SUERO ANTILINIFOCITARIO, SU OBTENCION
Y EMPLEO EN TRASPLANTES

INTRODUCCION

Cuando se realiza el trasplante de un
tejido u 6rgano de un ser a otro, se pre-
senta al cabo de pocos dias el fenémeno
de rechazo, que depende principalmente
de las diferencias antigénicas entre el
huésped y el donante, de la masa de an-
tigeno suministrada por el donante y de
la rapidez con que el antigeno se presen-
ta al huésped. Tratando de obviar estos
problemas producidos por las defensas
naturales de un organismo y concreta-
mente, de los linfocitos, se preparé un
suero que frena la producciéon de dichas
células blancas. Lo cual implica tedrica-
mente la aceptacién por parte del orga-
nismo, del tejido u 6rgano incorporado
a su anatemia.

Para probar su efectividad se realizaron
homotrasplantes o trasplantes alégenos
de piel, miembro posterior y rifiones
de perros. Si este trabajo puede contri-
buir en mayor o menor grado al éxito de
los trasplantes, tanto en cirugia animal
como humana, los autores verin colma-
das sus aspiraciones.

DE TEJIDOS Y ORGANOS*

GerMAN AMmava Posapa, DM.V,, CHB. **
Benito Evcenio Guritrrez, D.M.V.
Mario S. NavarRreTE Suirez, D.M.V.

MATERIALES Y METODOS

Preparaciéon del suero antilinfocitario
(SAL):

Se tomaron ganglios linfaticos de pe-
rro los cuales fueron cortados en finas
particulas para luego ser suspendidas en
solucién de HANKS, o en solucién sali-
na ¢ inoculados a 2 equinos cn series de
8 inyecciones con intervalos de 7 dias.
En cada sensibilizacién se utiliz una pre-
paracién fresca de células linfoides cani-
nas. Las sangrias comenzaron a cfectuarse
desde la 5? semana.

* El presente trabajo fue elaborado teniendo
como base, una parte de la tesis presentada por
los seiiores Navarrete y Eugenio para optar al
titulo de Doctor en Mecdicina Veterinaria, que
mereci6 la calificacién de “Laureada”; y otra
parte correspondiente al trabajo de investigacién
cn homotransplantes del doctor Germédn Amaya.
Dichos trabajos fueron realizados y dirigidos en
la seccién de Cirugia de la Facultad de Medici-
na Veterinaria de la Universidad Nacional.

** Profesor Asistente, Jefe de la Seccién de
Cirugia de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional.
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OBTENCION Y PREPARACION DE GANGLIOS LINFATICOS

Se utilizaron 18 animales de la especic
canina, de diferentes edades, sexo, raza y
peso. Preferentemente se hizo énfasis en
animales mas bien jévenes y de gran ta-
lla. Después de practicarseles sangrias en
blanco se procedia a extraerles los gan-
glios mesentéricos anteriores, posteriores,
submaxilares, retrofaringeos, preescapula-
res y popliteos. Luego en cidmaras estéri-

les a base de luz ultravioleta, cada gan- .
glio fue despojado del tejido adiposo y
conjuntivo que los engloba. Finalmente
fucron divididos en finas particulas y sus-
pendidos en solucién de Hanks o salina.
El material obtenido de estos procesos
fue filtrado y pasado por mallas estériles
de bronce de 53, 120, 125, 250 y 500
micras respectivamente.

Foto N? 1. — Frotis del material al ser pasado por la Gltima malla. Se pueden observar
células linfoides compactadas entre restos reticulares.

El filtrado resultante puede contener
gran cantidad de fibras reticulares, linfo-
citos y células reticulares. Foto ntimero 2.

A. Fibras reticulares.
B. Linfocitos.
C. Células reticulares.

En seguida de efectuados los frotis y
controles respectivos, el filtrado fue pa-
sado a través de lienzos con poros de 25
micras, para obtener finalmente una sus-
pension constituida en un 80% por lin-
focitos. Foto nimero 3.
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Foto N° 2.
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Foto N°© 3.
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De la suspension, aproximadamente cl
20% esta constituido por células reticu-
lares. Foto ntimero 4.

Posteriormentc el filtrado se centrifu-
g6 a 1.000 r.p.m., durante 10 minutos, sc
decanté y resuspendi6 en solucién de
Hanks. La suspension final, de color blan-

co lechoso, lista para inocular, se empleé
como antigeno en la preparacién del SAL.
El niimero de linfocitos para inyectar se
calcula con el hematocitémetro en camara
de globulos blancos. El resultado de este
recuento se multiplica segin las dilucio-
nes realizadas, obteniéndose el ntmero
de linfocitos por milimetro cubico.

Foto N° 4.

El promedio de linfocitos inoculados
en cada inyeccion fue de 90°000.000, em-
pezando con una cantidad relativamente
menor para luego ir aumentando paula-
tinamente la dosis. Tabla niimero 2.

De las suspensiones para inoculacion
se hicieron frotis, estableciéndose recuen-
tos diferenciales entre linfocitos grandes,

pequeiios y células reticulares. Foto nd-
mero 5. A, B y C, respectivamente.

El bazo debe descartarse como fuente
de linfocitos, ya que se obtienen igual-
mente grandes cantidades de glébulos ro-
jos. Foto nimero 6. Linfocitos pequefios,
grandes y glébulos rojos. A, B, C, respec-
tivamente.
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Foto N° 5.
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INOCULACION DE EQUINOS

Se seleccionaron 2 cquinos, a uno dc
los cuales se le inyecté una suspension
de linfocitos en solucién de Hanks. Ta-
bla nimero 2. Al otro equino se le in-
yectaron linfocitos tratados y suspendidos
cn solucién salina. Tabla ntmero 4.

Este ultimo animal muri6é al cabo de
la cuarta inoculacién. La primera sensi-
bilizacién se practicd por via subcutanea
y se llevaron estrictos controles hematicos
antes de cada inoculacién subsiguiente.
Tablas ndmeros 3 y 5.

Igualmente se controlé temperatura 2
veces diarias. Figura nimero 1. Es con-
veniente para prevenir el choque anafi-
lactico, aplicar antihistaminicos a partir
de la segunda o tercera semana.

Obtencién del SAL.

Al equino ntmero 1 se le practicaron
5 sangrias a partir de la 57 semana y con
intervalos de 7 dias. La sangre se reco-
lecté en recipientes cilindricos, ya que
permiten una mejor retracciéon del coa-
gulo.

La cantidad recolectada varié notable-
mente. Tabla nimero 6. La sangre reco-
lectada se mantuvo al medio ambiente
durante 12 horas, al cabo de las cuales
se llevé al baiio de Maria a una tempera-
tura de 37°C., por 6 a 8 horas, después
del cual se procedié a extraer el suero,
observando las mds estrictas medidas de
asepsia para evitar la contaminacién del
suero, que de por si constituye un excc-
lente medio de cultivo.

TRATAMIENTO
Y PRESERVACION DEL SAL

Obtenido el sucro, se adsorbe por 3
veces con un volumen igual de glébulos
rojos lavados de perro, homogenizando
constantemente y a intervalos peri6dicos.
Efcctuadas las adsorciones, queda un sue-
ro con menos de 3 mg., de hemoglobina
canina por cada 100 cc., de suero equino.
El objeto de las adsorciones estriba en
climinar hasta cierto punto las hemolisi-
nas y aglutininas presentes en el suero nor-
mal. Posteriormente se elimina el com-
plemento y se almacena a —20°C., hasta
cl momento de su uso. E] tiempo méaximo
para poder utilizarlo es de 4 meses. Final-

‘mente es preciso realizar las pruebas de

csterilidad de todos y cada uno de los
lotes almacenados y por almacenar.

EVALUACION

Se eligieron para el efecto 23 animales
de la especie canina, propiedad de la Fa-
cultad, clinicamente sanos y se subdivi-
dieron para cfectos del experimento en
2 grupos:

Grupo 1: 4 animales, divididos en 2
subgrupos y con los que se evalud la efi-
cacia reductora linfocitica y se estableci6
la dosis.

Subgrupo A: 2 animales a los que se
inyecté 1 cc., de SAL/kilo de peso, via
venosa. Se les practicé examenes hemato-
légicos a diferentes tiempos después de
la inyeccion. Casos 1-2.

Subgrupo B: 2 animales a los que se
inyect6 2 cc., de SAL/kilo via venosa y
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controles hematoldgicos iguales al sub-
grupo A. Casos 3-4.

Grupo 2: 16 animales repartidos en 4
subgrupos para comprobar la accion del
SAL en trasplantes. Se subdividieron en:

Subgrupo A: 5 animales a los que sc
les practico trasplante de piel y aplica-
cién de SAL a dosis de 1 cc./kilo. Via
venosa. Casos 5-6-7-89.

Subgrupo B: 3 animales en los que se
practicé trasplante renal y aplicacién de
SAL en dosis de 1 cc./kilo. Via venosa.
Casos 10-11-12.

3 animales en los que se rcalizd tras-
plante renal con aplicacién de SAL, 1
cc. + Azatioprina, 3 mg./k. Casos 16-17-
18.

2 animales en los que se practicé tras-
plante renal empleando en el primero
Azatioprina a dosis de 5 mg./kilo, y en el
scgundo SAL, 1 cc./kilo - Azatioprina,
5 mg./kilo. Casos 19-20.

Subgrupo C: 1 perro en el que se prac-
tico trasplante de miembro posterior y
aplicacién de SAL a dosis de 1 cc./kilo,
via venosa. Caso 13.

Subgrupo D: 2 animales empleados co-
mo testigos, a uno de los cuales se le
practicé trasplante de piel, caso 14 y al
otro trasplante de miembro posterior,
caso 15. En las 3 fotografias siguientes
se pueden observar comparativamente los
cambios morfolégicos que sobre los lin-
focitos produce el SAL.

Foto N9 8. — Sc observa un linfocito grande, normal y tipico con su niticleo ligera-
mente oscuro y su protoplasma azul pilido.
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Foto N? 9. —Sc obscrva un linfocito tipico v uno atipico. Este tltimo se encontré
en las dos horas siguientes a la aplicacion del SAL, mostrindonos los cambios que
sobre la linea blanca especial del experimento van produciendo los anticuerpos presentes
en el suero. La coloracién de los linfocitos atipicos se torna mds intensa, su morfologia
cambia y lucgo son destruidos. A-B-C: Tipico, atipico y ncutrofilo, respectivamente.

Foto N? 10. — Mucstra un prolinfocito cuya aparicién en la sangre se hizo notoria

después de transcurridas 1 o 2 aplicaciones de SAL. Indica esto una respuesta del or-

ganismo para generar més linfocitos y tratar de llevar su ndmero hacia un nivel normal.
A-R-C: Prolinfocito, glébulo rojo nucleado y neutréfilo, respectivamente.
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CONCLUSIONES

1. El uso del SAL demostré un gran
cfecto depresor inmediato sobre la linea
linfocitica, logrindose la supervivencia
de los tejidos y 6rganos trasplantados por
un periodo mayor de 16-19 dias prome-
dio. En los trasplantes de rifién se han
obtenido supervivencias hasta de 60-200
dias con el empleo de SAL-Azatioprina.

2. En casos de tolerancias prolongadas,
precoces o tardias, se observé fiebre, oli-
guria, proteinuria, aumento de volumen
renal y aumento de la uremia.

Al deprimirse los linfocitos disminuyen
las defensas organicas, presentandose una
mayor receptividad a las infecciones y
complicaciones secundarias.

3. El nimero total de leucocitos des-
ciende en relaciéon con la reduccién de
linfocitos. La recuperacién del recuento
total leucocitario s¢ hace en forma in-
mediata. Mientras que los linfocitos per-
manecen deprimidos en su recuento ab-
soluto y relativo por un periodo muy
prolongado.

4. El SAL probablemente posee una
accion colateral sobre la médula 6sea, es-
timulando indirectamente la produccién
de formas jévenes de neutréfilos y glo-
bulos rojos.

5. Los otros elementos sanguineos no
sufren cambios significativos.

6. La administracién de SAL tiene un
cfecto definitivo pero limitado en la su-
pervivencia de tejidos trasplantados. De-
bido a que su uso prolongado ocasiona
resistencia especifica contra las globulinas
antilinfociticas, produci¢éndose cada vez
una menor respucsta en la reduccién lin-
focitica.

7. La dosis mas apropiada para su uso
cs de 1 cc./kg., de peso vivo.

8. Durante 12 inyecciones con SAL,
ntmero maximo empleado en este traba-
jo, no se presentd en ningin caso signos
de choque anafilactico.

9. El uso del SAL queda por ahora res-
tringido por el alto costo de su produc-
cion.

10. El porcentaje de reduccién linfo-
citica, con el uso del SAL, alcanzé hasta
un 95% respecto al nivel inicial y hasta
un 96% con el emplco del Sal-Azatio-
prina.

11. El SAL debe prescribirse unica-
mente durante un periodo corto, especial-
mente durante el periodo critico. Debe
continuarse el tratamiento a base de dro-
gas inmunosupresoras como son la 6,
Mercaptopurina, la Azatioprina y aun los
Corticosteroides.

12. Hacer la seleccion genética del do-
nante y receptor, de modo que difieran
muy poco antigénicamente.
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FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

TABLA NUMERO 2

N? Linfocitos Total % Linfacitos
N Fecha Gm. ganglio por ce. Linfoc. inoculados Grand. Peq. G.R.% Cel. Ret.
1 24.VI -69 6.5 480.500 9.610.000 10 82 0 8
2 1-VII -69 7.3 620.400 12.608.000 9 79 1 11
3 7-VII -69 10.1 841.500 17.830.000 10 80 0 10
4 15-VII -69 14.6 1.758.000 36.160.000 8 79 1 13
5 23-VII -69 16.3 1.826.000 36.520.000 9 G9 2 20
6 30-.VII -69 25.0 2.588.000 51.760.000 10 8 2 10
7 6-VIII-69 30.9 2.932.000 58.640.000 11 69 1 19
8 13-VIII-69 69.6 24.000.000 480.000.000 16 66 9 20
Cantidad de linfocitos inoculados al equino 1.
TABLA NUMERO 3
Ne¢ Fecha Leucoc. mm3 Hto. Hb.gm. % Neut. Linf. Eos. Mon. Band. Bas.
1 24-VI -69 18.350 28 6.76 21 66 13 2 0 0
2 1-VII -69 12.100 28 8.9 38 46 14 1 1 0
3 7-VII -69 16.100 30 10.1 54 39 4 2 0 1
4 15-VII -69 11.000 26 8.2 62 39 1 0 0 0
b 23-VII -69 10.950 24 8.6 49 b1 3 1 0 0
6 30-VII -69 12.850 24 6.5 51 31 8 [ 4 4
7 6-VIII-69 14.300 25 8.9 49 38 10 2 0 1
8 13-VIII-69 11.300 23 7.7 61 34 4 2 0 )
TABLA NUMERO 4
Ne¢ Linfoc. Total Linfoc. ¢ %
Ne Fecha Gangl.gm. xcc.desusp. Linfoc. inoculades Grand. Peq. G.R.9%  Cel. Ret.
1 24-VI -69 4.8 325.000 6.500.000 9 80 1 10
2 1-VII-69 5.3 468.000 9.360.000 8 76 2 14
3 7-VII-69 18.4 1.785.000 356.700.000 10 72 6 12
4 16-VII-69 35.2 3.260.000 65.010.000 6 74 10 10
Tabla 3: Resultado hematolégico en el eauino 1.
Tabla 4: Cantidad de linfocitos inoculados al equino 2.
TABLA NUMERO 5
Ne Fecha Leucoc. Hto. Hb. N. L. E. M. B. Bas.
1 24-VI-69 13.000 45 11.8 57 34 6 2 3 0
2 1-VII-69 19.650 39 13.3 43 33 21 2 0 0
3 7-VII-69 13.600 34 12.2 b7 28 17 0 1 1
4 16-VII-69 10.9560 33 12.9 59 29 12 0 0 0
TABLA NUMERO 6
Ne¢ Fecha Volumen cangre Volumen suero % Suero obtenido
1 23-VII -69 1.000 ml. 280 ml. 28
2 30-VII -69 500 ml. 150 ml. 30
3 6-VIII-69 350 ml. 150 ml. 42.8
4 13-VIII-69 1.800 ml. 800 mnl. 44.4
[ 20-VIII-69 1.500 ml. 650 ml. 36.6
Total 75.160 ml. 1.930 ml. 37.4

Tabla 6: Resultado hematolégico en el equino 2.
Tabla 6: Cantidad de suero obtenido en las diferentes sangrfas.
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RESUMEN

Un caballo se inmunizé con linfocitos
procedentes de nédulos linfaticos y su
suero se adsorbié tres veces con glébulos
10jOS caninos.

El experimento se dividi6 en dos gru-
pos: al primero se le aplic6 SAL por via
venosa y seé valoré la velocidad de accién
del antisuero mediante recucntos hema-
toldgicos practicados a diferentes tiempos
dentro de las 24 horas posteriores a la in-

yeccién. Sirvié ademds para establecer una
dosis aproximada por kilogramo de peso.

IZ1 segundo grupo sec utiliz6 para valorar
la accién del SAL en trasplantes de piel,
rifion y miembro posterior. Para su efec-
to se us6 el SAL por via venosa, prepa-
rando el animal previamente al trasplan-
te, después diariamente, para luego cspa-
ciar las inyccciones cada tercer dia.

Se valoré asimismo la accién del SAL-
Azatioprina en trasplantes renales.

SUMMARY

A horse was immunized by lymphocy-
tes from lymphatic nodes, and its serum
was adsorbed three times of red blood
corpuscles from dogs.

The experiment was divided in two
groups: to the first group the antilympho-
cytic serum (SAL) was applied venously,
and the velocity of the action of the an-
tiserum was determined through hema-
tologic tests at various times during the
first 24 hours after the injections. Fur-

thermore, it served to determinate an
approximate dose per kilo weight.

The second group was used to deter-
minate the action of the antiserum in
transplantations of skin, kidneys, and
hind legs. To this effect, the antiserum
was used venously, being prepared pre-
viously the animal, and spacing the in-
jections first daily and later all three days.

Also, the action of the antiserum with
azatioprin was determinated for kidney
transplantations.
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RESUME

Un cheval fut immunisé avec lympho-
cytes de nodules lymphatiques et le sé-
rum fut adsorbé trois fois avec globules
rouges de chien.

L’essai fut divisé en deux groupes: le
premier regut sérum antilymphocitaire
(SAL) intraveineusement pour ¢valuer
la vitesse d’action de 'antisérum, au mo-
yen des examens hématologiques pendant
les premicres 24 heures apres I'injection.
Encore, on établit une dose approxima-
tive par kilo de poids.

Le deuxiéme groupe fut utilis¢ pour
¢valuer T'action de T'antiserum en trans-
plantations de peau, rein et pattes de de-
mriére. Les chicns ont été injectés avant
la transplantation, et apres les injections
sont éspacées tous les jours et puis tous
les trois jours.

Aussi, on a ¢valué Taction du SAL-
azatioprina en transplantations du rein.

RESUMEE

Ein Pferd wurde immuniziert mit Lym-
phoziitten von Lymphdriisen, und sein
Serum wurde dreimal mit roten Blutkor-
perchen von Hunden adsorbiert.

Das Experiment wurde in zwei Grup-
pen aufgeteilt: auf die erste wendete
man antilymphoziittisches Serum vends
an, und man stellte die Geschwindigkeit
der Wirkung des Antiserums fest mittels
hidmatologischer Proben zu verschiedenen
Zeiten innerhalb der ersten 24 Stunden
nach den Injektionen. Ferner diente es
dazu, cine ungefihre Dosis per Kilo Ge-
wicht herzustellen.

Die zweite Gruppe wurde dazu ver-
wendet, die Wirkung des Antiserums
(SAL) bei Transplantationen von Haut,
Nieren und Hinterbeinen festzustellen.
Zu diesem Zweck wendete man das Anti-
serum vends an, indem man im Voraus
das Tier auf dic Transplantation vorbe-
rcitet hatte, um dann die Injektionen
crst tiglich und spiter alle drei Tage zu
spatiicren.

Ausserdem, stellte man die Wirkung
des Antiserums mit Azatioprina bei Nic-
rentransplantationen fest.

RESUME

En hest blev gjort immun med lym-
focytter fra lymfeknuder, og dens serum
adsorberedes tre gange med r¢de blod-
legemer fra hunde.

Forsgget blev delt op i to grupper: i
ferste gruppe anvendte man antilymfo-
cyttisk serum (SAL) vengst, og man bes-
temte hurtigheden af antiserummets virk-
ning ved hjxlp af hematologiske pre-
ver pa forskellige tidspunkter i Igbet af
de férste 24 timer efter indsprejtningen.
Yderligere tjente det til at fastsette en
omtrentlig dosis pr. kg vagt.

Den anden gruppe anvendtes til at bes-
temme antiserummets virkning ved trans-
plantation af hud, nyre og bagben. Til
dette formal anvendtes antiserummet ve-
nést, idet man i forvejen havde prapa-
reret dyret til transplantationen for deref-
ter dagligt og senere hver tredje dag at
spatiere indspregjtningerne.

Desuden bestemtes virkingen af antise-
rummet med azatioprin ved nyretrans-
plantationer.



