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Resumen

Introduccion. La experiencia de xenotrasplante he-
patico (Xtoh) de cerdo a primate no humano es muy
limitada. Nuestros objetivos han sido: a) comprobar
si el higado de un cerdo transgénico h-DAF evita el
rechazo hiperagudo; b) estudiar las funciones meta-
bdlicas del higado porcino tras el Xtoh; y ¢) analizar
el perfil clinico, bioquimico e inmunolégico del recha-
zo vascular agudo retardado.

Animales y métodos. Se realizaron 6 Xtoh de cerdo
a babuino, 4 de cerdos no modificados y dos de cer-
dos transgénicos para h-DAF. Se llevaron a cabo de-
terminaciones hematoldgicas, de coagulacion, de xe-
noanticuerpos y del complemento. En el babuino que
sobrevivid 8 dias, se estudiaron durante los mismos
las poblaciones linfocitarias y la actividad litica de
los linfocitos.

Resultados. Los valores de xlgG e IgM descendie-
ron drasticamente a los 3 min de la reperfusion, so-
bre todo del CH50, C3 y C4. En los higados no modifi-
cados genéticamente apareci6 una coagulacion
intravascular diseminada por rechazo hiperagudo,
con una supervivencia inferior a 12 h. Con los higa-
dos h-DAF, la coagulacion se normalizd, con una su-
pervivencia de 8 y 4 dias, falleciendo ambos por in-
suficiencia respiratoria, sin rechazo hiperagudo. El
babuino que sobrevivio 8 dias presento a las 36 h un
rechazo vascular agudo retardado, detectandose una
estimulacion de las HLA clase | sobre los linfocitos
CD3+ y CD19+, que respondio al tratamiento.
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Conclusiones. El higado transgénico h-DAAF pre-
viene el rechazo hiperagudo y mantiene la coagula-
cion en rangos normales en el babuino. El rechazo
vascular agudo provoca el cese en la produccion de
bilis y un patréon mixto de citélisis y colostasis. Los
valores de expresion de HLA clase | en los linfocitos
podrian ser utiles para diagnosticarlo.

Palabras clave: Xenotrasplante hepatico. Cerdos trans-
génicos h-DAF. Rechazo vascular agudo retardado. Re-
chazo hiperagudo. Coagulacion. HLA. Babuino.

CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL STUDY OF
XENOREJECTION IN ORTHOTOPIC LIVER
XENOTRANSPLANTATION FROM PIG TO BABOON

Introduction. Experience in liver xenotransplanta-
tion from pig-to-nonhuman primate is limited. Our
aims were (i) to determine whether h-DAF transgenic
pig liver prevents hyperacute rejection; (ii) to study
the metabolic function of pig liver after liver xeno-
transplantation and (iii) to analyze the clinical, bio-
chemical and immunological profile of acute delayed
vascular rejection.

Animals and methods. Six liver xenotransplanta-
tions were performed, four from unmodified pigs and
two from pigs transgenic for h-DAF. Hematological,
coagulation, xenoantibodies and complement deter-
minations were performed. In one baboon that survi-
ved 8 days, lymphocyte populations and the lytic ac-
tivity of lymphocytes were studied in the same
period.

Results. xlgG and IgM levels decreased drastically
3 minutes after reperfusion, especially those of CH50,
C3 and C4. In genetically unmodified livers, dissemi-
nated intravascular coagulation developed due to hy-
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peracute rejection, and survival was lower than 12
hours. In h-DAF livers, coagulation returned to nor-
mal and survival was 8 and 4 days; both baboons
died from respiratory failure, without hyperacute re-
jection. The baboon who survived for 8 days, presen-
ted acute delayed vascular rejection at 36 hours and
HLA class | stimulation of CD3+ and CD19+ lym-
phocytes was detected, which responded to treatment.

Conclusions. Transgenic hDAF liver prevents hype-
racute rejection and maintains coagulation within
normal limits in baboons. Acute vascular rejection
provokes cessation of bile production and mixed
symptoms of cytolysis and cholestasis. Levels of
HLA class | expression in lymphocytes may be useful
for diagnosing this.

Key words: Liver xenotransplantation. h-DAF transgenic
pigs. Acute delayed vascular rejection. Hyperacute rejec-
tion. Coagulation. HLA. Baboon.

Introduccion

La experiencia del xenotrasplante hepatico (Xtoh) de
cerdo a primate no humano es muy limitada (tabla 1)'4, y
tan s6lo existe un caso clinico referido en la bibliografia®.
En la mayor parte de Xtoh de cerdo no modificado gené-
ticamente a primate no humano realizados hasta el mo-
mento, la supervivencia no ha superado las 12 h. Sélo en
tres casos el animal sobrevivié mas de tres dias. Uno fue
realizado por Calne' en 1968, sin aplicar ninguna medida
para prevenir el rechazo hiperagudo. El babuino fallecié
por una infeccién pulmonar, y el higado presentaba una
histologia normal. Los otros dos casos, referidos por Po-
welson et al, sobrevivieron 72 y 75 h, respectivamente,
pero al receptor se le eliminaron los xenoanticuerpos en
sangre mediante perfusion ex vivo a través de otro higa-
do de cerdo. En estos tres Xtoh, los pardmetros de coa-
gulacién durante el postoperatorio alcanzaron cifras nor-
males, a pesar de que algunos estudios in vitro han
descrito la incompatibilidad de los factores de la coagula-
cién porcinos y de primates®.

El Unico caso de Xtoh clinico de cerdo a humano ha
sido realizado por Makowka et al® en 1994, en un pa-
ciente con hepatitis fulminante, trasplantando el higado
en posicién heterotdpica y sometiendo al paciente a una
hemoperfusién pretrasplante para eliminar los xenoanti-
cuerpos del plasma. El higado no llegé a funcionar debi-
do a un rechazo hiperagudo, y el paciente fallecié a las
30 h.

Los objetivos del presente estudio han sido: a) cono-
cer si el higado de un cerdo transgénico h-DAF evita
el rechazo hiperagudo cuando se trasplanta a un pri-
mate; b) determinar si las distintas funciones metabdli-
cas del higado del cerdo, como el sistema de coagula-
cion, son capaces de mantener la homeostasis del
receptor durante la primera semana después de un
Xtoh, y ¢) estudiar el perfil clinico, bioquimico e inmu-
nolégico del rechazo vascular agudo en el Xtoh de
cerdo a babuino.
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Animales y métodos

Se han realizado 6 Xtoh de cerdo a babuino, 4 de cerdos no modifi-
cados genéticamente y dos de cerdos transgénicos para h-DAF (corte-
sia de Imutran, Cambridge, Reino Unido). Los receptores fueron 6 ba-
buinos (Papio anubis) de entre 8 y 10 kg de peso. La inmunosupresion
consistié en ciclofosfamida, ciclosporina y metilprednisolona. Se realizé
esplenectomia en todos los casos.

Se extrajeron muestras sanguineas durante todas las fases del Xtoh,
y tras la reperfusion del injerto a los 3, 15, 60, 120 min, 4y 8 h, y poste-
riormente una muestra sanguinea diaria. En todas las muestras se rea-
lizaron determinaciones hematoldgicas (leucocitos, hemoglobina, he-
matocrito y plaquetas), estudios de coagulacién (protrombina, APPT,
fibrinbgeno, PDF, PDX, factores de la coagulacién: C3, C4 y C5b9), asi
como determinaciones de xenoanticuerpos IgM e IgG, y actividad del
complemento (CH50, C3 y C4). En el cuarto experimento (h-DAF), se
determinaron ademas la glucemia, urea, Na, K, P, Ca, acido urico, GOT,
GPT, fosfatasa alcalina, LDH, bilirrubina total y directa, urea, creatinina,
proteinas totales y albimina. Se realizé un estudio completo de pobla-
ciones linfocitarias mediante citometria de flujo, asi como un estudio de
la actividad litica de linfocitos del receptor en los babuinos que sobrevi-
vieron 4 y 8 dias. Todos los dias se determinaron las concentraciones
sanguineas de ciclosporina A para ajustar la dosis.

Se obtuvo una biopsia hepatica a las 2 h de la reperfusion y una se-
gunda tras el fallecimiento del animal. En ellas se realizaron un estudio
con hematoxilina-eosina y un estudio completo de inmunohistoquimica
(IgG, IgM, C3, C4 y C5b-9).

Resultados
Hallazgos intraoperatorios

En los 6 experimentos, los valores de xenoanticuerpos
IgG e IgM descendieron drasticamente a los 3 min de la
reperfusion (fig. 1), con un descenso muy importante del
CH50, C3 y C4. En los 4 experimentos con cerdos no
modificados, tras la reperfusion aparecié una coagula-
cién intravascular diseminada. Sin embargo, las alteracio-
nes de la coagulacidn tras la reperfusion en el trasplante
con higado h-DAF fueron discretas, al igual que ocurre
en el alotrasplante hepatico humano, normalizandose a
los tres dias del trasplante.

Resultados clinicos

Los 4 babuinos trasplantados con higados de cerdos
no modificados presentaron una supervivencia inferior a
12 h, con evidencia clinica e histopatoldgica de rechazo
hiperagudo. En cambio, los trasplantados con drganos
transgénicos sobrevivieron 8 y 4 dias, y ambos animales
fallecieron por insuficiencia respiratoria, sin apreciarse
rechazo hiperagudo en las biopsias obtenidas. En los re-
ceptores de higados no modificados se demostré una
coagulopatia intravascular diseminada inmediatamente
después de la reperfusion del injerto, mientras que los
dos babuinos con higados transgénicos no sufrieron coa-
gulopatia y los parametros de coagulacion mejoraron
al segundo dia postoperatorio, permaneciendo normales
hasta los dias 4 y 7, respectivamente.

Hallazgos inmunopatoldgicos

En la biopsia tomada a las 2 h de la reperfusion, en los
4 casos de higado no modificado genéticamente se apre-
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Fig. 1. Evolucion de las inmunoglo-
bulinas y de la citotoxicidad sangui-
neas durante los 8 postrasplante.

cia la existencia de edema y congestion sinusoidal inten-
sa, con destruccion del endotelio vascular y sinusoidal, y
hemorragia parenquimatosa, asi como depdsitos de IgG
y IgM, C4, C3 y C5b-9, datos caracteristicos de rechazo
hiperagudo. En la biopsia tomada tras la reperfusién en
los higados h-DAF la estructura hepatica es normal y no
se observan depdsitos de C5b9. La biopsia hepatica de
control antes de la revascularizacién demuestra la rique-
za de expresion de h-DAAF. El aspecto macroscdpico del
higado transgénico tras la revascularizacién en el babui-
no es completamente normal, como se puede apreciar
en la figura 2.

En ambos babuinos trasplantados con el higado porci-
no transgénico el porcentaje de linfocitos CD3+, CD3+
CD4+, CD3+CD8+, CD4+CD28+, CD8+CD28+ y CD19+,
experimentaron minimas variaciones. EI nimero de linfo-
citos CD3-CD8+ disminuy6 drasticamente desde los 15 min
posreperfusion.

Evolucion clinica del babuino que sobrevivio 8 dias.
Descripcidn del episodio de rechazo vascular agudo
retardado

El babuino, tras la intervencién quirirgica, se mantuvo
bajo cuidados intensivos. A las 12 h de finalizar la inter-
vencion, en una situacién de estabilidad hemodinamica,
sin signos de hemorragia y una coagulacion del 45% de
la actividad de protrombina, con un PTTA de 45/29, bue-
na diuresis y buen flujo biliar, se le retir6 la sedacién y
fue extubado, quedando consciente en una silla especial
de inmovilizacién de primates.

A las 36 h de la intervencidn, el flujo biliar fue disminu-
yendo progresivamente hasta ser cero, y se objetivaron
elevaciones de GPT, bilirrubina y LDH, con una actividad
del 40%, y APPT de 45/29. Tras comprobar la permeabili-
dad del catéter biliar (colangiografia) y flujos normales en
la arteria hepatica y vena porta del injerto (eco-Doppler),
se sospechd el inicio de un rechazo vascular agudo
(RVA) retardado y se comenz6 a tratar con bolos de me-
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Fig. 2. Imagen del higado de cerdo transgénico h-DAF tras la re-

perfusion en el babuino. Se observa su aspecto macroscdpico
normal.

tilprednisolona, intensificandose ademas el tratamiento
con ciclofosfamida. Coincidiciendo con el episodio clinico
de RVA se detectd una estimulacion de las HLA clase |
sobre los linfocitos CD3+ y CD19+ (fig. 3). La respuesta
favorable fue inmediata, reestableciéndose el flujo biliar y
mejorando los parametros bioquimicos de la funcién he-
patica, asi como los parametros de coagulacion.

En todo momento el animal conservaba un estado ge-
neral bueno, con alimentacion oral suplementada con nu-
tricion enteral. Al tercer dia postrasplante presentd prue-
bas de coagulacion dentro del rango de la normalidad,
con un valor de fibrinégeno superior a 400 mg, que se
mantuvo hasta el séptimo dia postrasplante.

El babuino permanecié bien hasta el dia 7 postras-
plante, cuando aparecieron fiebre de 38,5 °C y anorexia.
Se detect6 en este momento un descenso de los valores
de fibrindgeno, asi como alteraciones de las pruebas de
la funcion hepatica, pero con flujo biliar conservado. Al
final del octavo dia postoperatorio, el animal present6 un
nuevo pico febril de 39 °C, se objetivaron equimosis cu-
taneas y hemorragia en sabana por los puntos de pun-
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TABLA 1. Experiencia mundial en xenotrasplante hepatico de cerdo a primate

Autores, afio N.2de casos  Donante Receptor Técnica Supervivencia Comentario
Calne et al', 1968 7 Cerdo Babuino TOH 6,6,9,19, 30, 36,84 h 1 sinrechazo
Calne et al?, 1970 4 Cerdo 3MR TOH <12h
1 babuino TOH
Powelson et al®, 1994 6 Cerdo 2 babuinos TOH 72,75h Perfusion
4 CM THH <14h
LUO, 1998 (4) 8 Cerdo 2 Babuino THH <6 horas
6 MR TOH
Hospital Universitario 10 4 controles Babuino TOH 2,3,8,8h C5b9
Virgen de la Arrixaca* 5 h-DAF TOH 18,24,24h,4,8dias  No C5b9
1 CD55+CD59+ TOH 26h No C5b9
Makowka et al°, 1994 1 Cerdo Paciente con hepatitis fulminante ~ THH 30h Perfusion

TOH: trasplante ortotépico de higado; MR: mono Rhesus; CM: mono Ginomologous; THH: trasplante heterotdpico de higado. *En esta publicacién solo se incluyen datos de 4 experimen-
tos con higados no modificados genéticamente y de los dos trasplantes con higados transgénicos de mayor supervivencia (4 y 8 dias).
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Fig. 3. Evolucion del HLA tipo |
y de los linfocitos CD28 sangui- Evolucion
neos durante los 8 dias pos-
trasplante.

cién, disnea y oligoanuria, y el animal fue entonces sa-
crificado, encontrando una bronconeumonia como causa
del cuadro final de sepsis y coagulacion intravascular di-
seminada (CID).

La evolucién de las poblaciones linfocitarias en sangre
periférica fue la siguiente (fig. 4): a) la expresion del CD28
no aumentd en ningiin momento; b) la expresion de HLA-I
en linfocitos T y B aument6 muy discretamente los dias 3
y 4 postrasplante; ¢) la expresion de CD86 en los linfoci-
tos B aumento en el postrasplante inmediato; d) el por-
centaje de CD8+CD3- descendié en el postrasplante in-
mediato, lo que traduce un descenso de las NK, y e) el
porcentaje de CD8+28+ también descendié en el postras-
plante inmediato.

Discusion

No cabe duda de que, al menos teéricamente, el poder
disponer de érganos animales para trasplantes solucio-
naria el problema de la escasez de érganos. La mayoria
de grupos de investigacion en xenotrasplante estan de
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acuerdo en que la fuente ideal son los 6rganos de cerdos
modificados genéticamente para evitar el rechazo™.

La principal barrera del xenotrasplante es la inmunol6-
gica, ya que el xenorrechazo no ha podido ser controla-
do. Actualmente al menos 4 empresas de biotecnologia
han conseguido producir cerdos transgénicos que expre-
san en su endotelio inhibidores fisiolégicos del comple-
mento humano, con lo que se ha conseguido prevenir el
rechazo hiperagudo cuando se trasplantan en primates
los érganos de estos cerdos. Los otros tres tipos de xe-
norrechazo (el rechazo vascular agudo retardado, el re-
chazo crénico y el rechazo crdnico retardado) son actual-
mente el centro de la investigacion en xenotrasplante.

Prevencion del rechazo hiperagudo con higados porcinos
transgénicos para h-DAF

En nuestros 4 experimentos realizados con higados de
cerdo no modificados genéticamente se desarrollé una
coagulopatia, y todos los animales fallecieron antes de las
12 h. El estudio histolégico fue tipico de rechazo hiper-

Cir Esp 2002;72(1):4-9 7
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Fig. 4. Evolucidn de las poblacio-
nes de linfocitos perifericos en
sangre durante los 8 dias pos-

agudo, con congestion importante y hemorragia a las 2 h,
y posteriormente con rotura del endotelio, hemorragia,
trombosis intravascular y necrosis. El estudio inmunohis-
toquimico demostrd depdsitos de xenoanticuerpos IgG e
IgMg, C3, C4 y C5b-9, confirmando el rechazo hiperagu-
do del injerto. Sin embargo, en los Xtoh realizados con los
higados porcinos h-DAF, tras la revascularizacion del in-
jerto la biopsia hepética demostr6 que la estructura esta-
ba conservada, sin depdsitos de C5b9, con lo que el higa-
do h-DAF se demostrd eficaz para prevenir el rechazo
hiperagudo®, como también habia sido demostrado para
el rifndn y el corazén'''2,

Episodio de rechazo vascular agudo retardado

En el babuino que sobrevivié 8 dias, al segundo dia
cesd la excrecién biliar con aumento de transaminasas y
bilirrubina, lo que, tras excluir problemas vasculares, es
indicativo de rechazo vascular agudo, y fue tratado con
bolos de metilprednisolona y ciclofosfamida, con buena
respuesta clinica y biolégica. No se realizé biopsia hepa-
tica por el riesgo de complicaciones. Sin embargo, a pe-
sar de no poder disponer de una confirmacion histolégi-
ca, la presentacién clinica y la respuesta clinicobiolégica
al tratamiento empirico hacen que dicho episodio sea
muy indicativo de rechazo vascular agudo retardado.

En nuestro estudio hemos demostrado que el higado
porcino sintetiza factores de coagulacion funcionalmente
compatibles con el primate, proporcionando una hemos-
tasia normal al babuino al menos durante 8 dias. Levy et
al™® acaban de comunicar los resultados de un ensayo
clinico en dos pacientes con hepatitis fulminante, a los
gue sometieron a una perfusién extracorpérea con higa-
do porcino transgeénico para h-CD55 y CD59, consiguien-
do mantenerlos con vida hasta ser trasplantados con éxi-
to con un higado humano. Estos resultados, junto con la
demostracion de la no infectividad in vivo de retrovirus
porcinos en pacientes que han estado en contacto con

8  Cir Esp 2002;72(1):4-9

trasplante.

organos y perfusiones porcinas', a pesar de que se ha-
bia demostrado in vitro que podian transfectar células hu-
manas, hace posible pensar en plantear un ensayo clini-
co de Xtoh en casos de fallo hepético fulminante, como
puente hasta el trasplante definitivo. Esta puede ser una
situacién clinica ideal para que la investigacion en xe-
notrasplante abandone el laboratorio'™ y se dé el primer
paso clinico's"7.

Finalmente, podemos concluir de este estudio que el
higado porcino transgénico h-DAAF previene el rechazo
hiperagudo y mantiene los valores proteicos y de coagu-
lacién en el babuino durante al menos la primera semana
después del trasplante. Ademas, cuando aparece un epi-
sodio de rechazo vascular agudo, cesa la produccién de
bilis y aparece con un patrén mixto de citdlisis y colosta-
sis, asociandose con un incremento de los valores de ex-
presion de HLA clase | en linfocitos, que de confirmarse
en otros experimentos podria llegar a ser Uutil para el
diagnostico del rechazo vascular agudo.
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