminan sufriendo una apoptosis celular (231). El 

tercer mecanismo de control es la deleción periférica de los linfocitos mediante muerte 

celular inducida por activación. La estimulación repetida de los linfocitos por antígenos 

persistentes provoca la apoptosis de los mismos mediante la co-expresión de las 

moléculas  de superficie Fas (CD95) y Fas ligando (196,198). Por último, el cuarto 

mecanismo de tolerancia periférica es la supresión. Ésta es llevada a cabo por los 

linfocitos T reguladores, una población heterogénea que comprende varias 
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subpoblaciones entre las que se incluyen los linfocitos T CD4+ que expresan CD25 y 

FoxP3 (Treg) y linfocitos Th3 y Tr1, encargados de suprimir la respuesta inmune tras 

procesos inflamatorios para evitar respuestas exageradas o descontroladas. Son células 

antígeno específicas, que actúan mediante citoquinas antiinflamatorias (IL-1, IL-10, 

TGF-β), y  por contacto célula-célula (199,200).   

1.5.2    Modelos de tolerancia clínica y experimental 

Los modelos para lograr un estado de tolerancia se basan en la manipulación del 

sistema inmunitario del receptor para que reconozca al tejido del donante como propio. 

Se pueden agrupar en 2 categorías: la que alcanza un quimerismo completo y   la que 

logra un quimerismo mixto. La primera supone reemplazar completamente el sistema 

inmunitario del receptor por células del donante, de forma que el sistema inmunitario pasa 

a ser donante y reconoce al aloinjerto como propio, consiguiendo así alcanzar un estado 

de quimerismo completo. Los esfuerzos iniciales para generar tolerancia utilizaban esta 

estrategia, donde se eliminaba el sistema inmunitario del receptor, seguido de la infusión 

de precursores hematopoyéticos del donante para reconstituir el sistema inmune. Esto se 

consigue mediante regímenes de condicionamiento mieloablativos, y tiene 2 objetivos. El 

primero es conseguir una inmunosupresión suficiente en el receptor que evite el rechazo 

del trasplante; el segundo es permitir la viabilidad del injerto de las células 

hematoyéticas/inmunes del donante. Los primeros regímenes de condicionamiento 

consistieron en la aplicación de  radiación corporal total, sola o en combinación con 

ciclofosfamida, seguido de un trasplante de medula ósea del donante (201). Solo una dosis 

de RCT de 950 centigrays (cGy) es suficiente para que el injerto de medula ósea alogénica 

prenda, sin necesidad de ningún tipo de inmunosupresión adicional (202). Otros 

regímenes mieloablativos desarrollados posteriormente, emplean ciclofosfamida u otro 

agente quimioterápico como etopósido, citarabina o melfalán en combinación con RCT, 
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o bien el uso de agentes quimioterápicos en combinación, con ciclofosfamida y busulfán, 

sin RCT asociada (203). La posterior reconstitución del sistema inmune se lleva a cabo 

mediante el trasplante de médula ósea (TMO) vascularizada, ya que ha demostrado ser la 

mejor fuente para la reconstitución de la médula ósea, respecto a la infusión de 

progenitores hematopoyéticos de manera aislada (204).   

Dentro de este grupo de condicionamiento pretrasplante podemos encontrar 

diferentes trabajos (202,204–209).  El estudio publicado por Foster et al, representa el 

primer modelo de trasplante de pata trasera de rata publicado que demuestra la 

supervivencia del AVC libre de rechazo sin requerir inmunosupresión a largo plazo (208). 

En el caso del estudio de Gorantla et al, llevado a cabo poco después con un diseño 

similar, se obtuvieron resultados parecidos. Sin embargo, el éxito de estos trabajos se basa 

en el empleo de dosis de radiación mieloablativas, cuya morbilidad no es asumible en la 

actual trasplantología reconstructiva (210). Entre los efectos secundarios agudos 

ocasionados cabe destacar la pancitopenia, con los riesgos de anemia e infecciones que 

implica. Además, va a producir náuseas, vómitos, diarrea, pérdida del apetito, parotiditis 

y rash cutáneo (211). Entre los efectos tardíos podemos mencionar la neunomitis 

interticial, la enfermedad veno-oclusiva hepática, las cataratas, la infertilidad, las 

alteraciones hormonales, la toxicidad ósea (y posterior osteoporosis) y las neoplasias 

secundarias (211). Además de la toxicidad, el hecho de destruir toda la población celular 

de la medula ósea receptora, hace que la nueva población celular donante con antígenos 

HLA diferentes, reaccione contra las células del huésped, ocasionando la temida EICH, 

que puede llegar a ser mortal (201). En el estudio de Foster et al, se observó que de los 

31 animales del estudio sólo sobrevivieron 17. De las causas de deceso registradas, 2 

fueron infecciones sistémicas y otras 2 fueron por EICH. En estos últimos, coincidió que 

la pata trasplantada no había recibido radiación previa (208). Siguiendo esta línea, el 
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grupo de Gorantla et al, observó que todos los AVC en los que no se había realizado 

radiación previa de la pata donante, sufrieron EICH (202). Por tanto, en ambos estudios 

se concluyó que la radiación de la pata donante previo al trasplante era un factor 

fundamental para la prevención de la EICH (202,208). En relación a esta afirmación, se 

ha visto que el daño que la radiación induce en el miembro trasplantado no es 

desestimable y puede aumentar el riesgo de rechazo si no se combina con tratamiento 

adyuvante (203). Hou et al, vieron en su estudio que la RCT aceleraba el rechazo del 

alotrasplante de pata trasera de rata en comparación con otros tratamientos 

inmunosupresores. Esto podría ser debido a la liberación de citoquinas proinflamatorias 

y la lesión endotelial tras la radiación, activando así la respuesta inmune (212).  

Además de la toxicidad demostrada de la irradiación tanto del huésped como del 

miembro trasplantado donante, existe otro factor a tener en cuenta que hace poco factible 

la realización de una RCT en la práctica clínica. Esto es la falta de simultaneidad entre la 

RCT y el TMO con respecto a la realización del AVC, que en algunos estudios podría ser 

de un año (208). En el caso de los TOS podría ser posible ya que el donante suele ser un 

paciente vivo, pero en el caso del AVC no lo es, ya que el donante siempre es un donante 

cadáver. Para vencer este obstáculo, Prabhune et al llevaron a cabo un trasplante de 

medula ósea y de pata trasera en 37 ratas, de forma secuencial (a los 50-70 días del TMO) 

o simultánea, dependiendo del grupo de experimentación (202). De todos los animales 

del estudio, solo sobrevivieron 15 (40,5%) (202). De los supervivientes ninguno presentó 

episodios de RA ni de EICH y se lograron niveles de quimerismo altos (>80%) que 

persistieron a lo largo del estudio que tuvo 150 días de duración (202). Sin embargo, este 

posible éxito en la simultaneidad entre la RCT y el TMO se truncó por la aparición de los 

efectos adversos graves observados en los animales perdidos, destacando la pancitopenia 

intensa, un linfoma de bazo y otro en ganglios linfáticos (202).  
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La segunda opción para lograr tolerancia, consiste en reprogramar o redirigir el 

sistema inmunitario receptor para que coexistan ambas estirpes celulares, lográndose así 

un estado de quimerismo mixto (213). La ventaja de este enfoque, es que el 

precondicionamiento previo presenta menor toxicidad y menor posibilidad de desarrollar 

una EICH en el receptor. Entre las estrategias para conseguirlo, podemos encontrar el 

empleo de anticuerpos monoclonales que depleccionan la población de linfocitos T. Estos 

anticuerpos pueden ser monoclonales como aquellos dirigidos contra el receptor αβ-RCT, 

el CD3 o el CD52, o bien policlonales como los anticuerpos antitimocito o el suero 

antilinfocítico. Otra estrategia sería bloquear la señal coestimuladora que desencadena la 

activación de los linfocitos T mediante anticuerpos (CTLA-4, LEA 29g) o inhibiendo la 

producción de IL-2b (antiCD25). Por último, otra opción sería el empleo de fármacos 

citotóxicos, pero a dosis no mieloablativas. Todas estas estrategias irían acompañadas de 

un trasplante de células hematopoyéticas que puede ser intravenoso, intraóseo o 

directamente mediante un trasplante vascularizado compuesto que contenga tejido óseo. 

El trasplante vascularizado de médula ósea proporciona al receptor tanto células 

hematopoyéticas como células estromales en su microambiente natural, lo cual ha 
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demostrado una mayor y más rápida  repoblación celular respecto a la administración 

intravenosa o intraósea (214,215). 

 

Como se ha mencionado previamente, las células T juegan un papel fundamental 

en la respuesta inmune del rechazo. La reducción o eliminación de estas células 

conllevaría la falta de reconocimiento de los antígenos HLA del donante y con ello 

evitaríamos teóricamente la puesta en marcha de la respuesta inmune del rechazo. Estas 

conclusiones se basan en estudios con ratones nude que carecían de células T, donde se 

vio que no rechazaban los aloinjertos (216). A partir de este estudio, se observó que el 

empleo de anticuerpos monoclonales contra el complejo RCT-CD3 prolongaban la 

Figura 6: Protocolos de tolerancia no mieloablativos. Elaboración propia, basada en la fuente: 
Siemionow M, Nasir S. Impact of donor bone marrow on survival of composite tissue allografts. Annals 
of Plastic Surgery. 2008. Ac: anticuerpos. RCT: receptor celula T. ATG: del inglés antithymocyte globulin; 
globulina antitimocito. ALS:  del inglés, antilynphocyte serum; suero antilinfocito. ADSC: del inglés 
adiposed-derived stem cells; células madre derivadas de tejido adiposo. 
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supervivencia del aloinjerto en un modelo de RA de trasplante cardiaco de ratón a rata 

(217). 

En el campo del trasplante de tejido compuesto experimental se han llevado a cabo 

varios estudios en los que se provoca un agotamiento selectivo de células T mediante la 

administración de anticuerpos contra el receptor αβ-RCT en combinación con CsA 

durante 3 semanas, logrando la tolerancia del trasplante (por encima de 300 días) y 

quimerismo estable y permanente. En estos estudios, la repoblación linfocitaria 

comenzaba a ser evidente a partir del segundo mes postrasplante (218–220). Otro método 

para reducir la población de linfocitos T es mediante el empleo de protocolos no 

selectivos con suero antilinfocito (ALS, del inglés antilymphocyte serum) y CsA. El ALS 

crea el nicho necesario en la medula ósea para la repoblación con médula ósea de donante, 

mientras que la CsA previene el rechazo inmediato del injerto. Esto permitió lograr la 

tolerancia del trasplante (más de 420 días) y alcanzar un quimerismo estable en modelos 

experimentales en ratas que habían recibido un protocolo de 21 días de ambos 

tratamientos (221). Otros protocolos no mieloablativos se basan en el bloqueo de 

moléculas coestimuladoras como CD28, CD154 o CTLA-4. CD28 y CD154 se expresan 

en las células T y tiene una función importante en la respuesta mediada por las mismas. 

La unión  del antígeno CMH con el RCT y la molécula CD28 con CD80/86 (B7) presente 

en la CPA, desencadena un aumento de la producción de citoquinas así como la 

proliferación y diferenciación de células T vírgenes en células efectoras (222). El antígeno 

4 del linfocito T citotóxico conocido como CTLA-4 (del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte 

Antigen 4), es un receptor estructuralmente homólogo a CD28, que se expresa en 

linfocitos T CD4+ y CD8+ recién activados; su función consiste en inhibir la activación 

de los linfocitos T al contrarrestar las señales liberadas por CD28. Por tanto, los 

anticuerpos dirigidos contra CTLA-4 van a bloquear la señal coestimuladora comenzada 
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por CD28. En un estudio de Foster et al, emplearon anticuerpos dirigidos contra CTLA-

4 junto a FK-506, ALS, bajas dosis de radiación y TMO, consiguiendo supervivencia y 

quimerismo permanentes. Sin embargo, requirieron radiación previa y el TMO, y el 

alotrasplante se realizó con una diferencia de 4 semanas, por lo cual no es extrapolable a 

la práctica clínica de un AVC (223). Así mismo, el reconocimiento antigénico por parte 

de los linfocitos T estimula la expresión del ligando de CD40 (CD40L o CD154) que se 

une al CD40 de la CPA. Esto estimula la expresión de la molécula B7 en las CPA y la 

secreción de citoquinas. Por tanto, la vía CD40 amplifica indirectamente la respuesta de 

los linfocitos T (224). Además, CD40 es una molécula de crucial importancia en la 

activación del linfocito B, ya que interacciona con CD40L del linfocito T helper, 

activando una señal imprescindible para la activación, proliferación y diferenciación del 

linfocito B (224). En el estudio de Tung et al combinaron anticuerpos contra CD40 y 

TMO, logrando un aumento de la supervivencia de la pata trasplantada (67 ± 16,4 días), 

pero no alcanzando tolerancia y los niveles de quimerismo al mes de la cirugía fueron 

indetectables (225,226). En otro estudio de trasplante traqueal en ratones, donde se 

analizaba la presencia de enfermedad obliterante como signo de rechazo, el empleo del 

anticuerpo monoclonal contra el ligando CD40 demostró la ausencia de rechazo, sin 

evidenciar quimerismo persistente ni toxicidad (227).  

El inconveniente de los protocolos no mieloablativos descritos hasta la fecha es que 

implican cierto grado de citoreducción, ya sea cuantitativa o funcional. Esto 

inevitablemente conlleva un periodo de inmunosupresión con los consiguientes riesgos 

que implica. El modelo de tolerancia ideal debería obviar protocolos de citorreducción. 

En base a esta premisa, se observó que había un grupo de células T denominadas células 

T reguladoras (Treg) (CD4+, CD25+, FoxP3+) cuya misión es la de modular la respuesta 

inmune de los linfocitos. Esto lo llevan a cabo mediante la supresión de las células 
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dendríticas y la liberación de citoquinas como TGF-β, IL-10, IL-35. También producen 

granzimas A/B y perforinas que conducen a la lisis de las células T efectoras, así como 

ocasionan la deprivación de la IL-2 a través de la propia expresión de receptores de IL-2 

de alta afinidad. Por último, dan lugar a la producción de metabolitos de Adenosin 

Monofosfato cíclico (AMPc) que conllevan alteraciones en el metaboloma de las células 

T efectoras (228). Por ello, el aumento de células Treg podría ser una alternativa a los 

modelos comentados previamente de tolerancia. En varios estudios con animales se llevó 

a cabo la administración de complejos IL-2/antiIL-2, aumentando el número de células 

Treg. Esto condujo a un aumento de la supervivencia del aloinjerto de extremidad 

posterior en rata, especialmente cuando se combinaba con la administración de 

rapamicina  (229,230). Por otra parte, se observó que la administracion de la proteína de 

fusión de IL-2 (hIL-2/Fc), aumentó también el número de células Tregs y además mejoró 

su capacidad supresora. En concreto, la capacidad de respuesta hacia otros antígenos 

permaneció intacta, lo que indicó una respuesta inmune específica indemne. Además, la 

medición de FoxP3+, INF-γ y Prf1, permitió predecir los episodios de rechazo bajo el 

tratamiento con hIL-2/Fc, ALS y CsA, lo cual permitiría la reducción supervisada de la 

inmunosupresión (231). 

Otro mecanismo de inmunorregulación estudiado en el ámbito de la tolerancia es el 

empleo de células madre mesenquimales. Estas son células progenitoras multipotentes, 

no hematopoyéticas, que son capaces de diferenciarse a varios tipos de célula 

mesenquimal (232). Estudios previos han demostrado que no expresan las moléculas de 

coestimulación como B7-1, B7-2 y CD40. Por tanto, probablemente son incapaces de 

estimular a los linfocitos T alorreactivos (233,234). Se ha demostrado  tanto in vitro como 

in vivo, sus acciones inmunomoduladoras, entre las que se incluyen la regulación de la 

actividad de las células T(235,236). En un modelo de trasplante de pata en cerdo se 
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demostró que la administración de células mesenquimales sin TMO aumentaba la 

supervivencia del trasplante, lo cual se relacionó con un aumento del recuento de células 

T reguladoras (237). Sin embargo, la preparación de células mesenquimales a partir de 

medula ósea es tediosa y consume bastante tiempo. Para superar esta limitación se llevó 

a cabo un estudio en modelo de trasplante de pata de rata mediante la administración de 

células madre derivadas de tejido adiposo, cuya extracción es más fácil. En él, se observó 

un aumento de la supervivencia del alotransplante (más de 150 días) en el grupo tratado 

con células madre de tejido adiposo junto con un ciclo corto de inmunosupresión con 

ALS (administrado 4 días antes y un día después del trasplante) y CsA (administrada 

durante 20 días tras la cirugía). Además, se demostró la modulación del sistema inmune 

a través de los cambios en la expresión de las citoquinas, con un aumento significativo de 

TGF-β e IL-10 y así como de las células Tregs (238).  

A nivel clínico, los estudios de tolerancia son más limitados. En la actualidad 

existen varios ensayos clínicos, la mayoría en pacientes con trasplante renal, pero los hay 

también con trasplante hepático y de AVC(191,239–244). Aunque cada vez son más los 

estudios enfocados en los mecanismos de tolerancia periférica, la mayoría de los estudios 

clínicos publicados se centran en la tolerancia central mediante el trasplante de células 

hematopoyéticas.  

La primera experiencia clínica de tolerancia en humanos se llevó a cabo en un 

paciente con fallo renal secundario a un mieloma múltiple. Se trasplantó de forma 

conjunta MO y un riñón, logrando establecer quimerismo hematológico y tolerancia al 

órgano trasplantado (245). A continuación, el grupo de Fudaba et al, llevaron a cabo un 

ensayo clínico con 6 pacientes con características similares al paciente previo (pacientes 

con insuficiencia renal terminal secundaria a mieloma múltiple) que recibieron un 

trasplante combinado de riñón y MO de hermanos con HLA idéntico. Como terapia de 
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inducción se empleó ciclofosfamida, irradiación tímica y ATG; se utilizó CsA como 

terapia de mantenimiento, que se disminuyó hasta suspenderse a los 60 días del trasplante, 

seguido de una infusión de leucocitos de donante (103 células T CD3+/kg). De los 6 

pacientes, 2 presentaron quimerismo completo, pero ambos sufrieron EICH, por lo que 

continuaron con su inmunosupresión. Los otros 4 pacientes tuvieron quimerismo mixto 

transitorio detectable y solo uno presentó rechazo tras la suspensión de la CsA en el día 

104 postrasplante, por lo que tuvo que volver a recibir inmunosupresión, aunque se pudo 

suspender al cabo del tiempo (a los 1,8 años). De esta forma, de los 6 pacientes, 4 pudieron 

suspender la medicación inmunosupresora habiendo generado tolerancia al trasplante 

renal y en todos los pacientes del ensayo la creatinina y función renal fueron normales 

(239). Tras el éxito de este último estudio, se realizaron otros similares, pero con pacientes 

sin enfermedades hematológicas (240,241,246–248). El grupo de Stanford (EEUU) es el 

que tiene más pacientes incluidos en ensayos clínicos. Se incluyeron 38 pacientes 

divididos en 3 cohortes en los que se realizó un trasplante de MO tras realizar el trasplante 

renal. En todas las cohortes se utilizaron regímenes inmunosupresores junto a irradiación 

linfoide total como terapia de inducción, que consistía en irradiar los ganglios del cuello, 

axila, mediastino, aórticos, ilíacos y pélvicos. Del total de pacientes se logró alcanzar la 

tolerancia y por tanto suspender la medicación inmunosupresora en 16 pacientes (240). 

El grupo de Massachussetts (EEUU), publicó los resultados obtenidos en 10 pacientes 

con trasplante de riñón y TMO. Para la inducción emplearon ciclofosfamida, antiCD2, 

CsA e irradiación tímica prequirúrgica. Tras la cirugía se continuó con FK-506 como 

terapia de mantenimiento, que se disminuyó hasta la suspensión entre 9-14 meses después 

del trasplante. Se logró el abandono de la inmunosupresión y, por tanto, la tolerancia al 

trasplante en 4 pacientes (240,247). El grupo de Northwestern (EEUU) llevó a cabo 19 

trasplantes de riñón con un protocolo de inducción que consistió en fluadarabina, 
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ciclofosfamida e irradiación corporal total el día antes del trasplante. A continuación, se 

realizó el trasplante renal seguido del trasplante de células madre hematopoyéticas y se 

continuó con la terapia de mantenimiento con MMF y FK-506. Se pudo suspender la 

medicación inmunosupresora en 12 pacientes, los cuales habían presentado quimerismo 

persistente, con biopsias renales sin signos de RA y función renal normal. No obstante, 

no se intentó suspender el tratamiento  en los pacientes con quimerismo transitorio, al 

contrario que los otros grupos, en los que se lograron resultados aceptables en pacientes 

que perdieron el quimerismo en el primer mes postrasplante (241). 

Con los resultados obtenidos en TOS, el intento de generar tolerancia se llevó al 

VCA, concretamente al trasplante de mano. Así en 2013, el grupo de Pittsburg (EEUU) 

llevó a cabo un ensayo clínico con 5 pacientes (2 de ellos recibieron trasplante bilateral 

de manos, otros 2 manos unilaterales y un paciente recibió un trasplante bilateral de 

mano/antebrazos) (142).  Se administró alemtuzumab y metilprednisolona como terapia 

de inducción; y a continuación, el trasplante de miembro superior seguido del TMO en el 

día 14 postquirúrgico. La terapia de mantenimiento se realizó con FK-506 en 

monoterapia. No se detectó quimerismo persistente y no hubo casos de EICH. Todos los 

pacientes presentaron en algún momento episodios de RA, que fueron tratados con éxito 

mediante con corticoides intravenosos y la administración tópica de FK-506 /clobetasol. 

A destacar que todos los pacientes continúan con el trasplante empleando como terapia 

de mantenimiento el FK-506 a dosis bajas (4-12 ng/ml), mientras que la mayoría de 

pacientes con trasplante de miembro superior son manejados con triple terapia de 

mantenimiento (FK-506, MMF y corticoides) (249,250).  
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1.6.Inmunomodulación: Tolerancia a endotoxina 

La inmunomodulación es la modificación del sistema inmunitario mediante el 

empleo de sustancias de origen bien biológico o químico. En algunos casos el objetivo 

será aumentar la intensidad de la respuesta inmune como en casos de inmunosupresión 

patológica o infecciones, y en otros será reducirla, como en el caso de los trasplantes para 

generar tolerancia o en enfermedades autoinmunes, estados alérgicos, etc.  

Las células del sistema inmune innato detectan y responden a “señales de peligro” 

(como patógenos o daño tisular) a través de los RRP expresados en la superficie de las 

células (251). El receptor tipo Toll 4 (TLR-4, del inglés Toll Like Receptor 4) es el RRP 

predominante en la detección de bacterias gram negativas y sus endotoxinas asociadas 

(como el lipopolisacárido [LPS] o lípido A) (252). El inicio y la finalización de una 

respuesta inmunitaria deben estar correctamente reguladas ya que, de lo contrario, una 

respuesta inflamatoria sin control puede conducir a su generalización, y derivar en un 

cuadro patológico como la sepsis, las enfermedades autoinmunes o el cáncer (253). En 

este sentido, la regulación de este estado inflamatorio es un mecanismo de protección 

frente al shock endotóxico. Uno de estos mecanismos clásicos de protección es la 

tolerancia a endotoxina (TE), definida como un fenómeno biológico que consiste en una 

reprogramación de las células del sistema inmune para responder de forma alternativa a 

las endotoxinas bacterianas después de una exposición inicial a este estímulo (254). No 

constituye una supresión completa del sistema inmune, sino más bien una reprogramación 

de las células del sistema inmune innato que da lugar a una activación alternativa de las 

mismas, desencadenando unos mecanismos diferentes a los usuales. Tiene lugar como 

resultado de la estimulación persistente del TLR, no sólo por LPS sino también por otros 

agonistas de TLR e incluso por mediadores inflamatorios independientes de TLR (254). 

El mecanismo por el cual la exposición a un ligando particular de TLR u otros mediadores 
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inflamatorios como las citoquinas reducen la respuesta inflamatoria a diferentes ligandos 

de TLR, se conoce como tolerancia cruzada y tolerancia inducida por citoquinas 

respectivamente (255).  

El primer artículo publicado sobre TE fue escrito por Paul Beeson en 1964. En su 

estudio en conejos, se realizó una inoculación repetida de vacunas contra la fiebre 

tifoidea, lo cual dio lugar a una reducción significativa de la fiebre inducida por dicha 

vacuna (256). Posteriormente, estudios experimentales con ratones mostraron que dosis 

de LPS subletales administradas de forma repetida, protegían frente a una dosis letal de 

endotoxina administrada más tarde (257). A partir de estos hallazgos, se llevaron a cabo 

estudios in vitro donde se observó que la exposición a LPS durante una hora era tiempo 

suficiente para desencadenar la TE. Sin embargo, el estado refractario de la célula no era 

permanente, si no que volvía a su fenotipo de respuesta proinflamatorio a un nuevo 

estímulo con LPS al cabo de 5 días aproximadamente (258). Esto implica que las células 

del sistema inmune innato podrían presentar una memoria inmunitaria y, por tanto, su 

respuesta no ser inespecífica, pudiendo estar regulado por factores epigenéticos (259). 

Así mismo, se observó una regulación a la baja de citoquinas proinflamatorias como TNF-

α, IL-6, IL-12, IL-1b, CCL3, CCL4 y CXCL10, y una sobrexpresión de citoquinas anti-

inflamatorias (como IL-10, TGF-β, e IL-1RA), receptores de lectina tipo C como 

MARCO, CLEC4a y CD64, reguladores negativos como IRAK-M (del inglés, 

Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase M; Kinasa asociada al receptor de IL-1) y una 

variedad de genes antimicrobianos (FPR1, AOAH, RNASET2) (258,260). Además, se 

observó que los macrófagos en estado de TE presentan una actividad fagocítica mayor, 

asociada a la sobreexpresión de su receptor de superficie CD64, aunque con una 

capacidad de presentación de antígenos deteriorada debido a la menor expresión de CMH-

II, siendo incapaces de pasar a la respuesta adaptativa o específica (254,258). A partir de 
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los estudios in vitro se empezaron a realizar estudios in vivo en modelos murinos, que 

confirmaron la relevancia fisiológica del proceso de tolerancia y han apoyado los datos 

obtenidos in vitro, así como han ayudado a discernir la contribución de los distintos tipos 

de células al resultado final de la TE (261–263). Posteriormente se llevaron a cabo 

estudios de TE in vivo en humanos, a los que se administró LPS (aproximadamente 1 

ng/kg peso corporal) y se controló su respuesta. Se observaron reducciones de las 

citoquinas proinflamatorias (TNF-α e IL-6) pero también de las citoquinas 

antiinflamatorias (IL-10 e IL-1RA), lo cual sugiere que, en condiciones de TE in vivo, la 

respuesta en general es mucho más compleja de lo que indican los estudios in vitro. Esto 

podría ser debido a la participación de otros grupos celulares, como los neutrófilos, que 

habitualmente no son tenidos en cuenta en estudios in vitro (261–263).  

1.6.1    Fisiopatología 

A nivel clínico la primera referencia de la TE se observó en pacientes con sepsis, 

donde se vio que había una desregulación de la respuesta inflamatoria inmediata tras la 

infección sistémica por bacterias gram negativas (264). Se distinguen 2 fases, la primera 

donde los pacientes sufren una respuesta inflamatoria masiva conocida como Síndrome 

de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS, del inglés Systemic Inflammatory Response 

Syndrome), seguida de una segunda etapa antinflamatoria de compensación (257). Esta 

segunda etapa es la manifestación clínica de la TE, conocida como Síndrome de 

Respuesta Compensatoria Antiinflamatoria (CARS, del inglés Compensatory Anti-

inflammatory Response Syndrome). Clínicamente, este estado se ha relacionado con un 

alto riesgo de infección secundaria y muerte (265). La TE supone un cambio en el 

fenotipo celular de pro-inflamatorio a anti-inflamatorio (266). Las células del sistema 

inmune innato son reprogramadas, de forma que producen una menor cantidad de 

mediadores inflamatorios (como TNF-α, IL-12, IL-23, IL-6), expresando mayor 
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concentración de citoquinas antiinflamatorias al ser expuestas a estímulos secundarios del 

TLR (254). Así mismo, presentan una menor capacidad de presentación de antígenos por 

una menor expresión de CMH de clase II (CD86) y CIITA (254,258). Por otra parte, la 

sobreexpresión de factores antiinflamatorios como la IL-10 es un aspecto controvertido, 

ya que muchos autores han afirmado que su papel es crucial en la TE mientras que otros 

no opinan lo mismo (259,267). En esta línea se ha visto que ratones sin capacidad de 

expresión de IL-10 pueden reproducir el estado de TE, por lo que otros factores 

antiinflamatorios deben contribuir a su desarrollo (como TGF-β, IL-1RA, SLPI, 

glucocorticoides, etc) (259).  

La TE se ha observado también en otras patologías como la fibrosis quística, el 

síndrome coronario agudo, los ictus o en los procesos cancerígenos. En la fibrosis 

quística, la mutación de la proteína CFTR (Regulador de la Conductancia 

Transmembrana de la Fibrosis Quística, del inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator), afecta de forma predominante al epitelio exocrino, siendo los 

órganos más frecuentemente afectados el pulmón, el páncreas, el hígado, el intestino y el 

páncreas exocrino (268). La morbilidad y mortalidad de estos pacientes es con frecuencia 

resultado de infecciones crónicas de la vía aérea baja.  Las infecciones polimicrobianas 

recurrentes causan un deterioro progresivo del tejido pulmonar, acabando en fracaso 

respiratorio y muerte en el 90% de los pacientes (268). Se han visto concentraciones altas 

de LPS en el plasma y el aislamiento de monocitos circulantes ha demostrado una 

capacidad de expresión citoquinas inflamatorias disminuida, un aumento de la 

fagocitosis, una disminución de la expresión de HLA-II, una disminución de la capacidad 

de presentación de antígenos y una expresión baja de los niveles de TREM-1(del inglés, 

Triggering receptors expressed on myeloid cell 1; receptores de activación expresados en 

células mieloides 1) (258,269). Todos estos datos indican que los pacientes con fibrosis 
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quística se encuentran bloqueados en un estado de TE, que evitaría una tormenta de 

citoquinas permanente la cual comprometería su supervivencia (259).  

En el síndrome coronario agudo el sistema inmune innato juega un papel 

fundamental en la progresión de las placas ateroescleróticas y en la remodelación del 

miocardio infartado (270,271). Los macrófagos circulantes durante las 3 primeras horas 

tras el infarto muestran un fenotipo proinflamatorio con regulación al alza de TNF-α, 

exponiendo niveles elevados de IRAK-M (272). Esto último da lugar, a nivel molecular, 

a una regulación negativa de la respuesta proinflamatoria. Por ello, horas después del 

infarto se ha comprobado que se produce un cambio en la respuesta a un fenotipo 

antiinflamatorio (272). Así mismo, se ha visto que los pacientes estudiados en los que los 

macrófagos presentaban un fenotipo de TE (por ejemplo, expresión disminuida del CMH-

II o una capacidad de presentación de antígenos disminuida), tenían más probabilidad de 

reingresar por infección en los 3 meses siguientes (259). Esto es un ejemplo claro de 

heterotolerancia, donde el sistema inmune innato del paciente falla a la hora de reaccionar 

contra un patógeno externo al que no se había expuesto previamente. Algo similar ocurre 

en pacientes con ictus, donde un tercio fallecen a consecuencia de factores no 

relacionados directamente con la patología de base, como puede ser una infección 

secundaria (259,273).  

Por otra parte, se ha visto que las células del sistema inmune innato en pacientes 

con leucemia linfática crónica muestran características de TE (274). Los macrófagos se 

vuelven tolerantes al tumor, disminuyendo la producción de citoquinas proinflamatorias 

mediado por la regulación de IRAK-M (275). Así mismo, disminuye la expresión de HLA 

II, CIITA, disminuye la capacidad de presentación de antígenos y aumenta la capacidad 

fagocítica de los mismos (276). Todo ello podría explicar el alto riesgo de infecciones 
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secundarias que presentan estos pacientes, asumiendo una tolerancia cruzada como 

hemos visto previamente (259,277).  

Mientras que en la sepsis los pacientes están expuestos a endotoxinas bacterianas, 

en el resto de patologías mencionadas se encuentran libres de éstas. En estas patologías 

DAMPs como HMGB1 (del inglés, chromatin-associated protein high-mobility group 

box 1; proteína de alta movilidad del grupo 1 asociada a la cromatina) y las células 

tumorales, respectivamente, podrían ser las responsables de la reprogramación del 

sistema inmune innato impulsándolo a un estado de TE (254). 

1.6.2       Mecanismos moleculares 

El mecanismo de la TE está regulado por complejas vías moleculares en macrófagos 

y otras células del sistema inmune innato. Estas vías moleculares están controladas por la 

modulación intracelular de proteínas de señalización, así como por ARN no codificados 

(ARNnc), como microARNs y ARNlnc (ARN no codificado grande). 

La señalización a través de la vía TLR4 es una de los principales mecanismos 

moleculares de detección de bacterias gram negativas y sus toxinas, empleando 2 vías 

intracelulares diferentes: MyD88 y TRIF (252). A través de la vía MyD88 se produce la 

transcripción del factor NF-kB, así como de genes implicados en la producción de 

citoquinas proinflamatorias (TNFA, IL1B, IL6, IL12B). La vía TRIF activa la 

transcripción de los factores IRF3 (del inglés, Interferon Regulatory Factor 3; Factor 3 

de regulación del interferón) y STAT1, los cuales van a inducir la expresión de INF-β, 

CCL5 y CXCL10 (252,278). Se ha comprobado en estudios in vitro que la TE asocia a 

una disminución de la actividad de la vía My-D88, con el consiguiente empeoramiento 

en la actividad de IRAK-1, defecto en la activación de MAPKs y de NF-κB. Mientras, la 

vía TRIF permanecería como vía predominante, aumentando la expresión de genes como 

INF-β y CCL5, así como un aumento de la expresión de IL-10 (a través de TRAF3 e IFN-
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I) (278). Por otra parte, diferentes estudios han profundizado en la regulación interna de 

las vías mencionadas, descubriendo nuevos roles en diferentes moléculas como SHIP-1, 

A20 e IRAK-M (279). De todas ellas, la pseudoquinasa IRAK-M se ha considerado como 

regulador principal dentro de la TE. Su expresión se induce de manera consistente en la 

TE así como en otras patologías como la sepsis, el cáncer, el asma y el síndrome coronario 

agudo (257). Estudios in vivo en ratones han demostrado que la deficiencia en IRAK-M 

provoca la incapacidad para desarrollar TE (280). En condiciones basales no se expresa, 

pero es rápidamente inducida ante la primera exposición a LPS y su sobreexpresión en 

humanos se ha relacionado con la alta mortalidad que presentan los pacientes con sepsis 

inducida por gram negativos (257,281). Diferentes estudios sugieren que el mecanismo 

por el que IRAK-M regula la respuesta al LPS se relaciona con la inhibición de la vía de 

señalización TLR4-MyD88 (254,257). El TREM-1 (Receptor de Activación Expresado 

en Células Mieloides 1; del inglés, Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1) 

se expresa en la superficie de los monocitos y presenta un papel importante en el 

desarrollo de la TE. Su acción principal es aumentar la expresión de citoquinas 

inflamatorias tras la activación de TLR en células mieloides y su expresión se encuentra 

disminuida en monocitos aislados de pacientes con TE (269,282) (Figura 7).  

Centrándonos en el núcleo celular, estudios del transcriptoma de 

monocitos/macrófagos han mostrado una reprogramación génica de éstos durante la TE. 

Así, encontramos un grupo de genes inflamatorios cuya expresión está disminuida y otro 

grupo de genes antiinflamatorios cuya expresión esta aumentada, todo ello como un 

mecanismo de protección frente al shock séptico. Este patrón distintivo de la expresión 

génica se debe a modificaciones en la cromatina inducidas tras la activación de TLR 

(260). Las modificaciones epigenéticas de la cromatina y del ADN, constituyen un 

importante nivel de regulación. La modificación de las histonas dentro de los 
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nucleosomas va a condicionar el grado de enrollamiento del ADN y, a su vez, el grado de 

accesibilidad para la transcripción génica (254,283). La acetilación y desmetilación de las 

histonas activa la transcripción activa mientras que la desacetilación o la metilación causa 

el silencio génico (283). Se ha visto que el LPS induce la metilación de histonas en genes 

pro- y anti-inflamatorios, pero ante un nuevo estímulo con LPS sólo se produce una 

reacetilación de las histonas de los genes antiinflamatorios, produciendo el reclutamiento 

de la ARNpolimerasa y la transcripción de los mismos mientras que los promotores de 

los genes inflamatorios permanecen inactivos (260).  

Los ARNnc han emergido como un importante mecanismo de regulación 

postranscripcional de la expresión génica. Varios microARN (miR-146, miR-125b, miR-

98, miR-579, miR-132, let-7e) son inducidos por la activación de TLR y promueven de 

forma recíproca la TE y/o tolerancia cruzada. Por ejemplo, la administración de LPS 

aumenta la expresión de 2 microRNA (miR146 y miR155) en monocitos humanos (284). 

Ambos regulan a la baja la inflamación al atenuar la señalización de la vía TLR4 a través 

de la regulación postranscripcional de proteínas como IRAK-1 Y TRAF6 (284). Los ARN 

largos no codificantes (Mirt2, THRIL, MALAT1, lincRNA-21, entre otros), también se 

alteran con la activación de TLR y regulan negativamente la señalización a través del 

mismo (285). Pero la TE no solo está regulada por mediadores intracelulares, sino 

también por mediadores solubles independientes de TLR como citoquinas o ARNnc 

solubles, que podrían lograr su efecto a través de la modulación de ARNnc intracelulares 

(285). La regulación de varias citoquinas y quimiocinas en células tratadas con LPS o 

tolerantes a LPS se ha atribuido a la estabilidad diferencial de ARNm y la proteína, lo 

cual sugiere un papel importante para los ARNnc en la regulación de la citoquinas y 

quimiocinas inflamatorias (286). No obstante, hay un gran número de ARNnc implicados 
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en la TE cuya contribución permanece desconocida por lo que aún queda mucho por 

descubrir en este campo.  

 

 

Figura 7: Mecanismos moleculares de la TE. DAP12, DNAX del inglés, activation protein of 12 kDa; 
proteina de activación de 12 kDa. IFNβ, interferon-beta. IL,interleuquina. IKK, IκB kinasa. IRAK, del 
inglés interleukin-1 receptor-associated kinase; Kinasa 4 asociada al receptor de IL-1.  IRF3, del inglés 
interferon regulatory transcription factor 3; regulador del factor de transcripción de interferon 3. ITAM, del 
inglés, immunoreceptor tyrosine-based activation motif; motive de activación del inmunorreceptor basado 
en tirosina. JAK, Janus kinasa; miRNA, microARN. MMP, del inglés matrix metalloproteinase;  
metaloproteinasa de matriz. MyD88, del inglés myeloid differentiation primary response gene 88; factor de 
diferenciación mieloide 88. NF-κB, del inglés nuclear factor-kappa-B; factor nuclear kappa-B. SOCS3, del 
inglés suppressor of cytokine signaling proteins 3; supresor de proteínas de señalización de citocinas 3. 
STAT1, del inglés signal transducer and activator of transcription 1; transductor de señal y activador de 
transcripción 1.  sTREM1, del inglés soluble triggering receptor expressed on myeloid cells 1; receptor 
desencadenante soluble expresado en células mieloides 1. SyK, del inglés Spleen tyrosine kinase; Tirosina 
quinasa del bazo. TBK1, TANK-binding kinase 1; kinasa 1 de union a TANK. TGF-β, del inglés 
transforming growth factor-beta; Factor de crecimiento transformante beta. TLR4, del inglés Toll-like 
receptor 4; receptor tipo Toll 4. TNF-α, del inglés tumor necrosis factor-alpha; Factor de necrosis tumoral 
alfa.  TRAF6, del inglés TNF receptor associated factor (TRAF) protein family 6; Familia de proteínas del 
factor asociado al receptor de TNF 6. TREM1, del inglés triggering receptor expressed on myeloid cells 1; 
receptor activador expresado en células mieloides 1. TRIF, del inglés TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-β; proteina adaptora que contiene el dominio TIR que induce INF-β. (Reproducido con 
permiso: López-Collazo E, del Fresno C. Pathophysiology of endotoxin tolerance: Mechanisms and clinical 
consequences. Critical Care. 2013, Copyright Biomed Central). 
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1.6.3        Lipopolisacárido 

El LPS es una molécula glicolipídica anclada a la membrana externa de las bacterias 

gran negativas y es considerado el antígeno de superficie más importante de éstas. Se 

compone fundamentalmente de 2 regiones: un glucolípido llamado Lípido A y un 

heteropolisacárido conocido como núcleo o core, unidos entre sí por el azúcar ácido 2-

keto-3deoxioctanato (KDO). El lípido A es la fracción biológicamente activa de la 

molécula; se trata de un disacárido (glucosamina) unido a ácidos grasos (generalmente 

acido caproico, mirístico, palmítico o esteárico). El núcleo se subdivide en un core 

externo (formado por hexosas) y un core interno (formado por heptosas). En algunos 

microorganismos el LPS presenta una región sacárida adicional conocida como antígeno 

O, el cual es un polímero altamente variable entre especies, que consta de 1 a 8 residuos 

glicosídicos (287,288).  

Entre las funciones del LPS encontramos el mantenimiento y organización de la 

membrana externa bacteriana, el mimetismo molecular, la inhibición de anticuerpos, las 

variaciones antigénicas, la activación del sistema inmune y la mediación en la adherencia 

a las células y el tejido del huésped (289). Sin embargo, probablemente la función más 

importante es su potente acción endotóxica, siendo el principal responsable del shock 

producido en la sepsis por bacterias gram negativas (287).  

Cuando la bacteria gran negativa muere o se multiplica, el LPS es liberado de la 

membrana y es capturado por la proteína de unión al LPS (LBP, del inglés, LPS Binding 

Protein). El complejo LPS-LBP facilita la unión al receptor CD14 situado en la superficie 

de los monocitos, los macrófagos, los polimorfonucleares y las células endoteliales. La 

función principal de este receptor es transferir el LPS al complejo encargado de su 

reconocimiento: MD-2/TLR4. Una vez formado el complejo LPS- MD-2/TLR4, el TLR4 

inicia una reacción que comienza con la interacción con proteínas celulares que poseen 
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dominios TIR (del inglés Toll  Interleukine Receptor; receptores Toll de Interleuquina 1) 

(290,291). La señal de transducción del LPS a través de TLR4 se puede dividir en 2: la 

vía dependiente de la proteína MyD88 y la vía dependiente de la proteína TRIF. Cada una 

de las vías termina en un mismo punto donde activan el factor de transcripción nuclear 

NF-kB, el cual se transloca al núcleo y se une a la región promotora de los genes de 

respuesta inflamatoria. Si se activa por la vía TRIF la respuesta final será la transcripción 

de interferones tipo I, mientras que si lo hace por MyD88 el resultado será la transcripción 

de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-α) (292) (Figura 8).  

 

Figura 8: Reconocimiento y vías de transducción de LPS. LPS, lipopolisacárido. LBP, del inglés, LPS 
Binding Protein; proteína de unión al LPS. TLR4, del inglés Toll-like receptor 4; receptor tipo Toll 4. 
TRIRAP, proteína adaptadora del dominio TIR. TRAM, molécula adaptadora relacionada con el TRIF. 
MyD88, del inglés myeloid differentiation primary response gene 88; factor de diferenciación mieloide 88. 
TRIF, del inglés TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β; proteina adaptora que contiene el 
dominio TIR que induce INF-β. NF-κB, del inglés nuclear factor-kappa-B; factor nuclear kappa-B 
(Reproducido con permiso: Lu YC, Yeh WC, Ohashi PS. LPS/TLR4 signal transduction pathway. 
Cytokine. 2008, Copyrighgt Elsevier). 
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Como hemos visto anteriormente la estimulación del receptor TLR4, a través de la 

producción de citoquinas proinflamatorias, va a desencadenar una serie de respuestas en 

el organismo como el aumento de permeabilidad vascular, un aumento de la expresión de 

la moléculas de adhesión en los leucocitos y en las células endoteliales, la producción de 

nuevas citoquinas y quimiocinas, la activación de factor XII de la coagulación, la 

fibrinolisis, la activación de la vía clásica del complemento, entre otras (293). Todo ello 

puede culminar en un shock endotóxico con fallo multiorgánico y muerte del individuo 

(287). Debito a esto, existen unas vías de inhibición de la señal de transducción del LPS 

como mecanismo de protección. A nivel del citoplasma, se encuentran las proteínas 

TIRAF1 - TIRAF4 (factor 1/4 asociado al receptor de TNF) e IRAK-M, que inhiben al 

NF-kB y a la proteína MyD88 respectivamente; las proteínas RP105 (radioprotector 105), 

ST2L (análogo del receptor de IL-1) y la SIGIRR (molécula relacionada con la 

inmunoglobulina 1) se expresan en la superficie de las células e inhiben directamente al 

receptor TLR4, a la proteína MyD88 y al TIRAP, respectivamente (294). Concretamente, 

la activación de la pseudoquinasa IRAK-M se ha descrito como una vía esencial de 

control de la respuesta inflamatoria intracelular. En el estudio in vitro de Kobayashi et al 

se vio una sobreexpresión de IRAK-M tras la estimulación de monocitos con LPS, con 

una disminución consecuente de la expresión de citoquinas proinflamatorias, actuando 

así como un regulador negativo de la señalización intracelular de TLR (280). 

Cuando las células del sistema inmune innato se exponen a bajas dosis de LPS, 

entran en un estado transitorio de “falta de respuesta” y son incapaces de responder a 

posteriores estímulos con LPS, entrando en un estado de TE. Este fenómeno se ha podido 

demostrar tanto in vitro  como in vivo  en estudios animales al igual que en el humano 

(258,262,295–298). Estudios recientes han señalado una “ventana de tolerancia”, donde 

los monocitos de voluntarios sanos entraban en un estado de tolerancia una hora después 
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de entrar en contacto con el LPS, y permanecían así hasta 5 días. Tras este tiempo, las 

células se revertían a su fenotipo proinflamatorio habitual ante un estímulo con LPS 

(258). Esta ventana de tolerancia se ha intentado aprovechar en un estudio reciente de 

alotrasplante cardiaco en ratones mediante el precondicionamiento con LPS, obteniendo 

un mayor tiempo de supervivencia respecto a los grupos no precondicionados (299). Sin 

embargo, el grupo al que se administró el LPS presentó mayores complicaciones al inicio 

del tratamiento, secundarias a la respuesta inflamatoria inicial, lo cual no sería asumible 

si lo extrapolásemos a la práctica clínica. Por tanto, dado que se ha establecido la 

factibilidad de la aplicación de la TE en el campo de la trasplantología, se impone la 

necesidad de buscar análogos de LPS que no supongan una toxicidad inicial y que 

permitan desarrollar tolerancia.  

1.6.4         Galactomanano 

EL GAL es un biopolímero tipo polisacárido presente en la pared celular de los 

hongos Aspergillus spp., aunque también se ha identificado en la pared de otros tipos de 

hongos como Fusarium spp., Scedosporium spp., Alternaria spp., Histoplasma spp. y 

Penicillium spp.  Está formado por un esqueleto de manosa con ramificaciones 

constituidas por unidades de galactofuranosa (300). La cadena principal está compuesta 

por un tetra α-1,2-manósido conectado a través de un enlace α-1,6, y los residuos de 

galactofuranosa se unen a la manosa a través de un enlace β-1,3 o β-1,6 (ver Figura 9A). 

Presenta tres formas diferentes: unido a la membrana a través de una molécula de 

inositolfosfoceramida, en la pared celular, donde está unido de forma covalente a 1,3-

glucanos; y secretado en forma de polímero libre (ver Figura 9B). El Aspergillus spp. 
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libera el GAL como parte del proceso de reciclaje de la pared celular durante el 

crecimiento de las hifas (301).  

 

 

El GAL tiene diversas funciones. La primera es la organización de la pared celular 

fúngica, controlando la permeabilidad de la misma y aportando resistencia a las 

agresiones externas. Participa en el crecimiento apical del hongo, la polarización del tubo 

germinal y en el proceso de conidiación, constituyendo una herramienta diagnóstica 

precoz de las infecciones fúngicas invasivas a través de la detección de residuos de 

galactofuranosa de la cadena lateral mediante la prueba de ELISA (301). Así mismo, el  

GAL es una molécula clave en el proceso de reconocimiento por parte del sistema inmune 

del huésped, y lo hace a través de los receptores TLR-2 y 4 y Dectina-1 y 2. La Dectina-

1 es un receptor de lectinas tipo C que reconoce residuos de β-glucano de los conidios en 

germinación, activando vías como Syk quinasa, el inflamasoma CARD9 (del inglés, 

Figura 9: Estructura y localización del GAL. A. Estructura de la unidad de repetición del GAL. La cadena 
principal de manano está compuesta por un tetra-α 1,2-manósido conectado a través de un enlace α -1,6. 
Las cadenas laterales están constituidas por residuos de galactofuranosa unidos a manosa a través de un 
enlace β 1,3 o β 1,6. B. El GAL se puede encontrar en tres formas diferentes: en la membrana plasmática a 
través de una molécula de inositolfosfoceramida, en la pared celular donde el GAL se reticula con β -1,3-
glucano, o libre en forma de polímero. (Reproducido con permiso: Fontaine T, Latgé JP. Galactomannan 
produced by Aspergillus fumigatus: An update on the structure, biosynthesis and biological functions of an 
emblematic fungal biomarker. Journal of Fungi. 2020, Copyright Creative Commons Attribution License). 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Caspase-Associated Domain-Containing Protein 9) y el NF-κB, que inducen la expresión 

de citoquinas y quimioquinas como TNF-α, IL-6, IL-1α, IL-1β, G-CSF (factor 

estimulante de colonia de granulocitos), GM-CSF (factor estimulante de colonia de 

granulocito/macrófago), MIP-1α y MIP-1β (proteínas inflamatorias del macrófago α y β) 

e IL-10 (302). La Dectina-2 reconoce α-mananos, lo que induce la producción de IL-1β, 

TNF- α, IL-23 e IL-10 mediada por Syk quinasa y NFκB (303). A través de estos 

receptores va a desencadenar un efecto inmunoestimulador e inmunomodulador. En un 

estudio reciente in vitro con macrófagos murinos, se observó que la exposición al GAL 

presentaba un efecto inmunoestimulador al inducir la expresión de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-α, IL-6 e IL-12 en macrófagos y células dendríticas, 

principalmente a través del receptor TLR4. La activación de este último desencadena la 

activación de la cascada de MAPKs, incluídas ERK1 y 2, JNK 1 y 2 y p38 que conducirán 

a la producción de citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, esta actividad 

inmunoestimuladora fue mucho menor que la producida por LPS (p<0,001). En este 

mismo estudio, se observó que la estimulación posterior con LPS de las células que habían 

sido expuestas a GAL previamente, presentaban una respuesta atenuada, marcada por una 

disminución en la expresión de citoquinas TNF-α e IL-6. Este fenómeno de TE inducida 

por GAL se relacionó con una activación reducida de NF-κB (304). En consonancia con 

esta investigación, el estudio in vitro desarrollado por Toledano et al, demostró que el 

GAL era capaz de inducir un estado de tolerancia en monocitos humanos de forma 

parecida al LPS, pero sin producir la respuesta inflamatoria sistémica de éste. Esto es, una 

disminución de la producción de citoquinas proinflamatorias y una disminución de la 

expresión de HLA-II así como del gen principal que lo regula (CIITA). Observaron que 

no había un aumento en la expresión de la pseudoquinasa IRAK-M, al contrario de lo que 

sucedía en la TE inducida por LPS. Así mismo, se detectó un aumento en la expresión de 
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NF𝜅B2/p100 (305). Esta proteína de la vía no canónica de la activación NF-kB, exhibe 

propiedades inhibitorias sobre la vía clásica o canónica. En células no estimuladas, el NF-

κB se encuentra secuestrado en el citoplasma mediante la interacción con las proteínas 

inhibidoras de κB (IκBs), entre las cuales encontramos IkBa, IkBb e Ikε. En respuesta a 

estímulos con agonistas, los IκBs son degradados por el proteosoma 26S tras la activación 

de las quinasas de los inhibidores de NF-κB (IKKs), liberando los dímeros de NF-kB, que 

se traslocan al núcleo y modulan la transcripción génica.  En este sentido, NF𝜅B2/p100 

podría considerarse una cuarta proteína IκB, que secuestra los dímeros de NF-kB en el 

citoplasma impidiendo la expresión de citoquinas proinflamatorias (306). Por otra parte, 

se observó en el estudio que con la administración de un inhibidor del receptor de dectina-

1, no se producía la mencionada sobrexpresión de NF𝜅B2/p100 y, además, se revertía el 

estado tolerante. Todo ello indica que el GAL actúa a través del receptor de la Dectina-1 

que a su vez modula la vía TLR mediante la sobreexpresión de NF𝜅B2/p100 (305).  

La menor respuesta inflamatoria inicial y el desarrollo de TE en monocitos in vitro, 

abre una vía para la aplicación del GAL como análogo de LPS en el estudio de la 

inmunomodulación que se requiere en el trasplante para lograr tolerancia y disminuir o 

suprimir el empleo de fármacos inmunosupresores.  
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2. HIPÓTESIS 

Hasta donde conocemos, el efecto que la infusión de LPS y GAL pueden tener sobre 

el desarrollo de tolerancia previa a una AVC no ha sido evaluado. El presente trabajo 

tiene como objetivo principal valorar el efecto inmunomodulador del 

precondicionamiento con LPS o GAL en el contexto de un AVC experimental de 

extremidad posterior en ratas, comparando las diferencias en el tiempo hasta la aparición 

de un episodio de RA.  

Se establece como hipótesis nula (H0) que no existen diferencias en el tiempo entre 

los alotrasplantes precondicionados con GAL o LPS y aquéllos no precondicionados. 

Como hipótesis alternativa (H1), se establece que existen diferencias en el tiempo entre 

alotrasplantes precondicionados con LPS o GAL y aquéllos no precondicionados.  

Además, se establecen como objetivos secundarios: 

- Valorar la morbilidad asociada a los distintos precondicionamientos. 

- Valorar la intensidad del rechazo en las biopsias tisulares. 

- Analizar la duración del quimerismo en sangre periférica. 

- Estudiar el cambio a la respuesta inmune adaptativa. 

- Analizar los niveles de expresión de las citoquinas tras el precondicionamiento. 

- Adquirir destreza en técnicas microquirúrgicas.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1.Protocolo quirúrgico experimental 

Se realizaron trasplantes de patas traseras entre ratas (Rattus Norvergicus) cruzando 

el CMH (307). Los animales previamente se dividieron en 4 grupos de experimentación 

según el precondicionamiento que recibieron. El grupo I recibió 1 ml de suero salino 

fisiológico (SSF) intravenoso (i.v.) 72 horas antes de realizarse el trasplante. El grupo II 

se precondicionó 72 horas pretrasplante con una dosis i.v. no letal de 0,8 mg/Kg (0,16 

ml/Kg) de LPS (Serotype 055:B5, Sigma) (308). El grupo III recibió una dosis de 80 

mg/Kg (8.00 ml/Kg) vía oral de GAL (D-Galacto-D-mannan, 48230-100 mg, Sigma) 72 

horas pretrasplante, y el grupo IV recibió la misma dosis de GAL, pero 24 horas antes de 

la intervención (ver Tabla 4). Posteriormente todos los grupos de experimentación 

recibieron inmunosupresión diaria con CsA a dosis terapéuticas en pauta decreciente 

durante 4 semanas. Los animales trasplantados se mantuvieron con vida hasta que 

presentaron un episodio de RA con alopecia y desepitelización macroscópica (309,310).  

 

  

 Precondicionamiento Inmunosupresión N Recuperación Análisis 

Grupo I SSF i.v. 72 horas 
pretrasplante 

CsA a dosis 
terapéuticas en 

pauta decreciente 

6 

Hasta episodio 
de RA 

 

Quimerismo en 
sangre periférica 

Grado de rechazo 

Infiltrado 
leucocitario tisular 

Expresión génica 
de las citoquinas 

Grupo II LPS i.v. 72 horas 
pretrasplante 6 

Grupo III GAL i.v. 72 horas 
pretrasplante 6 

Grupo IV GAL i.v. 24 horas 
pretrasplante 6 

Tabla 3: Esquema de los grupos de experimentación. CsA: ciclosporina A. RA: rechazo agudo. 
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Se utilizaron ratas Brown-Norway (LBN RT1n) de 5-11 semanas de vida como 

donantes, y ratas Wistar-Lewis (LEW RT1l) de 10-11 semanas de vida como receptoras 

(219). Todos los animales del estudio recibieron un trato digno, de acuerdo con la 

Directiva del Consejo de Europa publicada el 22 de septiembre de 2010 (2010/63/UE). 

El estudio contó con la aprobación del Comité Ético y de Bienestar Animal (CEBA) del 

Hospital Universitario La Paz con número 01/2016. 

Los procedimientos se realizaron bajo condiciones de asepsia, y durante la 

intervención los animales se mantuvieron calientes con la temperatura estable gracias a 

una manta eléctrica. La cirugía se realizó con anestesia inhalatoria, realizando primero la 

inducción con isoflurano al 5% (Forane®, Abbott), y manteniéndose posteriormente al 

animal con una mascarilla con flujo de isoflurano al 2%. Como suplemento de fluidos se 

inyectaron 7 ml de SSF subcutáneos, distribuidos de la siguiente forma: 2 ml antes de 

iniciar la intervención, 3 ml antes de la perfusión del aloinjerto y 2 ml al finalizar la 

cirugía (311). Tras la intervención los animales se estabularon en celdas individuales en 

condiciones de aislamiento en un rack ventilado, con pienso y agua a demanda. La 

analgesia posoperatoria se realizó administrando tramadol 20 mg/kg/12h s.c. durante los 

primeros 2 días postoperatorios y teniendo en cuenta la presencia de signos de dolor por 

la escala de muecas para roedores (Grimace Scale) (ver Figura 10) (312,313). Junto con 

la analgesia se administró profilaxis antibiótica con enrofloxacino (Ganadexil®, Livisto) 

5-10 mg/kg/24h s.c. 
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Para evaluar el protocolo quirúrgico experimental, se recogieron las siguientes 

variables: 

1. Tiempo de intervención (medido en minutos), desde el inicio de la disección 

inguinal del animal donante, hasta el cierre cutáneo del animal receptor. 

Figura 10: Escala de muecas para roedores (Grimace scale). (Reproducido con permiso: Sotocinal SG, 
Sorge RE, Zaloum A, Tuttle AH, Martin LJ, Wieskopf JS, et al. The Rat Grimace Scale: A partially 
automated method for quantifying pain in the laboratory rat via facial expressions. Mol Pain. 2011, 29;7:55, 
Copyright SAGE). 
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2. Tiempo de microcirugía (medido en minutos), desde el inicio de la anastomosis 

arterial hasta el final de la anastomosis venosa, tras verificar que ambas fueran 

permeables y no presentaran fugas de sangre entre los puntos. 

3. Supervivencia del animal al final del procedimiento. 

4. Existencia de complicaciones intraoperatorias, entendiéndose como tal la 

ausencia de permeabilidad de la anastomosis requiriendo su repetición o la 

muerte del animal por incidencias a nivel respiratorio o hemodinámico.  

3.1.1. Extracción del aloinjerto 

Tras comprobar el correcto nivel anestésico mediante la estimulación de una pata 

del animal, se comenzó el procedimiento colocando al animal en decúbito supino sobre 

la manta eléctrica y un paño estéril. Se empleó pomada epitelizante (Oculos®, Novartis) 

para proteger los ojos del animal. Se preparó el campo quirúrgico rasurando el pelo de la 

pata posterior y de la ingle, y se acondicionó la piel con solución antiséptica de povidona 

yodada al 10% (Betadine®, Meda). Se empezó la cirugía mediante una incisión horizontal 

a nivel inguinal, visualizándose el ligamento inguinal que se ancló mediante seda 2/0 para 

rechazar el colgajo superior hacia el abdomen. A continuación, se ligaron los vasos 

epigástricos superficiales con una seda de 6/0. Se disecó el paquete vasculonervioso 

femoral desde el ligamento inguinal hasta el tercio distal del muslo del animal, ligando 

los vasos circunflejos femorales en su cara posterior con seda de 6/0. Los vasos femorales 

fueron ligados lo más proximalmente posible también con seda de 6/0 y con un clamp 

vascular en su cabo distal. Una vez terminada la disección vascular, se llevó a cabo la 

disección muscular con ayuda de un electrocauterio bipolar, seccionando la musculatura 

de medial a lateral a nivel del tercio medio del muslo del animal. Se realizó la sección del 

nervio ciático con bisturí frío y se seccionó el fémur con una gubia a nivel del tercio 
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medio del mismo. Los vasos femorales fueron lavados con solución salina heparinizada 

(10 UI/ml) (314). 

Una vez obtenida la pata se procedió al sacrificio del animal mediante inyección de 

1 ml de cloruro potásico intracardiaco, y se comprobó tanto la ausencia de pulso como de 

respiración. La pieza del trasplante se conservó en suero estéril frío a 4ºC, protegida con 

gasas húmedas (ver Figura 11).  

 

Figura 11: Extracción del aloinjerto. A. Se observa el abordaje inguinal, con los vasos femorales ya 
ligados. Se marca el nivel de la sección muscular. B. Musculatura del cuádriceps femoral seccionada 
visualizándose fémur. C. Imagen posterior con línea de marcado de sección muscular. D. Sección muscular 
completada visualizándose el fémur por su parte posterior y el nervio ciático. 

 

3.1.2. Técnica quirúrgica en el animal receptor 

Una vez anestesiado el animal receptor de forma correcta, se procedió a su 

preparación mediante rasurado de la zona inguinal y aplicación de solución antiséptica de 



94 
 

povidona yodada al 10% (Betadine®, Meda). Se realizó una incisión oblicua a lo largo 

del pliegue inguinal, se ligaron los vasos epigástricos superficiales con seda 6/0 y se 

rebatió el colgajo abdominal hacia proximal. Una vez expuestos lo vasos femorales, se 

procedió a su disección y se ligaron distalmente a la salida de los vasos epigástricos, 

preparando el segmento proximal a la ligadura para la anastomosis termino-terminal con 

el pedículo del aloinjerto (ver Figura 12).  

 

Figura 12: Animal receptor. A. Marcaje de incisión cutánea. B. Preparacion de vasos femorales. Extremos 
distales ya ligados y extremos proximales con clamp temporal hasta la anastomisis. C. Aloinjerto animal 
donante. 

 

Para facilitar el procedimiento, primero se aseguró el aloinjerto mediante sutura 

cutánea con puntos sueltos de seda de 4/0. A continuación, se realizó la anastomosis 

microquirúrgica termino-terminal de los vasos femorales con sutura monofilamento 

irreabsorbible de 10/0 con aguja de 5,1 mm 3/8c (Ethilon®, Johnson & Johnson) (307). 



95 
 

Las anastomosis vasculares fueron todas termino-terminales tanto para la vena como para 

la arteria, realizándose a nivel del tercio proximal del muslo del animal. No se realizaron 

neurorrafias, miorrafias ni fijación ósea a nivel proximal. En el estudio preliminar, se 

realizó el trasplante de la pata de forma completa, pero la falta de sensibilidad y el arrastre 

de la misma provocaban heridas y úlceras que obligaban a desestimarlas para el estudio 

al simular un posible rechazo y porque incitaban al animal a la manipulación de la misma. 

Para evitar el arrastre del aloinjerto y sus posibles complicaciones, se optó por la 

amputación del pie a nivel del tobillo. El muñón se realizó mediante una osteotomía de 

tibia y peroné, y posterior cobertura de la misma con el bíceps femoral, para evitar la 

ulceración del mismo. El aloinjerto de colocó en posición heterotópica a nivel inguinal y 

se suturó con puntos de colchonero horizontales con seda de 4/0, dejando una isla cutánea 

de 20x15 mm para la monitorización del rechazo. Por último, se aplicó povidona yodada 

en solución al 10% en la incisión (Betadine®, Meda) y se protegió el trasplante con gasas 

y apósitos estériles adherentes (ver Figura 13).  
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Figura 13: Animal receptor. A. Postoperatorio inmediato. B. a los 30 días posoperatorio. 

 

3.1.3. Protocolo de curas 

Durante las primeras 48 horas desde la intervención quirúrgica se vigiló la isla 

cutánea cada 12 horas, comprobando el color y relleno capilar. A partir de ahí se llevó a 

cabo una revisión diaria de todos los animales trasplantados durante las 2 primeras 

semanas, realizándose curas con povidona yodada al 10% (Betadine®, Meda) y 

protegiendo el trasplante con gasas y 2 apósitos estériles adherentes 

semicircunferenciales, dejando libre el aparato excretor del animal. A partir de los 15 días 

postoperatorios se retiraron los puntos de forma alterna dejando el aloinjerto sin cubrir.  
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3.1.4. Protocolo de inmunosupresión 

En todos los grupos de experimentación los animales receptores recibieron terapia 

inmunosupresora diaria con CsA (Sandimmun® de Novartis, Basel, Suiza) a dosis 

decrecientes. Durante la primera semana postoperatoria los animales recibieron 16 mg/Kg 

de CsA s.c., para después ir disminuyendo la dosis semanalmente a 8 mg/Kg, 4 mg/Kg y 

2 mg/Kg, respectivamente. A partir de la quinta semana (35 días postrasplante), se dejó 

de administrar la CsA (218,219). 

3.1.5. Valoración clínica del rechazo agudo del aloinjerto 

El miembro trasplantado fue inspeccionado diariamente buscando signos de 

rechazo, incluyendo edema, eritema, descamación, alopecia, epidermólisis, exudación o 

necrosis cutánea (315) (ver Figura 14).  
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Figura 14: Animal receptor. Rechazo agudo a los 27 días postoperatorios en una rata del grupo control. 

 

3.1.6. Valoración de la Enfermedad Injerto contra Huésped 

Todos los animales fueron inspeccionados diariamente buscando la aparición de 

EICH. Los criterios clínicos evaluados incluyeron: eritema cutáneo (valorado a nivel de 

la oreja), hiperqueratosis de las almohadillas plantares, dermatitis, pérdida de peso, 
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apariencia descuidada del pelo y diarrea. Se considera que el animal presentaba un 

episodio agudo de EICH si aparecían al menos 4 de los criterios mencionados (219).   

3.1.7. Toma de muestras y protocolo de extracción 

Bajo anestesia inhalatoria, se tomaron 0,5-1 mL de sangre periférica en un tubo 

heparinizado a través de la vena caudal de la cola de la rata. Estas extracciones se 

realizaron antes del precondicionamiento (72 horas antes del trasplante), el día del 

trasplante (0 horas), y posteriormente a los 7, 21, 30, 45 y 60 días postoperatorios, y 

siempre que el animal se sacrificara por presentar un episodio de RA (218). 

Cuando el aloinjerto presentó un episodio de RA con alopecia o desepitelización 

macroscópica, el animal fue anestesiado para la extracción de sangre periférica. Así 

mismo, se procedió a la retirada del aloinjerto, que se preservó en formol para su estudio 

histológico. Tras la extracción, el animal receptor se sacrificó con una inyección 

intracardiaca de 1 ml de cloruro potásico, y se ratificó la ausencia de pulso y respiración. 

3.2.Análisis del bienestar animal 

Todos los animales fueron evaluados diariamente bajo la supervisión de la doctora 

Carlota Largo Aramburu, responsable del Animalario del Servicio de Cirugía 

Experimental del Hospital Universitario La Paz. Se analizó la apariencia y color del 

pelaje, las mucosas y las almohadillas plantares. Así mismo, se examinó la presencia de 

dolor mediante la escala de muecas para roedores (Grimace Scale, ver Figura 10) (313). 

También se tuvo en cuenta su actividad, su comportamiento, el modo de caminar y de 

respirar. Se registraron la presencia de episodios diarreicos y el peso de cada animal se 

midió semanalmente.  
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3.3.Estudio histológico 

3.3.1. Procesamiento de las muestras 

Todas las muestras de tejido en fresco se fijaron de manera individual en tampón 

de formalina al 10% con un pH de 7 durante 24-48 horas a temperatura ambiente. Una 

vez fijados lo aloinjertos se incluyeron en parafina según protocolo estándar. Del bloque 

parafinado se realizaron cortes seriados (5 μm) con microtomo (Leica® RM2555, 

Wetzlar, Alemania) recogiéndose las secciones de tejido en portas tratados Dako® (FLEX 

IHC Microscope Slides de Dako®, California, EEUU), para su posterior procesamiento. 

En cortes a distintas alturas se realizó la tinción de hematoxilina-eosina (H-E), 

obteniéndose los núcleos en azul, el citoplasma y la fibrina en rosa, y los glóbulos rojos 

y la musculatura en rojo anaranjado.  Las muestras se estudiaron mediante un sistema de 

análisis de imagen, compuesto por un microscopio Olympus® BX14 (Olympus®, Tokio, 

Japón) acoplado a una cámara, empleando el software Image ProPlus® (Media 

Cybernetics®, Washington, EEUU) de análisis de imagen. Las imágenes se obtuvieron 

con una magnificación de ×10.  

3.3.2. Gradación del episodio de rechazo agudo 

De cada aloinjerto se escogieron 5 niveles al azar de manera enmascarada y se 

muestrearon de forma aleatoria cinco campos microscópicos que contuvieran elementos 

cutáneos. La gravedad del episodio de rechazo se estableció en las biopsias cutáneas por 

dos observadores distintos, según la clasificación de Banff de 2007 para alotrasplantes 

compuestos vascularizados (ver Tabla 2) (136). 
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3.3.3. Valoración cuantitativa del infiltrado leucocitario muscular 

En las muestras musculares de cada aloinjerto, se escogieron de forma enmascarada 

cinco niveles al azar. Se muestrearon de manera aleatoria cinco campos microscópicos 

para valorar la presencia o no de infiltrado leucocitario por dos observadores distintos. 

Los infiltrados se valoraron de manera semicuantitativa de 0 a 4 (0: nada; 1: leve; 2: 

moderada; 3: intenso; 4: muy intenso). 

3.4. Citometría de flujo en sangre periférica 

Las muestras de sangre periférica se incubaron inicialmente con una solución de 

lisis (FACS lysis solution, 555899 BD Biosciences, Nueva Jersey, EEUU) según 

especifica el fabricante. Posteriormente, para realizar la tinción extracelular utilizamos 

anticuerpos antirrata frente los linfocitos T maduros (antiCD3, eBioG4.18, eBioscience, 

San Diego, EEUU), los linfocitos T Helper (antiCD4, 17-0040, eBioscience, San Diego, 

EEUU) y los linfocitos T citotóxicos (antiCD8, 25-0084, eBioscience, San Diego, 

EEUU). También se valoró la presencia de quimerismo linfoide en todas las muestras de 

sangre periférica, con anticuerpos frente al CMH clase I de RT1 (anti-MHC-ClassI-RT1, 

MCA156F, AbD Serotec, Kidlington, Reino Unido). Estas células fueron incubadas con 

los anticuerpos especificados durante 30 minutos en oscuridad a 4ºC. Después de la 

tinción, las células fueron procesadas y analizadas utilizando el citómetro de flujo Navio 

(Beckman Coulte, California, EEUU). Para todo ello se utilizaron controles de isotipo 

apropiados para cada experimento.  

3.5. Medición de niveles de citoquinas 

Los marcadores de las reacciones inflamatorias producidas, tanto en el caso de 

desarrollarse tolerancia como en los casos de rechazo, se determinaron mediante 
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citometría de flujo (BD FACS Calibur, Nueva Jersey, EEUU) utilizando el kit 

“Cytometric Bead Array” (CBA) Flex Set (558309, 558305; BD Biosciences, Nueva 

Jersey, EEUU) y siguiendo el protocolo del fabricante. Este método se basa en un 

inmunoensayo con microesferas que son capaces de medir diferentes moléculas en 

muestras de suero. El principio de esta técnica se basa en que cada microesfera se 

encuentra conjugada con un anticuerpo específico que reconoce nuestro analito de interés 

en la muestra, y la ficoeritrina (PE, BD Biosciences, Nueva Jersey, EEUU) como  reactivo 

de detección. Después de la incubación, forman un complejo medible por un citómetro 

de flujo (BD FACS Calibur, Nueva Jersey, EEUU).  Los datos recopilados se analizaron 

con FCAP Array Software versión 3.0 (BD Biosciences, Nueva Jersey, EEUU). El 

estudio se focalizó en las citoquinas TNF-α e INF-γ.  

3.6. Análisis estadístico 

Los datos se procesaron informáticamente mediante una base de datos en formato 

Microsoft Excel® (Microsoft, Redomond, WA, EEUU), que más tarde fue importada 

para su tratamiento estadístico en el programa SPSS® versión 22 ((IBM SPSS Statistics, 

Inc., Chicago, IL, EEUU). Se consideraron diferencias estadísticamente significativas 

aquellas que presentaron una probabilidad de error menor del 5% (p< 0,05). 

Las variables cuantitativas continuas se describieron como media y desviación 

estándar. Las variables cualitativas se describieron mediante frecuencias absolutas y 

frecuencias relativas expresadas en porcentaje. El análisis descriptivo de variables 

cualitativas se representó de forma gráfica como sectores, barras o BoxPlot. 

El análisis de supervivencia se realizó mediante el método de Kaplan-Meier, y los 

resultados se compararon mediante la prueba de Log-Rank. Las comparaciones entre 

variables cualitativas se realizaron mediante el test de chi-cuadrado; entre variables 
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cuantitativas continuas, se empleó el test no paramétrico de Kruskal Wallis; y en el caso 

de comparaciones pareadas entre variables cuantitativas continuas, se utilizó el test 

ANOVA de medidas repetidas, junto con el test de Greenhouse-Geisser. Cuando el 

resultado era significativo, se empleó el test a posteriori de Bonferroni (Bonferroni Post 

Hoc Test) para explorar comparaciones múltiples entre todos los grupos.   

  



105 
 

4. RESULTADOS 

4.1. Resultados del protocolo quirúrgico experimental 

Se realizaron 41 trasplantes de extremidad posterior en ratas, de las cuales 35 

sobrevivieron a la cirugía (85,36%). El tiempo medio de la intervención fue de 195,58 

minutos (desviación estándar (DS) 27,05 minutos) y el tiempo medio de microcirugía fue 

de 96,9 minutos (DS 20,14 minutos). No hubo diferencias estadísticamente significativas 

en el tiempo quirúrgico ni en el tiempo de la microcirugía entre los distintos grupos (p = 

0,827 y p = 0,446, respectivamente).  

Las complicaciones se dividieron en intraoperatorias y postoperatorias (ver Figuras 

16 y 17). Dentro de las intraoperatorias, hubo 6/14 éxitus por pérdidas hemáticas y/o 

problemas respiratorios (14,63%) y 8/14 (19,51%) complicaciones a nivel de la 

anastomosis microvascular, entendida como patencia negativa de la arteria, la vena o 

ambas, que hubo que revisar en el mismo acto quirúrgico. De éstos últimos, 3/8 (37,5%) 

evolucionaron favorablemente y 5/8 (62,5%) presentaron signos de fracaso de la 

microcirugía con color cianótico y sin relleno capilar al día siguiente de la intervención, 

llevándose a cabo una nueva revisión de la microcirugía. De estos trasplantes cuyas 

microanastomosis tuvieron que ser revisadas al día siguiente de la intervención, ninguno 

evolucionó favorablemente, y los animales fueron sacrificados según el protocolo de 

experimentación. Entre las complicaciones postoperatorias, encontramos 2 (4,88%) 

úlceras en el muñón del trasplante por decúbito de la tibia y peroné (ver Figura 15), y 4 

(9,76%) animales presentaron mordeduras en el testigo cutáneo del trasplante por 

autocanibalismo. En ambos casos hubo que sacrificar estos animales por posible 

interferencia con los parámetros del estudio, especialmente los marcadores de respuesta 

inflamatoria. De todos los trasplantes realizados, hubo que desestimar 17/41 (41,46%) 
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por las complicaciones mencionadas. No se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas respecto a la tasa de complicaciones entre los distintos grupos (p= 0,926).  

 

 

Figura 15: Úlcera por decúbito en el trasplante. 
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Figura 16: Complicaciones. 

 

 

Figura 17: Complicaciones intra y posoperatorias. Se muestra el número total de casos por complicación 
(azul) junto al número final de animales que fueron sacrificados como consecuencia de ello. Se observa 
que de los 8 animales que presentaron un fallo en la microcirugía inicial, se consiguió su rescate en 3 de 
ellos (37,5%). 
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El tiempo medio de cirugía en los animales que habían sufrido algún tipo de 

complicación fue de 214,41 minutos (DS 23,70) y el tiempo medio de microcirugía 103,7 

minutos (DS 19,74). Se encontraron diferencias estadísticamente significativas respecto 

al grupo de animales que no había sufrido ninguna complicación, cuyo tiempo medio de 

cirugía fue de 181,61 (DS 21,28) y de microcirugía de 89,04 (DS 12,65) (p= 0,001 y p= 

0,02).  Analizando cada una de las complicaciones por separado se pudo observar que la 

media de tiempo quirúrgico en aquellos animales que murieron intraoperatoriamente por 

pérdida hemática o problemas respiratorios fue de 221,66 minutos (DS 111,33), mientras 

que en animales que no sufrieron esta complicación fue de 191,11minutos (DS 24,26) 

(p=0,02). Además, los animales que presentaron un fallo en la microanastomosis vascular 

también tuvieron un tiempo de cirugía mayor (213,75 (DS 25,03) minutos vs 191,18 (DS 

25,98) minutos, p= 0,032). No se encontraron diferencias entre las demás complicaciones 

y los tiempos quirúrgicos (ver Tabla 4). 

Tabla 4: Comparación entre las complicaciones quirúrgicas y los tiempos quirúrgicos y los tiempos 
de la microcirugía. 

 

Complicación 

Muerte por pérdida 
hemática Fallo anastomosis Úlceras muñón Mordeduras 

si no p si no p si no p Si no p 

Tiempo cirugía 
(minutos)(DS) 

221,6 
(29,94) 

191,11 
(24,26) 0,02* 213,75 

(25,03) 
191,18 
(25,98) 

0,032
* 

190 
(14,4) 

195,87 
(27,63) 0,976 220 

(14,14) 
192,94 
(26,89) 0,067 

Tiempo 
microanastomosis 

(minutos)(DS) 

111,33 
(25,97) 

94,42 
(18,3) 0,171 106 

(15,05) 
94,63 

(20,74) 0,146 120 
(28,28) 

95,7 
(19,4) 0,176 98,75 

(6,29) 
96,7 

(21,14) 0,534 
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4.2.Supervivencia del aloinjerto 

Los animales del grupo I comenzaron a presentar episodios de RA 10 días después 

del cese de la administración de CsA (mediana 40 días, rango intercuartílico [RIQ] 44-40 

días). Los animales de experimentación del grupo II, que habían recibido 

precondicionamiento con LPS, presentaron el episodio de RA a partir del segundo mes 

tras la cirugía del trasplante (mediana 68 días, RIQ 71-61 días). De forma similar ocurrió 

en los grupos III y IV, que había recibido GAL 72 y 24 horas antes del trasplante 

respectivamente (mediana 70 [RIQ 73-69] y 70 [RIQ 74-69] días, respectivamente). La 

diferencia entre el grupo I y el resto de grupos precondicionados fue estadísticamente 

significativa (p<0,001 en todos los casos). Las diferencias entre los grupos II, III y IV no 

fueron estadísticamente significativas (entre II y III p= 0,327, entre II y IV p= 0,203, entre 

III y IV p= 1) (ver Figura 18 y Tabla 5). 

 

 

Figura 18: Tiempo de supervivencia de los trasplantes de extremidad posterior en los grupos I a IV. 
El precondicionamiento con GAL y LPS permitió un tiempo hasta el rechazo más prolongado de manera 
estadísticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,001). 
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GRUPO Mediana (días) 

Rango 

intercuartílico 

(días) 

Intervalo de 

confianza al 95% 

(días) 

I 40 44-40 37,6-42,4 

II 68 71-61 60,08-75,92 

III 70 73-69 66,79-73,20 

IV 70 74-69 68,86-71,13 

Tabla 5: Tiempo de supervivencia de los trasplantes de extremidad posterior en los grupos I a IV. 

4.3.Análisis del bienestar animal 

Entre los animales que recibieron un precondicionamiento con LPS (grupo II), 

cinco (83,3%) presentaron episodios diarreicos a lo largo de su evolución. Así mismo, 

uno (16,7%) del grupo IV también lo presentó. Ninguno de los animales de los grupos I 

y III presentaron episodios diarreicos. Las diferencias en la tasa de complicaciones en 

cuanto a la aparición de episodios diarreicos del grupo II comparado con los grupos I, III 

y IV fue estadísticamente significativa (p= 0,02).   

Todos los animales perdieron peso durante las primeras dos semanas postrasplante, 

independientemente del grupo, evidenciándose su recuperación a partir de la tercera 

semana. Los animales del grupo I presentaron una pérdida ponderal media de 

29.13±18.33 gramos; los de grupo II, tuvieron una pérdida media de 84.12±6.55 gramos; 

los del grupo III, perdieron 31.93±12.39 gramos; y en el grupo IV fue de 22.40±13.83 

gramos. No se encontraron diferencias significativas al comparar estas pérdidas 

ponderales entre los grupos I, III y IV (p=1,00, en todos los casos). Sin embargo, cuando 

comparamos la pérdida de peso de los grupos I, III y IV, con la pérdida de peso del grupo 

II, si se encontraron diferencias significativas (p<0,001 entre el grupo II y el resto de 
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grupos). A pesar de la pérdida de peso inicial en los primeros 15 días postoperatorios, 

todos los animales aumentaron el peso progresivamente desde entonces. Así, desde el día 

40 postoperatorio, todos los grupos precondicionados presentaron un peso similar, aunque 

siempre se mantuvieron por debajo del grupo control (ver Figuras 19 y 20).  

 

 

Figura 19: Variación del peso entre grupos. Evolución temporal del peso de los animales de cada grupo 
durante las semanas posteriores al trasplante. 
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Figura 20: Variación del peso entre los grupos. Esta gráfica indica las diferencias de peso entre los días 
0-14 p.o. Se encontraron diferencias estadísticamente significativas del grupo II con respecto al resto de los 
grupos (p<0,001). 

 

4.4.Resultados histológicos 

4.4.1. Gradación del episodio de rechazo agudo 

Las biopsias cutáneas de los animales del grupo control presentaron un intenso 

infiltrado linfocitario a nivel dermoepidérmico y perivascular, con espongiosis y 

queratinolisis. Presentaban gran distorsión de la arquitectura cutánea, con desaparición 

de las papilas dérmicas e infiltrados perivasculares (ver Figura 21). Los episodios de RA 

en las biopsias de piel de este grupo tuvieron una mediana de 3 (RIQ 2,75-3,25) en la 

clasificación de Banff (ver Tabla 2). En contraste, el resto de grupos precondicionados 

(grupos II, III y IV), presentaron en su histología cutánea un leve infiltrado linfocitario a 
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nivel dermis respetando la arquitectura cutánea. No se observó alteración de las papilas 

dérmicas y los vasos, folículos y glándulas sebáceas se encontraron en su mayoría 

preservados (ver Figuras 22, 23 y 24). Cuando medimos la intensidad del rechazo dentro 

de la clasificación de Banff, el grupo II presentó una mediana de 1 (RIQ 1-2); el grupo 

III presentó una mediana de 1 (RIQ 1-1,25) y el grupo IV tuvo una mediana de 2 (RIQ 1-

2). En el análisis estadístico se encontraron diferencias significativas entre el grupo 

control y los grupos II (p= 0,001), III (p< 0,001) y IV (p= 0,002), respectivamente. No 

se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos precondicionados 

(entre los grupos II y III, p =1,00; entre los grupos II y IV, p=1,00 y entre los grupos III 

y IV, p=0,716) (ver Figura 25).  

 

Figura 21: Imagen representativa de microscopia óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de biopsias 
de piel de un animal de grupo control que ha sufrido RA grado III según la clasificación de Banff. Se 
observa importante infiltrado linfocitario dermoepidérmico y perivascular, con gran distorsión de la 
arquitectura cutánea. Hay espongiosis a nivel de la unión dermoepidérmica. (Barra de escala = 200μm. 
Imágenes obtenidas a 10X). 
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Figura 22: Imagen representativa de microscopia óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de 
biopsias de piel de un animal del grupo II que han sufrido RA grado I según la clasificación de Banff. 
Observamos un leve infiltrado linfocitario dermoepidérmico, sin alteración de la estructura cutánea. (Barra 
de escala = 200μm. Imágenes obtenidas a 10X). 

Figura 23: Imagen representativa de microscopia óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de biopsias 
de piel de un animal del grupo III que ha sufrido RA grado I según la clasificación de Banff. Al igual 
que en la imagen anterior vemos un leve infiltrado linfocitario a nivel dermoepidérmico y perivascular, con 
la estructura cutánea mantenida. (Barra de escala = 200μm. Imágenes obtenidas a 10X). 
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Figura 24: Imagen representativa de microscopia óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de biopsias 
de piel de un animal del grupo IV que ha sufrido RA grado I según la clasificación de Banff. 
Observamos escaso infiltrado dérmico y dermoepidérmico, con mantenimiento de la arquitectura cutánea 
y respeto de los anejos cutáneos. (Barra de escala = 200μm. Imágenes obtenidas a 10X). 

 

 

 

Figura 25: Representación en boxplot de las comparaciones entre los diferentes grupos en cuanto a 
la mediana en la clasificación de Banff 2007 (* p<0,05). 
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4.4.2. Valoración cuantitativa del infiltrado leucocitario muscular 

En las biopsias musculares de los animales del grupo I, se observó un importante 

infiltrado linfocitario perimisial y perivascular, con distorsión de la estructura fascicular 

ordenada habitual (ver Figura 26). Por el contrario, las biopsias de los grupos II, III y IV, 

mostraron menor infiltrado linfocitario, manteniendo la arquitectura fascicular normal 

(ver Figuras 27, 28 y 29). Estos hallazgos se reflejaron en la medición semicuantitativa 

del infiltrado leucocitario muscular, donde el grupo control presentó una mediana de 3 

(RIQ 2,75-3,25), en el grupo II fue de 1 (RIQ 1-2), en el grupo III también de 1 (RIQ 1-

2) y, por último, el grupo IV presento una mediana de 1 (RIQ 0-2). Se encontraron 

diferencias significativas entre el grupo I y los grupos II (p<0,001), III (p<0,001) y IV 

(p<0,001). No se encontraron diferencias significativas con los grupos precondicionados 

(p=1,000 en todos ellos) (ver Figura 30). 
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Figura 26:  Imagen representativa de microscopía óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de una 
biopsia muscular de una rata grupo control que ha sufrido rechazo agudo. Se observa un importante 
infiltrado linfocitario perimisial y perivascular, que distorsiona la arquitectura fascicular normal. (Barra de 
escala = 200μm. Imágenes obtenidas a 10X). 

Figura 27: Imagen representativa de microscopía óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de una 
biopsia muscular de una rata del grupo II que ha sufrido rechazo agudo. Se observa un infiltrado 
perimisial mucho más leve que en la imagen anterior. (Barra de escala = 200μm. Imágenes obtenidas a 
10X). 
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Figura 28: Imagen representativa de microscopía óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de una 
biopsia muscular de una rata del grupo III que ha sufrido rechazo agudo. Se observa unleve infiltrado 
linfocitario con arquitectura fascicular respetada.  (Barra de escala = 200μm.Imagenes obtenidas a 10X). 

Figura 29: Imagen representativa de microscopía óptica (tinción con hematoxilina-eosina) de una 
biopsia muscular de una rata del grupo IV que ha sufrido rechazo agudo. Se observa un infiltrado 
linfocitario leve entorno a los fascículos musculares, respetando su arquitectura. (Barra de escala = 
200μm.Imagenes obtenidas a 10X). 
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Figura 30: Representación en boxplot de las comparaciones entre los diferentes grupos en cuanto a la 

mediana en la gradación semicuantitativa del infiltrado leucocitario muscular (* p<0,05). 

 

4.5. Citometría de flujo en sangre periférica 

El porcentaje total de linfocitos T (CD3+) en el grupo I, aumentó después del 

trasplante hasta el día 7 después del mismo (31,41%±13,78%), disminuyendo después 

hasta el día del episodio de RA. En el grupo II, se observó inicialmente una reducción en 

la tasa de linfocitos, comenzando el día de la cirugía y alcanzando un nivel mínimo en el 

séptimo día posoperatorio (18,5%±8,34%). De manera similar, en los grupos III y IV, se 

observó primero una reducción en la tasa total de linfocitos CD3+ hasta el día 7 

(17,66%±12,36% y 23,10%±10,58%, respectivamente). Sin embargo, estas diferencias 

entre los grupos precondicionados y el grupo control en el día 7 postoperatorio no fueron 

significativas (p= 0,225, p=0,167 y p=1,00, entre los grupos I y los grupos II, III, IV, 

respectivamente). En la Figura 31, se observa una representación mediante diagramas de 

dispersión de puntos, el análisis de los linfocitos CD3+ en sangre periférica de los distintos 

grupos en el día 7 postoperaotorio. Podemos observar cómo, aun no habiendo diferencias 

significativas, se aprecia una mayor concentración de estas células en el grupo control en 
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comparación con el resto de grupos. Más tarde, la tasa de linfocitos comenzó a aumentar 

en todos los grupos precondicionados hasta el día 21 después del trasplante. Luego el 

nivel bajó hasta el día del rechazo (ver Figura 32). 

 

 

 

 

Figura 31: Representación mediante imágenes de dot-plot del análisis de linfocitos T CD3+ en los 
diferentes grupos, medidos en sangre periférica en el día 7 postoperatorio, empleando citometría de 
flujo. 

Figura 32: Representación mediante diagrama de barras de la evolución temporal de los porcentajes 
de linfocitos T (CD3+) durante las semanas posteriores al trasplante. 
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El quimerismo en sangre periférica está determinado por el porcentaje de células T 

del donante (tanto CD8+/RT1n como CD4+/RT1n) detectado en el animal receptor. El 

máximo nivel de quimerismo en el grupo I, en términos de porcentaje absoluto, fue el 

más bajo de todos los grupos; presentó un pico en el día 30 después del trasplante 

(2,06%±0,36% células negras CMH-I; 0,046%±0,024% CD4+; y 0,046%±0,012% 

CD8+), con una reducción a niveles mínimos en el día 45 (0,598%±0,296% células negras 

CMH-I; 0,194%±0,102% CD4+; y 0,028%±0,018% CD8+). El nivel máximo de 

quimerismo en el grupo II, se observó entre los días 21 y 30 después del trasplante 

(2,30%±0,13% células negras CMH-I; 0,764%±0,168% CD4+; y 0,075%±0,027% 

CD8+). Lo mismo se observó en los picos de quimerismo del grupo III a los 21 días 

(2,63%±1,46% células negras CMH-I; 0,441%±0,209% CD4+; y 0,262%±0,048% CD8+) 

y en el grupo IV a los 21 días (2,47%±0,19% células negras CMH-I; 1,05%±0,078% 

CD4+; y 0,198%±0,065% CD8+). Se observaron diferencias estadísticamente 

significativas para las células negras CMH clase I entre el grupo I y el resto de grupos 

(p=0,04, grupo II; p=0,002, grupo III; y p=0,002, grupo IV) (ver Figura 33); también para 

las células CD4+ entre los grupos I y II (p<0,001), III (p<0,001) y IV (p<0,003) (ver 

Figura 34). No se encontraron diferencias significativas para los linfocitos T CD8+ entre 

los grupos I y II (p=0,614). Al comparar el grupo I y los grupos III y IV, sí que se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p<0,001 en ambos) (ver Figura 

35).  
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Figura 33: Representación mediante diagrama de barras del porcentaje total de células con CMH-I 
de la rata Brown Norway (quimerismo) en la sangre periférica del animal receptor en las semanas 
posteriores al trasplante. Se observa como el precondicionamiento con LPS y GAL aumenta el nivel de 
quimerismo en sangre periferica. (*p<0,005, **p<0,001). 

 

 

Figura 34: Representación mediante diagrama de barras del porcentaje total de células T con CMH-
I CD4+ de rata Brown Norway en sangre periférica del animal receptor (**p<0,001). 
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Figura 35: Representación mediante diagrama de barras del porcentaje total de células T con CMH-
I CD8+ de rata Brown Norway en sangre periférica del animal receptor (**p<0,001). 

 

4.6.  Niveles de expresión de citoquinas 

Los niveles plasmáticos de citoquinas medidas por citometría de flujo mediante 

“arrays” de proteínas se muestran en las Figuras 36 y 37.  

En el grupo I, el patrón de expresión y producción de TNF-α (ver Figura 36) tuvo 

un ascenso progresivo hasta la retirada de CsA (30 días después de la cirugía, media 

363,96±131,87 picogramos [pg]/ml). A continuación, se observó un ascenso más 

pronunciado (media en el día 45 de 1049,7±628,93 pg/ml) hasta el día del rechazo del 

trasplante. El patrón de expresión en los grupos precondicionados con LPS y GAL fue 

diferente. En el grupo II, la producción máxima se observó a los 3 días del 

precondicionamiento, coincidiendo con el día de la cirugía (3023,00±1443,83 pg/ml;), 

siendo significativamente mayor respecto a las cifras encontradas en el grupo control en 

el mismo momento (p=0,010). Después la intervención quirúrgica, en lugar de aumentar 

como podría esperarse, se produjo un descenso paradójico hasta el día 7 después del 
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trasplante (1711,17±220,41 pg/ml; p<0,001). A partir de entonces, se mantuvo estable, 

descendiendo nuevamente el día 60 hasta el episodio de RA. El grupo III, presentó una 

progresión similar al grupo II, con un pico máximo el día de la cirugía (2911,42±2053,23 

pg/ml), significativamente mayor al grupo control (p=0,014). Después presentó un 

descenso de los niveles el día 7 p.o. (1654,67±642,56 pg/ml, p=0,001) y continuó con 

una progresión estable hasta el día del RA. El grupo IV, al igual que el resto de grupos 

precondicionados, presentó un pico significativo respecto al control el día del trasplante 

(2299,73±520,91 pg/ml, p= 0,047). Sin embargo, no hubo un descenso de los niveles tras 

la cirugía ni tampoco un aumento de los mismos como cabría esperar, manteniéndose 

estable hasta el día 30, cuando comenzó a descender sus niveles hasta el día 60.    

  

 

Figura 36: Progresión de los niveles TNF-α en plasma durante el estudio (*p<0,005). 
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Respecto a los niveles de expresión del IFN-γ (ver Figura 37), la progresión en el 

grupo control mostró un ascenso continuado hasta el día 30 p.o. A partir de este momento 

ascendió de forma abrupta hasta el día del episodio de RA, cuando alcanzó su máximo 

nivel medio (125,31±82,90 pg/ml). En el grupo II, se observó un ascenso significativo al 

compararlo con el resto de grupos, desde el día de la administracion del LPS, alcanzando 

su punto máximo el día 7 después de la cirugía (403.95±11.92 pg/ml) (p<0.001, p<0,001 

y p=0,005, en la comparación del grupo II con los grupos I, III y IV, respectivamente). A 

continuación, se observó una caída hasta el día 30 (77,68±28,37 pg/ml), momento en que 

empezó un ligero aumento hasta el día del RA. Los grupos III y IV mostraron una 

progresión similar al grupo II, pero con un pico significativamente menor en el día 7 

después de la cirugía (126.01±42.71 pg/ml en el grupo III (p< 0,001) y 281.99±78.65 en 

el grupo IV (p=0,005).  

 

Figura 37: Progresión de los IFN-γ en plasma durante el estudio (*p<0,005, **p<0,001). 
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5.  DISCUSIÓN 

En los últimos años, se han realizado numerosos estudios con el objetivo de 

desarrollar tolerancia en modelos de AVCs, incluidos algunos que exploran el mecanismo 

de tolerancia a endotoxina (218,221,299,316). Hasta donde sabemos, el empleo de LPS o 

GAL para su inducción aún no se ha aplicado en el campo de los AVC. Este estudio 

muestra un modelo de trasplante de pata posterior en rata en posición heterotópica a nivel 

inguinal tras haber realizado un precondicionamiento del animal con LPS o GAL. Con él, 

hemos podido demostrar el objetivo principal del estudio: el desarrollo de episodios de 

RA se retrasa de manera significativa en los grupos precondicionados con LPS o GAL en 

comparación con el grupo control.  

El modelo microquirúrgico experimental presentó una mortalidad intraoperatoria y 

en el postoperatorio inmediato del 14,63% (6/41). El tiempo medio de la intervención 

quirúrgica fue de 195,58 minutos (DS 27,05 minutos) y el tiempo medio de microcirugía 

fue de 96,9 minutos (DS 20,14 minutos).  Estos tiempos se pueden justificar por la curva 

de aprendizaje del modelo experimental. No se comporta como un factor de confusión, 

ya que no se encuentran diferencias significativas en ninguno de los tiempos entre los 

distintos grupos (p= 0,827 y p=0,446, para el tiempo de intervención quirúrgica y el 

tiempo de microcirugía respectivamente). La incidencia de complicaciones fue del 

48,78%, y se observó un tiempo quirúrgico significativamente mayor en este grupo 

(p=0,001). Un mayor tiempo de intervención se asocia a una mayor pérdida de fluidos, 

hipotermia por exposición y una mayor probabilidad de vasoespasmo, lo cual conlleva un 

peor pronóstico quirúrgico (317). De acuerdo con esta afirmación, en nuestro estudio se 

observó una duración de la intervención quirúrgica significativamente mayor en los 

animales que sufrieron un éxitus intraoperatorio por pérdida hemática o problemas 

respiratorios (221,6 minutos [DS 29,94 minutos]; p=0,02). De los animales que 
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presentaron complicaciones intraoperatorias a nivel de la anastomosis microvascular, solo 

el 37.5% (3/8) se lograron rescatar con éxito, mientras que en el 62,5 % (5/8) acabó 

fracasando el trasplante. Factores como la pérdida de fluidos, que condiciona un 

enlentecimiento del flujo sanguíneo, la hipotermia que favorece el vasoespasmo o la 

friabilidad del vaso en una anastomosis secundaria podrían contribuir a este hecho. Así 

mismo, un tiempo quirúrgico prolongado, como hemos mencionado, conllevaría más 

pérdidas hemáticas, más tiempo de hipotermia y más tiempo de isquemia del trasplante. 

Esto daría lugar a un enlentecimiento de la circulación con mayor estasis vascular y una 

mayor tasa de trombosis asociado al síndrome por isquemia-reperfusión (318). En nuestro 

estudio los animales que sufrieron esta complicación tuvieron un tiempo medio de cirugía 

mayor (213,75 [DS 25,03] minutos vs 191,18 [DS 25,98] minutos, p= 0,032) así como 

de anastomosis microquirúrgica (106,25 [DS 15,05] vs. 94,63 [DS 20,74]), aunque éste 

último no fue estadísticamente significativo (p=0,146). Por otro lado, de los 8 animales 

que presentaron una patencia negativa en la cirugía, tres pertenecían al grupo 

precondicionado con LPS. Aunque el análisis no fue estadísticamente significativo frente 

al resto de grupos (p=0,0691), si parece mostrar una tendencia estadística.  La 

inflamación sistémica secundaria a su administración se asocia a un estado procoagulante 

que podría explicar la mayor tasa de trombosis vascular en este grupo. Las células 

endoteliales no son un simple recubrimiento del interior de los vasos sanguíneos, sino que 

tienen funciones biológicas, como la modulación de la coagulación a través de la 

expresión de trombomodulina, la regulación de flujo microvascular, la expresión de 

moléculas de adhesión, la regulación de la migración de células a los tejidos y la 

modulación del tono vascular (319). Cuando el organismo se expone al LPS y se 

desencadena una respuesta inflamatoria sistémica, las células endoteliales presentan una 

disminución de la expresión de los niveles de trombomodulina y el heparansulfato, y hay 
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un incremento de la síntesis de Factor Tisular. Esto produce la activación de la vía 

extrínseca de la coagulación modificando el equilibrio procoagulante /anticoagulante a 

favor del primero (320).  

La TE supone un mecanismo fisiológico clave de limitación del daño y abre una 

importante oportunidad al campo de la terapia en diferentes patologías. Se ha demostrado 

a través de estudios en animales que la inducción de TE protege del daño por isquemia-

reperfusión en órganos como el hígado, el riñón, el intestino o el cerebro (308,321,322).  

Esto, llevado a la práctica clínica, podría suponer una oportunidad para el tratamiento de 

patologías como el ictus isquémico y una oportunidad para el desarrollo de tolerancia en 

el campo del trasplante. Un estudio reciente de alotrasplante cardiaco en ratones llevado 

a cabo por el equipo de Ishiyama et al, plantearon utilizar el efecto inmunomodulador que 

supone el precondicionamiento con LPS a dosis subletales. Hasta donde conocemos, es 

el primer intento de llevar el mecanismo de tolerancia a endotoxina al trasplante de 

órganos. Entre sus resultados se obtuvo un mayor tiempo de supervivencia en los grupos 

precondicionados (16 días) respecto a los grupos control (8 días) de forma 

estadísticamente significativa (p<0,01)  (299). Sin embargo, el reto inmunológico que 

supone el alotrasplante vascularizado compuesto, entre otras cosas por la presencia de la 

piel, no ha sido planteado hasta la fecha. En nuestro estudio, en el grupo precondicionado 

con LPS, también se observó un tiempo significativamente más largo hasta la aparición 

de un episodio de RA en comparación con el grupo control (mediana: 68 días; RIQ: 71-

61; p<0,001). Esto nos permite afirmar, que la inmunorregulación que supone la TE 

también puede ser aplicada al terreno del AVC. La TE es un mecanismo adaptativo 

diseñado para proteger al huésped de lesiones inflamatorias causadas por una exposición 

excesiva a LPS (254). Pero este fenómeno, como hemos visto, no solo se limita a la 

protección contra una dosis posterior y elevada de LPS. El pretratamiento con LPS 
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también atenúa la producción de citoquinas proinflamatorias en respuesta a otros 

estímulos diferentes como la infección por bacterias gram positivas, la lesión por 

isquemia-reperfusión de los órganos o el shock hemorrágico (254,323). A nivel 

experimental se ha podido comprobar que esto se debe a la existencia de tolerancia 

cruzada entre los agonistas de TLR. Es decir, la exposición a LPS atenúa la respuesta 

inflamatoria en respuesta a otros TLR (TLR-2, TLR-5, etc) (295,324,325). Esto explicaría 

el mayor tiempo de supervivencia de los trasplantes de nuestro estudio en el grupo 

precondicionado con LPS. El sistema inmune tras el estímulo con LPS sufre una 

reprogramación a nivel génico que supone una anulación o disminución de la respuesta a 

posteriores estímulos que, en condiciones normales, producirían una respuesta 

inflamatoria importante, como es el caso de una cirugía de AVC.  

Sin embargo, en el grupo precondicionado con LPS, se observó un número 

significativamente mayor de complicaciones, principalmente representadas por una 

mayor pérdida de peso y el desarrollo de episodios de diarrea. Estos hallazgos coinciden 

con el estudio previo de Ishiyama et al, y se atribuyeron al estado de inflamación sistémica 

inicial que supone la administración de LPS en el animal (299,326). El SRIS se 

caracteriza por una situación hipermetabólica, con aumento del gasto energético, y una 

situación hipercatabólica, con degradación proteica aumentada. Se trata de un mecanismo 

denominado por algunos autores como “autocanibalismo séptico”, que utiliza el 

organismo para suministrar sustratos necesarios para mantener los procesos de defensa 

inmunitaria y reparación tisular. Esto trae como consecuencia el desgaste de la masa 

proteica con una desnutrición progresiva, y con ello una pérdida de peso en un corto 

espacio de tiempo (días) si no se toman las medidas adecuadas (327). El 

hipermetabolismo está mediado por un aumento de las hormonas contrarreguladoras, 

citoquinas (como TNF-α e IL-6), mediadores lipídicos y fragmentos del complemento 
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(328). Este gasto energético alcanza un pico entre los 3-4 días desde el insulto inicial y 

persiste elevado hasta 10 días después si no se presentan complicaciones que perpetúen 

el hipermetabolismo, en cuyo caso se prolongaría la situación (329).  En nuestro estudio, 

todos los animales perdieron peso durante las primeras dos semanas. Esto se explica por 

la situación de estrés que supone una cirugía como el trasplante alogénico de extremidad 

posterior. Sin embargo, la pérdida de peso en los animales del grupo precondicionado con 

LPS fue significativamente mayor que en el resto de grupos. Esto puede ser debido a la 

reacción inflamatoria sistémica que supone la administración de LPS, que comienza 3 

días antes de la cirugía. Además, entre las complicaciones mencionadas también se 

registró un aumento significativo en el número de deposiciones diarreicas en el grupo 

precondicionado con LPS, lo cual podría también justificar la mayor pérdida de peso en 

este grupo. En diversos estudios se ha visto que la endotoxemia provoca una disrupción 

del tránsito y la motilidad intestinal, produciendo una mayor contracción desde el yeyuno 

hasta el colon, resultando en un tránsito intestinal rápido (330–332). Al igual que la 

hipotensión que se produce durante la circulación de endotoxina, la alteración del tránsito 

está mediada por el óxido nítrico (NO). La administracion de endotoxina induce la 

expresión de la NO sintasa produciendo un aumento de la concentración de óxido nítrico 

en el endotelio vascular (333). Se ha demostrado en diversos estudios tanto en animales 

como en humanos que, a nivel intestinal, el NO participa en la inhibición no adrenérgica 

no colinérgica del musculo liso longitudinal (332,334,335). La sobreproducción de NO 

que se produce durante la endotoxemia da lugar a un aumento de la motilidad intestinal 

y, como consecuencia, un aumento del tránsito con la aparición de diarreas.  

La activación del complejo receptor de LPS por el lípido A induce una producción 

masiva de citoquinas proinflamatorias, activación leucocitaria e inflamación, lo cual es 

beneficioso para eliminar infecciones bacterianas a nivel local pero puede causar una 
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inflamación sistémica severa e incluso un shock cuando se emplean altas dosis de LPS 

(326). Al igual que ocurre con otros regímenes de tolerancia, o con el tratamiento 

inmunosupresor crónico, los efectos secundarios a la administración de LPS son 

inadmisibles en el contexto de un AVC, ya que conduciríamos a un paciente sano a una 

situación de SRIS con la morbimortalidad que implica. Por ello, y dado la potencial 

utilidad de la TE en el campo de la terapéutica, surge la necesidad de encontrar 

inmunomoduladores diferentes de LPS, que no produzcan la reacción inflamatoria 

sistémica inicial, pero que puedan generar una TE. Así, surgieron los análogos del lípido 

A, como el lípido A monofosforilado (MPLA, del inglés Monophosphoryl lipid A) o el 

fosfato de aminoalquil glucosamina (AGP, del inglés Aminoalkyl Glucosamidine 

Phosphate), que presentan una actividad proinflamatoria atenuada, pero conservan su 

actividad inmunomoduladora (326). Cambios en el número, disposición y longitud de las 

cadenas laterales de ácidos grasos así como la ubicación de los grupos cargados, alteran 

en gran medida las propiedades biológicas de lípido A, dando lugar a nuevas moléculas 

que de manera preferente activan la vía TRIF de señalización intracelular, en lugar de la 

vía MyD88 (336,337). El MPLA se sintetiza mediante ingeniería genética a partir de 

Salmonella minnesota 595 (338). Se ha visto que su administración sistémica induce TE 

en humanos y animales de experimentación, objetivado por el descenso en la 

concentración de citoquinas proinflamatorias y la atenuación de las alteraciones 

hemodinámicas en respuesta a una administración posterior de LPS (339,340). Debido a 

sus propiedades, se ha utilizado como inmunoadyuvante en preparaciones de vacunas, 

como la del virus de papiloma humano y el virus de la hepatitis B actualmente disponibles 

(341). El AGP es otro inmunomodulador cuyo uso profiláctico ha mostrado un aumento 

de la supervivencia en roedores tras una dosis letal con Listeria monocytogenes, virus 

influenza y Yersinia pestis (342,343). Así mismo, el tratamiento con AGP demostró, en 
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un modelo experimental, la disminución de la carga bacteriana y una mejora de la 

supervivencia en la neumonía tularémica (344). Sin embargo, su objetivo clínico continúa 

siendo objeto de estudio (326). En la línea de estos inmunomoduladores, se ha visto que 

el GAL a nivel experimental induce un estado refractario en macrófagos, de forma que 

posteriores estímulos con LPS no producen un aumento de las citoquinas 

proinflamatorias, como TNF-α (305). En nuestro estudio, el grupo III, precondicionado 

con GAL 72 horas antes del trasplante, presentó una mediana de tiempo hasta la aparición 

del episodio de RA de 70 (RIQ 73-69) días, y en el grupo IV (precondicionado con GAL 

24 horas antes del trasplante), la mediana fue 70 (RIQ 74-69) días. Ambos grupos no 

presentaron diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo II donde la 

mediana de días respecto al RA fue de 68 (RIQ 71-61) (p=0,138), pero sí respecto al 

grupo control (en ambos, p<0,001). En un estudio reciente en roedores en el que se 

administró GAL intraperitoneal, se demostró la inducción de TE en los macrófagos y 

células dendríticas, con una respuesta inflamatoria inicial atenuada en comparación con 

la resultante de la administración de LPS (304). De acuerdo con este hecho, el efecto 

inmunorregulador que supone la TE podría explicar el mayor tiempo de supervivencia de 

los trasplantes en los grupos precondicionados con GAL. Además, en nuestro estudio se 

observó una reducción de peso en las 2 primeras semanas significativamente menor que 

el grupo II (p<0,001, en ambos grupos precondicionados con GAL), así como una menor 

incidencia de episodios diarreicos (p=0,02). Este hecho se atribuyó a la mejor respuesta 

sistémica inicial producida por este tipo de pretratamiento, como se establecieron en los 

estudios de Toledano et al y Namal et al (304,305). Este hallazgo abriría la posibilidad 

del empleo de GAL a nivel clínico para inducir un estado de TE por su menor morbilidad, 

y con este estudio se ha señalado su posible aplicación en el campo del AVC.  
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El estado refractario inducido por la TE también se hizo patente en la intensidad del 

RA. A nivel macroscópico, en el momento del rechazo, todos los trasplantes exhibieron 

pérdida parcheada de pelo, eritema y descamación a nivel de la isla cutánea. Pero es en el 

análisis de las biopsias a nivel microscópico, donde en el grupo control se observó un 

mayor infiltrado linfocitario a nivel dermoepidérmico y perivascular respecto a los grupos 

precondicionados. En las biopsias musculares se encontraron signos análogos, con un 

mayor infiltrado linfocitario perimisial y desestructuración de los fascículos. Todo ello 

con una intensidad, medida por la escala de Banff 2007 y la escala semicuantitativa de 

infiltrado leucocitario tisular, significativamente mayor que en los grupos 

precondicionados.  Esto es atribuible a la influencia del precondicionamiento con LPS y 

GAL. Estos hallazgos fueron similares a los encontrados en órganos sometidos a 

isquemia-reperfusión en estudios experimentales de TE. Aunque la supervivencia de los 

trasplantes en general ha ido aumentando de manera continua en las últimas décadas, el 

daño por isquemia-reperfusión es una de las principales causas de daño tisular y fallo o 

rechazo precoz de los trasplantes (345). Las células dañadas por este mecanismo atraen a 

células del sistema inmune que liberan citoquinas proinflamatorias como el TNF-α 

provocando una reacción inflamatoria que dañará del tejido trasplantado. A partir de este 

hecho, se han llevado a cabo estudios en animales empleando la TE en modelos de 

isquemia-reperfusión a nivel hepático y renal demostrando un menor daño histológico 

asociado al trasplante (346,347). A nivel hepático el grupo precondicionado con LPS 

mostró un daño significativamente menor que el grupo control, con un leve infiltrado 

linfocitario, escasa vacuolización celular y manteniendo la estructura del lóbulo hepático. 

Por el contrario, el grupo control mostró una desestructuración lobular hepática, con gran 

infiltrado linfocitario, vacuolización celular, hemorragia y necrosis (346). Un estudio 

similar en el riñón, mostro cambios similares: el grupo control presentó una necrosis 
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generalizada afectando inicialmente al túbulo proximal y después también a la nefrona 

distal, congestión capilar intersticial difusa a nivel de la médula externa y edema 

intracelular. En el grupo con TE se observó un menor grado de lesión de las células del 

túbulo proximal, con menor congestión vascular y menor edema intracelular que el grupo 

anterior (347). La inmunorregulación que supone la TE, da lugar a una alteración en la 

expresión de citoquinas por las células inmunes activadas dando lugar a una respuesta 

más atenuada al rechazo (305). En nuestro estudio, las patas posteriores de los animales 

trasplantados también se sometieron a un tiempo de isquemia mientras se realizaba la 

preparación del sitio receptor. La posterior reperfusión pudo de la misma forma dañar el 

tejido. Sin embargo, en los grupos que habían sido precondicionados y sometidos a TE, 

el daño tisular tanto a nivel cutáneo como a nivel muscular fue significativamente menor 

respecto al grupo control.  El daño por isquemia-reperfusión del trasplante podría estar 

reducido gracias a la TE, y de este modo explicaría también el menor grado de intensidad 

de rechazo en los grupos precondicionados. 

La incidencia de RA en los AVC durante el primer año es de alrededor del 85%, y 

por tanto es más elevada que en cualquier otro tipo de trasplante, siendo la piel 

generalmente el tejido más afectado (69). Esto puede ser debido en parte al diagnóstico 

precoz que supone la monitorización del componente cutáneo de los AVC. Por el 

contrario, la monitorización de otros trasplantes debe basarse en la detección de 

marcadores tardíos de disfunción del órgano, como la elevación de la creatinina sérica en 

el trasplante renal o la reducción de la fracción de eyección en los pacientes receptores de 

un trasplante cardiaco. El periodo prolongado de isquemia relativa y posterior lesión por 

isquemia-reperfusión, como hemos visto, contribuye a crear un estado inflamatorio local, 

lo cual a su vez facilita la presentación de antígenos del donante al sistema inmune del 

receptor, promoviendo el rechazo. Sin embargo, esto no debería ser la causa principal de 
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la alta incidencia de RA en los AVCs, ya que los TOS también sufren ese periodo de 

isquemia y no sufren rechazo en la misma proporción. La alta incidencia de éste, junto a 

la especial susceptibilidad del componente cutáneo a sufrirlo, sugiere un factor intrínseco 

a la piel que contribuye a su inmunogenicidad (348). Estudios recientes han demostrado 

la presencia de grandes cantidades de células T memoria presentes en la piel y células de 

Langerhans que contribuyen a la homeostasis inmune y a la activación de las células T 

reguladoras de la piel (349). De hecho, las células de Langerhans se consideran CPAs y 

tienen la función de activar y diferenciar directamente las células T mediante la secreción 

de citoquinas y quimiocinas. Así la piel se comporta como un órgano con función inmune 

de reconocimiento y efector al mismo tiempo, pudiendo actuar de forma paralela e 

independiente al sistema inmune general (349). Un adulto normal presenta 1x106 células 

T/cm2 de piel, que equivale casi al doble de las células T presentes en la sangre. De ellas 

casi el 80% no expresan CD62L y CCR4, lo cual implica un fenotipo de célula T efectora 

(125). De forma general las células T efectoras permanecen en la circulación hasta que 

son reclutadas por los tejidos inflamados, pero en la piel se encuentran en condiciones 

basales (350). Todos estos hallazgos pueden explicar la alta incidencia de RA en el 

componente cutáneo de los AVC. En nuestro estudio, la isla de piel del trasplante mostró 

un grado de rechazo menor en los grupos precondicionados respecto al grupo control, y 

se logró prolongar el tiempo hasta RA, pero no la tolerancia indefinida, lo cual se podría 

explicar por la presencia de este sistema inmune cutáneo que no estaba precondicionado 

en ningún grupo, ya que el LPS o el GAL solo se administró al animal receptor.  

Coincidiendo con los resultados del estudio del grupo de Ishiyama et al, en los 

grupos precondicionados observamos una reducción del porcentaje de linfocitos totales 

(CD3+) tras la cirugía (18,5%±8,34% en el grupo II; 17,66%±12,36% en el grupo III y 

23,10%±10,58% en el grupo IV), mientras que el grupo control mostró un aumento inicial 
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del mismo (31,41%±13,78%). Durante el estado de TE, los monocitos presentan una 

elevada actividad fagocítica, pero la capacidad de presentación de antígenos se encuentra 

deteriorada (258). El aumento de la fagocitosis se asocia a un aumento en la expresión en 

su superficie de la molécula CD64 (258). El deterioro en la presentación de antígenos es 

debido a una menor expresión de las moléculas del CMH clase II (como HLA-DR), así 

como de la molécula de coestimulación CD86 (258,262). El mecanismo íntimo de la 

disminución en la expresión del CMH clase II en la TE, se muestra en el estudio de Wolk 

et al (351). En él, se vio una reducción de la síntesis del CMH a nivel intracelular, junto 

a una menor expresión de la cadena invariable y la inhibición de la síntesis de las proteasas 

catepsinas encargadas de la escisión de la cadena invariable. Así mismo, se encontró 

reducida la expresión de HLA-DM necesario para que el CMH clase II se una al péptido 

antigénico, y una disminución de la exportación de los complejos CMH clase II a la 

superficie celular. La regulación a la baja de HLA-DR, de la cadena invariable y el HLA-

DM, se relaciona con la menor actividad transcripcional atribuida a la disminución de la 

expresión de CIITA. La interferencia simultánea a diferentes niveles de regulación puede 

explicar el efecto potente y duradero de la disminución de la presentación de antígenos 

en el estado de TE (351). Algunos estudios han propuesto la participación de IL-10 y 

TGF-β en la regulación a la baja de estas moléculas mencionadas (352). El deterioro en 

su actividad como CPAs, supone una disminución de la presentación de antígenos a los 

linfocitos y con ello, una mayor dificultad para desencadenar una respuesta inmune 

adaptativa, lo que resulta en una reducción de la proliferación de los linfocitos T (262). 

Por otra parte, la ausencia de señal coestimuladora por falta de la molécula B7 (CD86) da 

lugar a un estado de anergia y apoptosis de las células T (353). Esta disminución 

linfocitaria mediante apoptosis celular parece deberse a la señalización intracelular de 

IRAK-M y PDL-1 (354). En esta misma línea, en pacientes con sepsis o politraumatismos 
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ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos se ha observado una disminución drástica 

de los recuentos de linfocitos circulantes (355). Basándose en estos hechos, se han llevado 

a cabo estudios en animales y humanos, que han demostrado la existencia de una profunda 

apoptosis de células T CD4+, células B y células dendríticas, mientras que no se ha 

observado este hallazgo en las células T CD8+, monocitos/macrófagos y células NK 

(356,357). Así mismo, modelos experimentales en ratones que carecían de linfocitos T y 

B, presentaron una mayor susceptibilidad al shock endotóxico (265). Todo ello subraya 

la importancia de la apoptosis de las células inmunes en la mediación de la 

inmunosupresión inducida por un estado de sepsis (254).  En resumen, la disminución de 

la población linfocitaria total observada en nuestro estudio puede ser debido tanto a la 

limitación de la expansión clonal de los linfocitos al no ser estimulados por las CPAs y/o 

a una mayor apoptosis celular. Esto es consistente con el retraso en la aparición de los 

episodios de RA de los grupos precondicionados (p<0,001). El menor porcentaje 

linfocitario global también podría explicar la menor intensidad del rechazo observado en 

el estudio histológico en los grupos precondicionados en comparación con el grupo 

control (grupo I, p=0,038; grupo III, p=0,0169; y grupo IV, p=0,0383).  

Se observó un porcentaje significativamente más elevado de quimerismo en los 

grupos precondicionados respecto al grupo control entre los días 21 y 30 (p=0,04, grupo 

II; p=0,002, grupo III; y p=0,002, grupo IV), principalmente a expensas de los linfocitos 

T CD4+ (grupo II p<0,001, III p<0,001 y IV p<0,003). Se ha demostrado que las células 

T reguladoras CD4+ CD25+ juegan un papel importante en la tolerancia al trasplante, 

pudiendo prevenir el rechazo del injerto (358). En 1990, Hall et al demostraron en su 

estudio de alotrasplante cardiaco en ratas tratadas con CsA, un mayor tiempo de 

supervivencia sin sufrir un episodio de RA (>100 días), y lo atribuyeron a un aumento de 

la población de células T CD4+ supresoras que expresaban OX39 (CD25) (359). 



139 
 

Numerosos estudios de protocolos de tolerancia no mieloablativos, como el empleo de 

anticuerpos monoclonales contra CD4+, CD8+ o CD 154+, o la inoculación intratímica de 

un antígeno del donante, condujeron a la generación de células CD4+CD25+ reguladoras 

(360–363). Sin embargo, la actividad reguladora puede no limitarse estrictamente a las 

células T CD4+ CD25+ ya que se ha visto en el estudio de Graca et al que células T CD4+ 

CD25- pueden ejercer también una función supresora, aunque de forma menos importante 

que las anteriores (361). Además, se ha visto que las células T CD4+ reguladoras no solo 

modulan la tolerancia al trasplante, si no también pueden retrasar el desarrollo de una 

posible  EICH (364,365). Por tanto, las células T CD4+ reguladoras juegan un papel 

importante en la inmunotolerancia del trasplante, aunque el control de su actividad 

continúa siendo estudiada (366). Se ha visto que la función de estas células se va a ver 

limitada por concentraciones elevadas de citoquinas proinflamatorias o por la activación 

de las células T a través de CD28 (367,368). Así mismo, las células T efectoras activadas 

son menos susceptibles a la supresión de las células T reguladoras respecto a las células 

T en reposo (369). En un estudio realizado por el equipo de Caramalho et al, demostraron 

que las células T reguladoras expresan TLR y pueden ser activadas por LPS (370). Se 

observó que la activación por el LPS de estas células mejoraba la actividad supresora. Sin 

embargo, la activación de las CPA por LPS deprimía esta actividad, atribuido al aumento 

de la concentración de citoquinas proinflamatorias como IL-6 (371). Por tanto, la 

inhibición del rechazo del trasplante va a depender en parte del equilibrio entre la acción 

supresora y el estado inflamatorio del huésped. No obstante, no todas las CPA parecen 

reaccionar de la misma manera. Un estudio sobre inmunotolerancia en trasplante 

hepático, mostró como la preestimulación de las células estrelladas del hígado con LPS 

aumentaba la población de las células T CD4+ reguladoras mediante contacto célula-

célula, al mismo tiempo que inducían apoptosis de las células T CD4+ convencionales a 
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través de la molécula Fas/Fas ligando (372). Otro estudio reciente de pretratamiento de 

células dendríticas con LPS mostró un aumento de la expansión de células T reguladoras 

CD4+ CD127+3G11-, sugiriendo la posibilidad de inmunoterapia mediante la expansión 

de este subgrupo célular (373). En nuestro estudio, durante la inflamación sistémica 

inicial que ocurre en los grupos precondicionados, la función de estas células podría estar 

presente pero bastante controlada por la inhibición por parte de las CPA y las 

concentraciones elevadas de citoquinas proinflamatorias; pero cuando las CPA entran en 

un estado refractario de TE, estas células aumentarían permitiendo un mayor tiempo de 

supervivencia hasta el episodio de RA. De esta forma, el incremento de las células T 

reguladoras podría indicar una mayor inmunorregulación a nivel del sistema inmune 

adaptativo, y explicar el tiempo más prologado sin desarrollar un episodio de RA en los 

grupos pretratados con LPS o GAL.  

El estado de quimerismo mixto observado en nuestro estudio no fue estable, si no 

que el porcentaje de células del animal donante disminuía a medida que nos acercábamos 

al día del episodio de RA. Esto podría justificar el hecho de que no se alcanzara la 

tolerancia definitiva al trasplante. No obstante, estudios con quimerismo transitorio, 

sugieren que, aunque inicialmente se requiera la presencia de quimerismo para inducir 

tolerancia, podría no ser necesario su mantenimiento a largo plazo (201). En el estudio de 

Boruget et al., se realizaron 12 AVC en cerdos. Los animales del grupo que habían 

recibido un ciclo corto de CsA, presentaron tolerancia (>150 días). En ellos se observó 

que, aunque había quimerismo en sangre periférica en el postoperatorio temprano (2,2% 

al sexto día postoperatorio), éste pasaba a ser indetectable a partir del día 19 

postoperatorio (374) . De esta forma, el fenómeno de microquimerismo se ha cuestionado 

ampliamente y actualmente se podría interpretar más como una consecuencia que como 

la causa de la tolerancia a una alotrasplante (375).  
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La administración de LPS produce tanto in vitro como in vivo, una respuesta 

inflamatoria inicial caracterizada por la liberación de citoquinas proinflamatorias como 

TNF-α, Il-6, IL-12 e IL-23 por parte de las células sistema inmune innato, especialmente 

de los monocitos y macrófagos (297). Éstas van a producir una estimulación y expansión 

linfocitaria con la consiguiente liberación de citoquinas como la IL-1, IL-2 e IFN-γ. El 

INF-γ es una citoquina producida fundamentalmente por linfocitos y células NK, y su 

expresión aumenta en los procesos de infección y respuesta inflamatoria sistémica que se 

produce durante la sepsis (376). En nuestro estudio en el grupo precondicionado con LPS, 

se observó una respuesta inflamatoria inicial reflejada en el aumento de TNF-α e IFN- γ, 

que se mantiene hasta el día del trasplante. En los grupos precondicionados con GAL 

también se observó un aumento de estas citoquinas, pero con menor intensidad que en el 

grupo II, sobre todo el INF-γ (p<0,001). Coincidiendo con estos resultados, estudios in 

vitro demostraron una respuesta inflamatoria menor, medida mediante los niveles de 

TNF-α en las células expuestas a GAL respecto aquellas expuestas a LPS (304,305). Si 

bien es verdad que el menor aumento de TNF-α en los grupos precondicionados con GAL 

no es tan evidente como en los otros estudios citados, hay que tener en cuenta que éstos 

fueron in vitro. Nuestro estudio, al ser in vivo, puede estar sometido a cambios inducidos 

por otras citoquinas u otros factores que no se han analizado. De igual manera, el mayor 

aumento de TNF-α e IFN- γ en el grupo precondicionado con LPS, revela una mayor 

respuesta inflamatoria en este grupo y justifica la mayor presencia de efectos adversos en 

forma de pérdida de peso y episodios diarreicos acaecidos en los animales de este grupo 

en comparación con el grupo control y los grupos precondicionados con GAL (p<0,001 

y p= 0,02, respectivamente).  

En estudios tanto in vitro como in vivo de TE, se ha visto que, tras un segundo 

estímulo con LPS se observa un cambio en el fenotipo inflamatorio de estas células a otro 
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antiinflamatorio, caracterizado por la liberación de citoquinas antiinflamatorias como IL-

10 o TGF-β (265,295,296,377). En nuestro estudio, a partir del día del trasplante se 

observó una disminución drástica de las citoquinas proinflamatorias en los grupos 

precondicionados. Esto se atribuyó a un cambio en el fenotipo de los 

monocitos/macrófagos a un estado antiinflamatorio a consecuencia de la TE. El 

mecanismo molecular es la inhibición de la ruta MyD88 por IRAK-M y la activación del 

TLR por una ruta independiente de éste que es la vía TRIF/TRAM. Esto va a producir 

una sobrexpresión de citoquinas antiinflamatorias y va a provocar la incapacidad de los 

monocitos para producir citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-α (278). El papel 

de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 es controvertido. Por un lado, para algunos 

autores la IL-10 juega un papel crucial en la TE, induciendo la expresión de miR-187, 

que es un regulador negativo de TNF-α, IL-6 e IL-12 cuando se activa el TLR-4 en 

monocitos (378). Sin embargo, para otros autores no es tan importante ya que se ha visto 

que ratones knockout para IL-10 reproducen igualmente un fenotipo de TE cuando son 

expuestos a LPS (379). Esto sugiere que otros factores antiinflamatorios como TGF-β, 

IL-1RA, SLP-1 y los glucocorticoides puedan producir TE sin necesidad de la IL-10 

(377).  

La cirugía del trasplante en nuestro caso, ha actuado como segundo insulto al 

sistema inmune, mediante un mecanismo de tolerancia cruzada entre el primer estímulo 

con LPS y el propio trasplante. Las células del sistema inmune, tras el estímulo con LPS 

y GAL, no fueron capaces de responder al estímulo que supone la intervención quirúrgica.  

Se ha visto que cirugías mayores, como intervenciones neuroquirúrgicas, cirugía cardiaca 

o pacientes politraumatizados, pueden desarrollar un estado inmune refractario, similar a 

la TE, donde se produce una disminución de las citoquinas proinflamatorias tras el evento 

quirúrgico (323). Este hecho podría justificar la caída de citoquinas en nuestro estudio en 
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los grupos precondicionados, pero también se vería en el grupo control y en nuestro 

estudio esto no sucede. Por el contrario, el patrón de expresión y producción de TNF-α, 

mostró un ascenso progresivo desde la cirugía hasta la retirada de la CsA, momento a 

partir del cual se observó un ascenso más pronunciado hasta el día del RA.  

El estado refractario de los macrófagos supone una dificultad para activar la 

respuesta inmune adaptativa, y se va a reflejar en el patrón de respuesta de las citoquinas. 

Las células T CD4+ helper pueden ser divididas en Th1 y Th2, distinguiéndose según el 

patrón de citoquinas que producen (380). Las células Th1 producen INF-γ, IL-2 y TNF-

α, mientras que las células Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-10. En nuestro estudio, tras la 

cirugía, los grupos precondicionados mostraron una reducción de las citoquinas Th1 (IFN-

γ y TNF-α,), lo que podríamos inferir de forma indirecta en un desbalance a favor de la 

respuesta Th2. La respuesta mediada por Th1 estimula directamente la inmunidad mediada 

por células, mientras que una respuesta Th2 está asociada con la inmunidad humoral 

(381). Estudios previos en pacientes con sepsis han mostrado que durante una infección 

sistémica se produce un cambio hacia una respuesta de citoquinas tipo Th2, pudiendo dar 

lugar a un defecto en la inmunidad celular (298). Este desequilibrio también se observó 

en el estudio de Ishiyama et al  y explicaría por un lado la disminución de linfocitos T 

inicial y además contribuye al retraso en los episodios de RA en los grupos 

precondicionados (299). Además, el IFN-γ es el activador principal de las funciones de 

los monocitos y, por tanto, la disminución del mismo por la capacidad reducida de las 

células T para producirlo, contribuye a perpetuar el estado refractario de los monocitos. 

Esto es, la disminución de la capacidad de producción de citoquinas proinflamatorias 

como TNF-α y disminución de la capacidad de presentación de antígenos por disminución 

de la expresión del CMH clase II (382).  
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El mecanismo último implicado en la supresión de las células T y la polarización 

hacia la respuesta Th2 que aparece durante la TE no está del todo dilucidado. En un 

modelo experimental de sepsis en ratones se observó una expansión de la población 

celular mieloide inmadura GR-1+ C11b+ en médula ósea, bazo y ganglios linfáticos 

mediada por la vía de señalización intracelular MyD88. La disminución de las células T 

y la polarización hacia el linaje Th2 se atribuyó a la acción de estas células (383).  Por 

otra parte, en un estudio llevado a cabo por el grupo de Patel et al, se vio que el CIITA 

desempeña un papel clave en la represión de la expresión de citoquinas de tipo Th2, 

haciendo que las células T CD4+ se diferencien hacia el linaje Th1 (384). Por tanto, la 

reducción de la expresión de CIITA que se produce durante la TE como hemos 

mencionado anteriormente y/o la expansión de células mieloides inmaduras con 

capacidad reguladora en el contexto de la TE podría ser una de las causas de la hipotética 

polarización Th2 observada en este estudio.   

Muchos estudios han postulado que la TE representa un estado de inmunosupresión, 

haciendo al huésped más susceptible a infecciones secundarias. Esta presunción también 

se ha observado en pacientes con sepsis, traumatismos graves y grandes quemados, todos 

los cuales están predispuestos a infecciones secundarias (323,377). Se ha demostrado que 

las respuestas de citoquinas proinflamatorias son necesarias para la eliminación de 

microorganismos durante una infección. De hecho, los ratones deficientes en citoquinas 

proinflamatorias como INF-γ y TNF-α son resistentes a las lesiones inflamatorias, pero 

altamente susceptibles a infecciones bacterianas subletales (385,386). Además, la TE 

conduce a un aumento de la producción de IL-10 en respuesta al segundo estímulo de 

LPS o análogo. Los efectos de la IL-10 incluyen la inhibición de la producción de 

citoquinas Th1 y la atenuación de la expresión del CMH clase II así como de las moléculas 

coestimuladoras presentes en los macrófagos (378). Los niveles elevados de IL-10 
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también son característicos de los pacientes que han sufrido un traumatismo grave, lo cual 

puede contribuir al estado de inmunoparálisis posterior (323). Se ha visto que la 

administracion exógena de IL-10 da lugar a una supresión de la producción de IFN-γ e 

IL-12 de la misma forma que sucede cuando existe TE, lo cual lleva a la supresión de las 

respuestas inmunes y aumenta la susceptibilidad a la infección (387). Sin embargo, 

Varma et al, demostraron que ratones con TE tras la administracion de LPS con supresión 

de IFN-𝛾 e IL-12 y aumento de IL-10, pudieron eliminar una infección por Pseudomonas 

aeruginosa de manera más efectiva que los ratones no tolerantes (388). Esto se atribuyó 

a que el agotamiento de IL-10 en los animales con TE, hizo que aumentara el aclaramiento 

bacteriano, lo cual sugiere que la IL-10 presenta un impacto negativo en el aclaramiento 

de bacterias pero no lo suficiente para evitarlo por completo (388). Aunque existen 

estudios que informan de la mayor susceptibilidad a la infección después de la exposición 

previa a LPS, hay otros que demuestran que el tratamiento sistémico con dosis bajas o 

moderadas de LPS aumentan la respuesta inmune innata en modelos de infección (389). 

Deng et al demostraron que la administración de LPS en ratones conducía a una 

eliminación mejorada de bacterias mediada por macrófagos en un modelo de sepsis 

polimicrobiana (390). En otros estudios se observó que ratones pretratados con LPS 

mostraban una reducción drástica de la carga bacteriana tras la inoculación de 

Pseudomonas aeruginosa o Salmonella typhimurium, a pesar de concentraciones 

reducidas de INF-γ, TNF-α, IL-6 e IL-12 (391,392). Esto sugiere que las citoquinas 

proinflamatorias pueden no ser completamente necesarias para desarrollar una respuesta 

inmune innata competente o bien que la TE mejora de alguna forma el aclaramiento 

bacteriano. La mejoría de la respuesta inmune innata ante la TE no sólo se limita a las 

bacterias gran negativas, sino que se extiende a una gran variedad de modelos de infección 

bacteriana (como gram positivos o sepsis polimicrobiana) y fúngica (393–395). Muchos 
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estudios han demostrado que los agonistas de TLR4 poseen capacidad de generar TE y 

mejorar a su vez las respuestas a patógenos microbianos. Así, el MPLA ha demostrado 

proteger contra el desarrollo de neumonía en un estudio con ratones expuestos a shock 

hemorrágico no letal (396). También se ha observado esta protección en modelos de 

infección bacteriana sistémica (397). De la misma forma, el precondicionamiento con 

AGP demostró esta mejoría al disminuir la carga bacteriana y mejorar la supervivencia 

en un modelo experimental de la neumonía tularémica (344). Por extensión, podemos 

decir que empleo de GAL podría proporcionar también esta protección, pero aún no hay 

evidencia científica al respecto. Además, este enfoque podría tener una relevancia clínica 

significativa, de forma que la administracion exógena de agonistas de TLR-4 a pacientes 

que van a someterse a intervenciones de alto riesgo quirúrgico, pacientes 

politraumatizados o grandes quemados, reducirían en base a estos estudios la incidencia 

de infecciones nosocomiales severas (326).  

El mecanismo último de la mejora de la respuesta inmune en la TE no ha sido del 

todo dilucidado. El mayor reclutamiento de células mieloides en respuesta a patógenos 

microbianos es una opción plausible, que además puede estar mediada por un aumento 

de la expresión de moléculas de adhesión en leucocitos y/o células endoteliales lo que 

conlleva una mejor quimiotaxis (395).  

De acuerdo con Hettiaratchy et al, la estrategia para desarrollar un estado de 

tolerancia debe de cumplir una serie de criterios para que pueda tener relevancia clínica 

(210). El primer criterio es que el régimen precondicionamiento debe evitar la morbilidad 

injustificable. Esto excluye todas las formas de radiación corporal, incluso la no 

mieloablativa. Siguiendo esta premisa, el uso de LPS como precondicionamiento, podría 

ser bastante cuestionable. La posible aplicación en la práctica clínica es el otro criterio a 

cumplir en una estrategia de tolerancia en el contexto de un alotransplante. Esto significa 
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que debería poder realizarse dentro de las 24 horas previas a la intervención quirúrgica. 

Al comparar el grupo precondicionado con GAL 24 horas antes del trasplante con el 

grupo precondicionado 72 horas antes, no se encontraron diferencias significativas en el 

tiempo hasta la aparición del episodio de RA, ni en morbilidad asociada, ni en 

fluctuaciones de la población linfocitaria ni en los niveles de quimerismo en sangre 

periférica, presentando un patrón de citoquinas paralelo. Por lo tanto, el 

precondionamiento con GAL podría administrarse en posteriores estudios tan solo 24 

horas antes y así valorar la opción de introducción en la práctica clínica.  

Como hemos visto, la respuesta inmune a los antígenos del alotrasplante depende 

de múltiples factores como la disparidad del CMH entre donante y receptor, la 

antigenicidad de los distintos componentes trasplantados, el tratamiento 

inmunomodulador empleado y la diversidad de la respuesta inmune genéticamente 

dependiente. A pesar de ello, parece que la TE abre una vía hacia la tolerancia inmunitaria 

en el campo del AVC. La administración de LPS no es un procedimiento que podamos 

considerar plausible dada la morbilidad asociada, por lo que es necesario el desarrollo de 

análogos de LPS no tóxicos que permitan desarrollar este enfoque en situaciones clínicas. 

De ahí la relevancia de este estudio, al haber demostrado como el GAL, análogo de LPS, 

no presenta diferencias significativas en cuanto a la supervivencia del aloinjerto sin la 

morbilidad potencial de un estado de respuesta inflamatoria sistémica inicial. Así mismo, 

el precondicionamiento con GAL en las primeras 24 horas antes del trasplante no presenta 

diferencias significativas respecto a los resultados del grupo precondicionado con GAL 

72 horas antes, lo que facilitaría un análisis posterior para ver si fuera posible su 

extrapolación a la práctica clínica.  
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5.1. Limitaciones del estudio 

Este estudio presenta una serie de limitaciones que hay que tener en cuenta a la hora 

de interpretar los resultados obtenidos. Se trata de un modelo experimental en roedor con 

una ventana de observación corta y un número limitado de animales, determinada 

estadísticamente para la ejecución del modelo experimental. Esto impidió detectar con 

suficiente potencia algunos parámetros como la disminución de la población linfocitaria 

total entre el grupo control y el resto de grupos precondicionados, o los niveles de la 

citoquina TNF-α entre los grupos precondicionados. Así mismo, la limitación en la 

cantidad de la muestra extraída de sangre periférica para no interferir en el bienestar del 

animal, limitó el análisis más exhaustivo de las diferentes subpoblaciones linfocitarias, 

como las células T reguladoras, así como los niveles de otras citoquinas como IL-10.  

Otra limitación fue el modelo de implantación heterotópica del aloinjerto, así como 

la ausencia de neurorrafias, miorrafias y osteosíntesis, que limitaron el análisis de la 

función de la extremidad trasplantada.  

Por otra parte, el régimen de tratamiento inmunosupresor con CsA, se basó en 

estudios experimentales previos realizados por nuestro equipo, pero difiere del utilizado 

habitualmente en la práctica clínica. Se podrían plantear nuevos estudios empleando 

anticuerpos monoclonales como terapia de inducción asociado o no a una terapia de 

mantenimiento en dosis decrecientes.  

Por último, la falta de estudios previos del GAL y el LPS en el área del AVC ha 

impedido conocer de entrada los datos como cantidad, frecuencia o regularidad en la 

administración de los compuestos, para alcanzar unos objetivos precisos. Por ello, el 

siguiente paso en esta investigación sería una administración semanal regular de GAL, 
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con el fin de evaluar si la TE se perpetúa en el tiempo, logrando un mayor tiempo de 

supervivencia e incluso, en el mejor de los casos, la tolerancia clínica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



151 
 

6. CONCLUSIONES 

El mecanismo de tolerancia a endotoxina mediante el precondicionamiento con 

lipopolisacárido y galactomanano, retrasa la aparición de episodios de rechazo agudo en 

el aloinjerto. Esto nos permite rechazar la hipótesis nula, confirmar la hipótesis 

alternativa, y verificar el objetivo principal del trabajo en este modelo. No se encontraron 

diferencias en el tiempo transcurrido hasta el rechazo entre los grupos precondicionados. 

Así mismo, no se encontraron diferencias entre el precondicionamiento con 

galactomanano en las primeras 24 horas pretrasplante y el grupo precondicionado con 

galactomanano 72 horas antes. Esto requiere primero de un estudio de no inferioridad 

para confirmarlo, pero facilitaría la extrapolación del modelo a la práctica clínica. No 

obstante, se necesitan más estudios para desarrollar estrategias con galactomanano que 

permitan alcanzar un estado de tolerancia y la supervivencia indefinida del aloinjerto, en 

ausencia de inmunosupresión asociada.  

En cuanto a los objetivos secundarios: 

- El precondicionamiento con Lipopolisacárido genera una morbilidad en el 

animal que no es asumible en la práctica clínica de un alotrasplante 

vascularizado compuesto. El precondicionamiento con Galactomanano 

presenta un número significativamente menor de efectos adversos en 

comparación con el Lipopolisacárido.  

- El análisis de las muestras de la histología cutánea y muscular ha demostrado 

una menor intensidad del grado de rechazo en los grupos precondicionados.  

- El análisis de la población linfocitaria mediante citometría de flujo refleja una 

alteración temporal en la respuesta inmune adaptativa secundario al estado de 

tolerancia a endotoxina. 
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- El quimerismo mixto ha mostrado ser de mayor intensidad y duración en los 

grupos precondicionados.  

- Los niveles de expresión de citoquinas han permitido comprobar el estado de 

tolerancia a endotoxina en el alotrasplante vascularizado compuesto, y el 

comportamiento de la respuesta inflamatoria a nivel molecular. 

- El desarrollo del protocolo experimental de alotrasplante de pata posterior en 

ratas ha permitido el entrenamiento microquirúrgico durante más de 300 horas.  
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8. ANEXOS 

8.1.Premio derivado de la presente tesis 

Premio nacional de residentes en el 52º Congreso de Sociedad Española de 

Cirugía Plástica Reconstructiva y Estética (SECPRE), celebrado en Bilbao en mayo de 

2017, con el trabajo: Inducción de tolerancia con lipopolisacárido y galactomanano en 

un modelo de trasplante de tejido compuesto. 

 

8.2.Beca concedida de la presente tesis 

Beca de 12.000 euros concedida por la fundación IdiPAZ, dentro de la 

“Convocatoria IdiPaz/FIBHULP de ayudas a grupos de investigación constituidos” del 

año 2015. Título del proyecto: “Inducción de tolerancia con Galactomanano en un 

modelo de trasplante de extremidad posterior en ratas”. Director: Dr. Jorge Bonastre 

Juliá. 

 

8.3. Publicaciones derivadas de la presente tesis 

1. Rubio Yanchuck M, Bonastre Julia J. Inducción de tolerancia con 

lipopolisacarido en modelo de trasplante de tejido compuesto. Cir. plást. 

iberolatinoam 2018. 44 (3): 121-122. 

2. Rubio M, Toledano V, Bonastre J, Diez J, Aguirre L, Lopez-Collazo E. 

Induction of Endotoxin Tolerance delays acute rejection in a hind-limb 

transplantation model in rats. Plast Reconstr Surg. Aceptada y pendiente de 

publicación; fecha estimada: Febrero 2022. PRS-D-20-00767 
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8.4.Comunicaciones a congresos derivadas de la presente tesis 

1. 52º Congreso Nacional de la SECPRE. Comunicación oral: Inducción de 

tolerancia con lipopolisacárido y galactomanano en un modelo de trasplante de 

tejido compuesto. Fecha: 18-20 de mayo 2017. Bilbao (España). 

2. 22º Congreso Ibero Latinoamericano de Cirugía Plástica y Reconstructiva 

(FILACP): Inducción de tolerancia con lipopolisacárido y galactomanano en un 

modelo de trasplante de tejido compuesto. Fecha: 23-26 de mayo de 2018. Lima 

(Perú). 

 

8.5. Notas, permisos y derechos de autor 

El presente trabajo ha sido ejecutado en el Instituto de Investigación del Hospital 

Universitario La Paz (IdiPAZ) de Madrid. Ha contado con la aprobación del Comité de 

Bienestar Animal (CEBA) con fecha 4 de abril de 2016 (número de proyecto CEBA-01-

2016), certificando el cumplimiento de la normativa vigente en experimentación animal 

(directiva del Consejo de Europa publicada el 22 de septiembre de 2019; 2010/63/UE).  

No existe relación comercial ni financiera entre el presente trabajo, su tutor y 

colaboradores, y los productos que en él se enumeran. La medicación inmunosupresora 

fue suministrada de forma gratuita por el propio IdiPAZ. 

Las imágenes no originales contenidas en la presente tesis se publican con permiso 

de las editoriales propietarias de sus derechos de autor (Elsevier, Biomed Central, 

Creative Commons Atribbuition Licence y SAGE). Los derechos para su uso han sido 
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cedidos por Rightslink con números de licencia 5181481094002, 5181471323688, 

5158671319128, 5158671135809.  
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