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Resumen

No cabe duda de que poder disponer de drganos
animales para trasplante solucionaria el problema de
su escasez. Para que los xenotrasplantes puedan lle-
gar a ser una realidad clinica, se debe superar de for-
ma consistente tres barreras: la inmunoldgica, la fi-
siologica y el riesgo de xenozoonosis. Desde el punto
de vista inmunologico, la condicion necesaria seria
que el xenorrechazo pudiera modularse y transfor-
marse a un allorejection-type. Los avances en la tec-
nologia transgénica han resuelto por completo el re-
chazo hiperagudo, y asi en los ensayos preclinicos de
organos porcinos transgénicos para proteinas regula-
doras de complemento realizados hasta el momento
se han obtenido sobrevidas maximas de meses para
el rindn y el corazon, y de 8 dias para el higado. Estas
sobrevidas han permitido estudiar la compatibilidad
fisiologica de estos drganos porcinos trasplantados
en los monos durante estos periodos.

En cuanto a las barreras infecciosas, con el desarro-
llo biotecnolégico actual en el area de la produccion
porcina, se asegura el nacimiento de lechones com-
pletamente libres de patégenos especificos. En 1997
se demostro in vitro que retrovirus endogenos porci-
nos podian transfectar linfocitos humanos. Sin embar-
go, diversos trabajos clinicos, con tejidos u 6rganos
perfundidos confirman la ausencia de infectividad in
vivo de estos pacientes por retrovirus porcinos.

Hasta la fecha no se ha comunicado ningtn xeno-
trasplante clinico con érganos porcinos transgéni-
cos. La razon de ello es que existe unanimidad en
que todavia las barreras inmunoldgicas no se han
superado. En la actualidad todos los esfuerzos estan
orientados a estudiar los mecanismos del rechazo
vascular agudo retardado para asi poder diseiar es-
trategias que lo prevengan con efectividad.
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CURRENT STATE OF ORGAN
XENOTRANSPLANTATION

The availability of animal organs for transplanta-
tion would undoubtedly solve the problem of organ
scarcity. For xenotransplantations to become a clini-
cal reality, three barriers must consistently be over-
come: immunological and physiological obstacles
and the risk of xenozoonosis. From the immunologi-
cal point of view, the necessary condition would be
that xenorejection could be adapted and transfor-
med to the “allorejection-type”. Advances in transge-
nic technology have completely resolved the pro-
blem of hyperacute rejection; thus, in the preclinical
trials of transgenic pig organs for complement regu-
latory proteins performed to date, maximum survi-
vals of months for kidney and heart and of eight
days for liver have been obtained. These survivals
have enabled the physiological compatibility of the-
se pig-to-monkey transplanted organs to be studied
in these time periods.

Concerning infectious obstacles, current biotech-
nological development in the area of pig production
guarantees the birth of piglets completely free of spe-
cific pathogens. In 1997 porcine endogenous retrovi-
ruses were demonstrated to be able to transfect hu-
man lymphocytes in vitro. However, several clinical
studies, with perfused tissues or organs confirmed
that these patients could not be infected in vivo by
porcine retroviruses.

To date, there have been no reports of clinical xe-
notransplantation with transgenic pig organs becau-
se there is unanimous agreement that the immunolo-
gical barriers remain to be overcome. Currently, all
efforts are directed towards studying the mecha-
nisms of acute delayed vascular rejection in order to
design effective strategies for its prevention.

Key words: Xenotransplantation. Xenorejection. Transge-
nic organs. Xenozoonosis. Survival. h(DAF.
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Introduccioén

El xenotrasplante de érganos implica el trasplante de
organos entre especies distintas filogenéticamente, y el
desarrollo actual en su investigaciéon se basa en su po-
tencial aplicabilidad clinica, es decir, la posibilidad de
trasplantar 6rganos animales en el ser humano'. Esta

56



idea no es nueva, ya que ha sido un suefioc muy antiguo
durante muchos afos, y en la historia de la medicina
existen numerosas evidencias en este sentido. Si realiza-
mos un repaso historico, la historia del xenotrasplante se
podria dividir en cuatro periodos:

1. La prehistoria. Abarcaria desde las primeras civiliza-
ciones arcaicas hasta finales del siglo xix. Es una época
de absoluta oscuridad desde el punto de vista cientifico.

2. Primera mitad del siglo xx, ampliada hasta la década
de los sesenta. Los primeros trasplantes clinicos que se
hacen a principios de siglo? son xenotrasplantes; inme-
diatamente se superan las barreras técnicas®. Los tras-
plantes se hacen sin complicaciones vasculares, pero los
6rganos no funcionan (barrera bioldgica). Se hacen dece-
nas de xenotrasplantes, sobre todo de rifidn, aunque
también de corazon e higado, usando diferentes anima-
les como donantes. Los 6rganos procedentes de prima-
tes funcionan, en algunos casos, incluso varios meses
(rindn de chimpacé, 9 meses)*. Durante este periodo se
estudia intensamente la barrera bioldgica responsable de
que los 6rganos trasplantados no funcionen y se descri-
be el fenémeno del segundo injerto y del rechazo’. Se
demuestra que el rechazo es tanto mas intenso cuanto
mas distante filogenéticamente es la especie animal usa-
da como donante®, debido al rechazo hiperagudo, donde
los 6rganos se necrosan inmediatamente por accion del
complemento activado por xenoanticuerpos naturales’.

3. 1970-1990. En la historia de los xenotrasplantes clini-
cos y preclinicos (usando el mono como receptor) existe un
periodo de casi silencio absoluto coincidente con la consoli-
dacion y éxito de los programas clinicos de alotrasplantes.

4. Ultima década del siglo xx. Los médicos y los investi-
gadores en el area de trasplantes comienzan a pensar
nuevamente en el xenotrasplante como una posibilidad,
debido fundamentalmente a dos razones: a) el aumento
extraordinario de la demanda de 6rganos, con un impor-
tante aumento de pacientes para trasplante y de fallecidos
en lista de espera a la espera del trasplante, tanto en los
EE.UU.8, donde fallecen 15 pacientes todos los dias en lis-
ta de espera’, como en Europa, incluida Espafia, a pesar
de que en este pais hemos alcanzado y mantenido desde
1994 |a tasa mas elevada del mundo de donacién de 6rga-
nos y trasplantes por millén de habitantes®!°, por encima
de los EE.UU. y de todos los paises de la Unién Europea,
y b) los nuevos avances de las ciencias biomédicas, sobre
todo en los campos de la inmunologia y la genética, con el
desarrollo de la tecnologia transgénica, han posibilitado
vencer la barrera del rechazo hiperagudo''. En este senti-
do no cabe duda de que, al menos teéricamente, poder
disponer de 6rganos animales para trasplante solucionaria
el problema de la escasez de 6rganos'®™,

En este articulo, y bajo nuestra perspectiva personal,
se revisa la situacion actual de los xenotrasplantes y se
analizan las condiciones actuales para poder comenzar
ensayos clinicos de xenotrasplante de érganos.

Fuentes de organos para el xenotrasplante

En los primeros intentos de xenotrasplante los prima-
tes no humanos parecian ser el donante ideal para los
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xenotrasplantes aplicados a la clinica, pues son los mas
relacionados filogenéticamente con los seres humanos;
sin embargo, su utilizacion como donantes presentaba
varios inconvenientes: a) los problemas éticos concer-
nientes al uso de estos animales en peligro de extincion;
b) existe un elevado riesgo de infecciones transmitidas
por los primates, dadas las similitudes fisioldgicas con la
especie humana; ¢) los problemas derivados de su largo
periodo de gestacion y su largo tiempo de crecimiento, y
d) por razones técnicas y éticas los primates son pobres
candidatos para la manipulacién genética'.

En la actualidad la mayoria de los grupos de investiga-
cién en xenotrasplante estan de acuerdo en que la fuente
ideal son los 6rganos de cerdos modificados genética-
mente para evitar el rechazo'"'#, ya que son animales de
facil acceso y con un periodo de crecimiento corto; ade-
mas es ampliamente aceptada su utilizacién para la ali-
mentacion y la experimentacion, su obtencién libre de
patdgenos es facil, y el tamafo de sus érganos y su fisio-
logia son bastante similares a los humanos''>'. En la
actualidad, al menos cuatro empresas de biotecnologia
han conseguido cerdos transgénicos que en su endotelio
expresan inhibidores fisiologicos del complemento huma-
no, con lo que se ha conseguido prevenir el rechazo hi-
peragudo de manera reproducible cuando los 6rganos de
estos cerdos se trasplantan en primates.

Barreras para el xenotrasplante clinico

La técnica quirdrgica para la realizacién de los xeno-
trasplantes estd ampliamente desarrollada'. Sin embar-
go, para que éstos puedan llegar a ser una realidad clini-
ca, deben superarse las otras tres barreras que existen
en la actualidad de forma consistente: a) la barrera inmu-
noldgica: ¢esta ya superado el xenorrechazo?; b) la ba-
rrera fisiologica: ¢pueden los érganos porcinos asumir
correctamente las funciones de los érganos humanos?, y
¢) las xenozoonosis: ¢cudl es el riesgo real de transmi-
sién de infecciones interespecie, del cerdo al hombre, ac-
tuando el érgano porcino trasplantado como vector de
transmisién?

Barreras inmunoldgicas

Para poder aceptar el xenotrasplante como una reali-
dad clinica desde el punto de vista inmunoldgico, la condi-
cién necesaria seria que el xenorrechazo pudiera modu-
larse y transformarse a un allorejection-type, que los
clinicos saben controlar de forma rutinaria. Se han identifi-
cado al menos cuatro tipos de xenorrechazo: a) hiperagu-
do; b) vascular agudo retardado; c) celular, y d) crénico.

1. Rechazo hiperagudo. La interaccion de los xenoanti-
cuerpos naturales del receptor con los xenoantigenos
(con predominio de a-gal) del endotelio vascular del do-
nante induce la activacién del complemento, responsable
del dafio endotelial y finalmente de los fenémenos de
trombosis y hemorragia que necrosan en minutos el or-
gano xenotrasplantado’ 8.

Los avances en la tecnologia transgénica'®# han re-
suelto por completo el rechazo hiperagudo. Se ha de-
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mostrado que trasplantando érganos de cerdos transgé-
nicos para proteinas reguladoras del complemento (MCP,
CD55, CD59, etc.)'?"22 a primates no humanos se pre-
viene el rechazo hiperagudo, en el caso de xenotrasplan-
te de rifidn?, de corazén* o de higado®. Esto, junto con
el desarrollo de nuevas medicaciones®2¢2° sobre todo
las inhibidoras del complemento?26%7 esta mejorando
los resultados en cuanto al control del rechazo.

2. Rechazo vascular agudo retardado. E| control del re-
chazo hiperagudo ha permitido conocer un tipo de xeno-
rrechazo, conocido como rechazo vascular agudo retar-
dado, de mecanismo aun no bien esclarecido, con un
componente humoral y otro componente celular (macré-
fagos, celulas natural killer [NK], etc.)'?%0%". En los ensa-
yos preclinicos (de cerdos transgénicos a primates) el
control de este tipo de rechazo exige administrar una in-
munosupresion muy potente (ciclofosfamida, altas dosis
de ciclosporina o FK5086, altas dosis de esteroides, altas
dosis de azatioprina o mofetil micofenolato, etc.), que fi-
nalmente condiciona el fallecimiento del animal como
consecuencia directa (toxicidad) o indirecta (infecciones)
de la misma.

3. Rechazo celular y cronico. Como consecuencia de
que algunos monos trasplantados con rifiones transgéni-
cos han sobrevivido varios meses (supervivencia maxima
de 100 dias), ha sido posible observar fenémenos de re-
chazo celular e incluso, de forma reciente, de rechazo cré-
nico en estos injertos. Esta ha sido una importante venta-
na de investigacién que se abre por primera vez cara a
plantear la realidad clinica de los xenotrasplantes®.

Barreras fisioldgicas

Los ensayos preclinicos de érganos porcinos transgeé-
nicos para proteinas reguladoras de complemento han
obtenido sobrevidas maximas superiores a 2 meses en el
rinén3, 30 dias en el corazén® y 8 dias en el higado®.
Estas sobrevidas han permitido estudiar la compatibilidad
fisiolégica de estos dérganos porcinos trasplantados en
los monos durante estos periodos'®.

Los datos disponibles de fisiologia renal a largo plazo
son esperanzadores, y en la amplia serie de rifiones
transgénicos trasplantados en monos, en Cambridge, los
rifones funcionan de forma adecuada, manteniendo va-
lores normales de creatinina y, asimismo, del equilibrio
acido-basico e hidroelectrolitico®?. Sin embargo, los re-
ceptores necesitan aporte de eritropoyetina humana para
mantener cifras normales de hemoglobina, y existe asi-
mismo una tendencia a una hipofosfatemia e hipoalbumi-
nemia, sin albuminuria.

Los trasplantes ortotopicos de corazén de cerdo trans-
génico a mono funcionan de forma adecuada: la funcion
de eyeccién y la hemodindmica de estos animales se
mantienen correctamente mientras que los corazones no
son rechazados®.

En cuanto al xenotrasplante hepatico con cerdos trans-
geénicos, se ha realizado recientemente una experiencia
pionera a escala mundial en la Unidad de Investigacion
del Hospital Virgen de la Arrixaca®, y en ella se ha de-
mostrado en el modelo de cerdo transgénico h-DAF a
babuino que el higado porcino sintetiza factores de coa-
gulacién funcionalmente compatibles con el primate, pro-
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porcionando una hemostasia normal al babuino al menos
durante 8 dias. Ademas, los monos trasplantados con es-
tos higados transgénicos se mantienen despiertos, cons-
cientes y con alimentacién oral durante este periodo. En
este centro, ademas, se ha acumulado la serie mas im-
portante a escala mundial de xenotrasplante ortotépico
de higado en el modelo preclinico de cerdo a babuino.

Finalmente, si el xenotrasplante llega a ser una reali-
dad clinica habra que ver la evolucién de los 6rganos
porcinos en el hombre conforme se vayan alcanzando
supervivencias de afnos, pues la vida normal de un cerdo
ronda los 15 afos, frente a la edad media de 70-80 afios
del ser humano.

Barreras infecciosas: xenozoonosis

Los riesgos potenciales mas importantes del xenotras-
plante son las infecciones, la transmisién de zoonosis a
la especie humana. Existen dos tipos de infecciones que
potencialmente se podrian transmitir®®: a) las vehiculiza-
das por los gérmenes especificos porcinos, y b) las que
utilizarian el 6rgano porcino como vector (retrovirus por-
cinos).

1. Gérmenes especificos porcinos. Hoy dia, el desarro-
llo biotecnolégico en el area de la produccién porcina
asegura el nacimiento de lechones completamente libres
de patdgenos especificos (condiciones SPF [specific pat-
hogen free])3*, lo que ha solucionado el problema de la
transmisién de zoonosis. Para ello es necesario disponer
de instalaciones de bioseguridad (grado P3) y tener ex-
periencia en técnicas de obtencion de lechones por his-
terectomia y nutricién artificial, como ha descrito recien-
temente el Grupo de Genética y Produccion Porcinas de
la Universidad de Murcia®. Estas condiciones de biose-
guridad estan recogidas en las Recomendaciones del
documento de Consenso elaborado por la Subcomisién
Nacional de Xenotrasplantes en 1999, bajo la presiden-
cia del Dr. Rafael Matesanz®, y que se pueden consultar
en la pagina web de la ONT.

2. Retrovirus porcinos. En 1997 se demostr6 in vitro
que retrovirus enddgenos porcinos, incorporados durante
millones de afios en el genoma porcino, podian transfec-
tar linfocitos humanos mantenidos en cultivos celulares®.
Todos los cerdos, como los humanos, poseen retrovirus
en su genoma, llamados en el cerdo retrovirus porcinos
endogenos o PoERV. Estos son el resultado de la infec-
cién por retrovirus de células germinales del cerdo, de
forma que entran a formar parte del cédigo genético v,
de esta manera, seran transmitidos de una generacion a
otra. Este hecho potenci6 la investigacion en virologia
porcina, y hasta el momento se han descrito cuatro tipos
de retrovirus porcinos, favoreciendo ademas que los pro-
tocolos de investigacion en xenotrasplantes se enrique-
cieran con las medidas de bioseguridad para prevenir los
riesgos de xenozoonosis en los ensayos preclinicos. Muy
pronto, en 1999, Paridis et al*’ publicaron en Science los
resultados del seguimiento a largo plazo de mas de 160
pacientes que habian mantenido contacto con tejidos vi-
VoS porcinos, incluyendo pacientes sometidos a perfusion
extracorpdrea con higados y hepatocitos. En ningin caso
se pudo demostrar la infeccién en humanos por estos re-
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trovirus, y sélo en 23 pacientes se con-
firm6 microquimerismo (presencia de
células porcinas en los receptores), sin
ninguna significacién clinica o patologi-
ca. La mayoria de los provirus es de-
fectuosa y no se expresan como virus
infeccioso. Sin embargo, algunos podri-
an ser reactivados y producir viriones
infecciosos®, aunque su infectividad es
baja.

El mayor temor referido a los retrovi-
rus enddégenos porcinos es el que des-
pués de un xenotrasplante los POERV
puedan infectar al receptor, hacerse
patogénicos para él y diseminarse a
otros congéneres, 0 que éstos puedan
adaptarse en el receptor o recombinar-
se con otros virus y producir retrovirus
mas virulentos.

En este campo, las aportaciones es-
tan siendo en la actualidad muy nume-
rosas: cabe destacar la demostracion
en un modelo de ratdn completamente
inmunocompetente (SCID mouse)®, la
transfeccion e incluso infeccion de tejido

A} Receptor CD4
ﬁ VIH proviral ADN

RT: Reverso
transcriptasa

I: Integrasa
P: Proteasa
TAT: Antagonistas TAT

linfoide en algunos experimentos por Fig. 1. Ambitos de actuacion genética para impedir Ia replicacion de los retrovirus enddge-
retrovirus inoculados por via intraveno- nos: reversotranscriptasa, integrasa, antagonistas TAT y proteasa.

sa a dosis altas. Aunque los expertos

consideran que se trata mas de un mo-

delo in vitro que in vivo, es una demostracién que apoya
la necesidad de establecer las maximas precauciones de
bioseguridad en la investigaciéon de xenotrasplantes. Por
otro lado, nuevos trabajos clinicos de xenotrasplante con
tejidos o con 6rganos perfundidos confirman la no infecti-
vidad in vivo de los pacientes por retrovirus porcinos®. En
la pagina web de la Food and Drug Administration
(fda.gov/ceber/gdins/zooxeno.pdf) se pueden consultar las

Transgenes

Rechazo vascular agudo:
factor I-kB modificado
bcl-2, bel-xI A1, A20

Rechazo celular
FasL
HLA-Cw3 y HLA-G

Adecuacion fisiolégica
Eritropoyetina

Fig. 2. Esquema de politransgéne-
sis para la humanizacion de los 6r-
ganos a trasplantar y para garanti-
zar la inocuidad infecciosa del
injerto.

59

Trombomodulina y la ATPDasa

Transgenes frente a PERv
Lipofectamina de oligonucleétidos
antisentido frente a la reverso-transcriptasa

Guias para monitorizar el riesgo de infecciones en ensa-
yos clinicos de xenotrasplante en fase |.

Las estrategias de actuacién en transgénesis ponen de
manifiesto la posibilidad de utilizar una terapia génica
que implique la transfeccién de lineas celulares porcinas
con “genes suicidas” que bloqueen la reversotranscripta-
sa e impidan la replicacion del ARN y en consecuencia la
posibilidad de replicacion del retrovirus (figs. 1y 2).

Pronucleo masculino
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Resultados del xenotrasplante preclinico
Xenotrasplante de rifidn de cerdo a mono

Los primeros trasplantes clinicos que se hacen a prin-
cipios de siglo? son xenotrasplantes, y los primeros fraca-
sos del xenotrasplante renal en animales se relacionan
con errores en la técnica quirdrgica, sobre todo en las
anastomosis vasculares (trombosis, hemorragias, etc.).
Superadas estas barreras técnicas® se realizan varios xe-
notrasplantes, sobre todo de riion*, usando diferentes
animales como donantes; sin embargo, los resultados
son desalentadores, pues los 6rganos dejan de funcionar
sin que se aprecien fallos técnicos o trombosis vascula-
res®. A principios de los afios sesenta Reemtsma*' tras-
planto rifiones de chimpancé en receptores humanos an-
tes de que la didlisis estuviera disponible de forma
habitual. Observéd que inicialmente estos injertos tenian
una adecuada funcion pero todos los receptores fallecian
eventualmente por un rechazo incontrolable o una infec-
cion.

Los avances en la tecnologia transgénica?® han re-
suelto el rechazo hiperagudo con érganos de cerdos
transgénicos para proteinas reguladoras del comple-
mento (MCP, CD55, CD59, etc.)'?"%3, En varios estudios
se ha observado que la esplenectomia mejora la super-
vivencia en el xenotrasplante renal en el mono?':324243,
Como consecuencia de que algunos monos trasplanta-
dos con rifilones transgénicos han sobrevivido varios me-
ses, se ha podido estudiar su fisiologia?®*24+48 Soin et
al* en 22 xenotrasplantes renales transgénicos observa-
ron que el injerto renal en el mono era capaz de mante-
ner la homeostasis electrolitica plasmatica, aunque de-
sarrollaban una anemia importante que requeria del
aporte exégeno de eritropoyetina. Cocci et al*?, en otra
amplia serie de riflones transgénicos trasplantados en
monos, demostraron que los rifones funcionaban de for-
ma adecuada, manteniendo valores normales de creati-
nina y, asimismo, de los equilibrios acido-base e hidroe-
lectrolitico. Sin embargo, los receptores necesitan aporte
de eritropoyetina humana para mantener normales las
cifras de hemoglobina; existe asimismo una tendencia a
una hipofosfatemia e hipoalbuminemia, sin albuminuria.
Soin et al** si observaron proteinuria pero lo achacaron
al dafo del injerto por el rechazo, pues se asociaba con
una reducida supervivencia del injerto, aunque hay que
tener en cuenta que los lechones neonatales pueden
padecer de forma fisioldgica proteinuria, debido a lo in-
maduro del sistema tubular proximal renal. Todo esto su-
giere que la fisiologia interespecies es compatible para
el control del sistema hormonal en la mayoria de las fun-
ciones.

Con respecto al xenotrasplante clinico con 6rganos
solidos, después de la experiencia de Reemtsma*' en
los afios sesenta no se ha realizado ningun otro, pues
el desarrollo de la didlisis hace que los pacientes en lis-
ta de espera para un trasplante renal puedan esperarlo
con buena calidad de vida y no deban exponerse a una
técnica hoy dia experimental como el xenotrasplante
hasta que se confirme su utilidad. Cabe remarcar que
ninguno de los injertos utilizados en clinica es transgé-
nico.

226  Cir Esp 2002;72(4):222-31

Xenotrasplante de corazén de cerdo a mono

Inicialmente, al igual que en el xenotransplante renal,
el cardiaco presentaba malos resultados por el rechazo
hiperagudo**°, aunque en algunos casos como los des-
critos por Kaplon et al®'52 se consiguieron largas supervi-
vencias con cerdos no modificados genéticamente. Sin
embargo, a pesar de varios intentos y modelos®%, no
fue hasta la superacion del rechazo hiperagudo con los
cerdos transgénicos para h-DAF cuando se empiezan a
conseguir resultados esperanzadores® %2, Asi, Vial et
al®® presentaron un mono trasplantado con una supervi-
vencia de 39 dias, en que la necropsia puso de manifies-
to una arquitectura miocardial bien preservada con pe-
quenos focos de rechazo humoral moderado. Es decir,
existen largas supervivencias con un trasplante cardiaco
discordante con 6rganos h-DAF transgénicos y un régi-
men de inmunosupresion aceptable, conservando una
funcién cardiopulmonar aceptable. Posteriormente Bhatti
et al® refieren supervivencias de 3 meses con estos co-
razones h-DAF.

Estas sobrevidas han permitido estudiar la compatibili-
dad fisiolégica de estos érganos porcinos trasplantados
en los monos durante estos periodos®®55%, Los trasplan-
tes ortotopicos de corazdn de cerdo transgénico a mono
funcionan de forma adecuada con una buena fraccion de
eyeccion y hemodinamica?t. Sin embargo, se ha observa-
do que las valvulas del corazén porcino pueden sufrir
dafio con el tiempo por los diferentes gradientes de pre-
sién que existen entre un receptor que anda erecto frente
a un corazén de un donante que anda a cuatro patas’.

Con respecto al xenotrasplante clinico destaca el reali-
zado por Bailey®® en 1985, que trasplanté un corazén de
babuino a un recién nacido y sobrevivié 3 semanas hasta
que el injerto sufrié un rechazo mediado por anticuerpos.
No existe ningln caso publicado con cerdos transgéni-
COs.

Xenotrasplante de higado de cerdo a mono

El higado es un érgano mas complejo que el riidn y el
corazon, tanto por su funcionalidad como por su sensibili-
dad a la isquemia, de ahi que la experiencia de los xeno-
trasplante hepatico (Xtoh) de cerdo a primate no humano
sea muy limitada (tabla 1)257074, En la mayoria de los xe-
notrasplantes hepaticos de cerdo no modificado genéti-
camente a primate no humano realizados hasta el mo-
mento, la sobrevida no ha superado las 12 h. Sélo en tres
casos el animal sobrevivid mas de 3 dias. Uno fue reali-
zado por Calne™ en 1968, sin aplicar ninguna medida
para prevenir el rechazo hiperagudo. El babuino fallecio
por una infeccién pulmonar, y el higado evidenciaba 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 xenotrasplantes hepaticos, los
pardmetros de coagulacién durante el postoperatorio al-
canzaron cifras normales, a pesar de que en algunos es-
tudios in vitro se ha descrito la incompatibilidad de los
factores de la coagulacién porcinos y de primates®. Con
los higados de cerdo transgénicos para el h-DAF se ha
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TABLA 1. Experiencia mundial en xenotrasplante hepatico de cerdo a primate

Autores, afio y N.° de casos Donante Receptor Técnica Sobrevida Comentario
referencia bibliografica
Calne et al, 19687 7 Cerdo Babuino TOH 6,6,9,19, 1 sin rechazo
30, 36,84 h
Calne et al, 1970 4 Cerdo 3 MR TOH <12h
TOH
1 babuino
Powelson et al, 199472 6 Cerdo 2 babuinos TOH 72,75h Perfusién
4 MC THH <14h
Luo et al, 19987 8 Cerdo 2 babuinos THH <6h
6 MR TOH
Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca?* 10 4 control Babuino TOH 2,3,8,8h C5b9
5 hDAF TOH 18,24, 24 h, No C5b9
4, 8 dias
1CD55+CD59 TOH 26 h No C5b9
Makowka et al, 199474 1 Cerdo Paciente con THH 30h Perfusion

hepatitis fulminante

TOH: trasplante ortotépico de higado; MR: mono rhesus; MC: mono cinocéfalo; THH: trasplante heterotépico de higado. *En esta publicacién sélo se incluyen datos de cuatro experimen-
tos con higados no modificados genéticamente y de los dos trasplantes con higados transgénicos de mayor supervivencia (4 y 8 dias).

prevenido el rechazo hiperagudo. En nuestro centro se
han realizado xenotrasplantes hepaticos con higados
transgénicos® y se observa que se previene el rechazo
hiperagudo. Ademas, el higado porcino sintetiza factores
de coagulacién funcionalmente compatibles con el prima-
te, proporcionando una hemostasia normal al babuino al
menos durante 8 dias’". Levy et al®® han comunicado
recientemente los resultados de un ensayo clinico en dos
pacientes con hepatitis fulminante, a los que sometieron
a una perfusién extracorpérea con higado porcino trans-
génico para h-CD55 y CD59, consiguiendo mantenerlos
con vida hasta ser trasplantados con éxito con un higado
humano. Estos resultados, junto con la demostracién de
la no infectividad in vivo de retrovirus porcinos en pa-
cientes en contacto con 6rganos y perfusiones porci-
nas®!, a pesar de que se habia demostrado in vitro que
podian transfectar células humanas, hace posible pen-
sar en plantear un ensayo clinico de xenotrasplante he-
patico en casos de fallo hepético fulminante, como puen-
te hasta el trasplante definitivo. Esta puede ser una
situacién clinica ideal para que la investigacién en xeno-
trasplante abandone el laboratorio®, y se dé el primer
paso clinico®8, Sin embargo, habra que valorar la fisio-
logia hepatica a méas largo plazo, pues existen mas de
2.000 proteinas especificas de especie que sintetiza
este drgano.

Con respecto al xenotrasplante clinico con érganos
sélidos, s6lo existe una referencia de xenotrasplante he-
patico porcino, con un higado no transgénico, que Ma-
kowka’™ realiz6 en 1993 a un paciente con hepatitis fulmi-
nante. El higado se coloco en posicién heterotopica, y se
someti6 al paciente a una hemoperfusion pretrasplante
para eliminar los xenoanticuerpos del plasma. El higado
no llegé a funcionar debido a un rechazo hiperagudo y el
paciente fallecié a las 30 h.

Otros xenotrasplantes

Hay xenotrasplantes de otros 6rganos que se estan in-
vestigando, como el de pulmén8%, aunque adn son po-
cos y sus resultados todavia no son valorables.
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Xenotrasplante clinico

El xenotrasplante de células neuroendocrinas porcinas
para la enfermedad de Parkinson y para la diabetes es
ya una realidad clinica. En la actualidad se estan reali-
zando diversos ensayos clinicos en fase Il con islotes
pancreaticos porcinos en diabéticos tipo I8, y se ha co-
municado su eficacia para el control del metabolismo de
la glucosa, aunque no existen todavia datos sobre los re-
sultados a largo plazo.

También se han realizado varios ensayos clinicos con
perfusion extracorpérea de higados porcinos, transgéni-
cos® y no modificados genéticamente®, en pacientes
con fallo hepatico fulminante o con hepatopatia terminal,
pero con pobres resultados en cuanto al funcionalismo
hepético.

Con respecto al xenotrasplante clinico con érganos s6-
lidos, después de la experiencia publicada por Reemts-
ma*' en los afios sesenta, s6lo se han realizado tres ex-
perimentos exitosos usando el babuino como donante.
En 1985, Bailey® trasplant6 un corazén de babuino a un
recién nacido y sobrevivié 3 semanas. En 1993, Starlz®
trasplanté dos higados, también de babuinos, a sendos
pacientes, que sobrevivieron 70 y 26 dias, aunque am-
bos fallecieron por sepsis secundaria a la intensa inmu-
nosupresion. Solo existe una referencia de xenotrasplan-
te hepatico porcino, con un higado no transgénico, que
Makowka™ realizé6 en 1993 a un paciente con hepatitis
fulminante, que falleci6 por rechazo hiperagudo, ya que
no se actuo para inhibir el complemento.

Hasta la fecha no se ha comunicado ningun xenotras-
plante clinico con 6rganos porcinos transgénicos. Existe
unanimidad entre los grupos que investigan en xenotras-
plante de drganos en que la razén de ello es que las ba-
rreras inmunoldgicas, tal y como han sido expuestas, no
se han superado todavia®. Todos los esfuerzos estan
orientados actualmente a estudiar los mecanismos del
rechazo vascular agudo retardado para asi poder disefar
estrategias que lo prevengan con efectividad.

Por tanto, esta unanimidad fundamenta el pensamiento
de que los xenotrasplantes de 6rganos podrian estar “a
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la vuelta de la esquina”, aunque como dice Sir Roy Cal-
ne, puede ser una esquina muy larga (“clinical xenotrans-
plantation is just around the corner, but it may be a very
long corner’). Sin embargo, algunos autores se cuestio-
nan si podrian utilizarse en situaciones de urgencia,
como 6rgano puente hasta que aparezca un 6rgano hu-
mano'®®, Estas situaciones de extrema urgencia no se
dan en la insuficiencia renal, ya que existe la hemodiali-
sis como tratamiento sustitutivo. Si se dan, por el contra-
rio, en pacientes con fracaso ventricular, pero actualmen-
te existen novedosos mecanismos de soporte ventricular
mecanico, incluidos los balones de contrapulsacién o los
corazones artificiales, que permiten la llegada a tiempo
del corazon para ser trasplantado. Finalmente también se
dan en situaciones de fallo hepatico fulminante, ya sea
por hepatitis fulminante o por necesidad de un retras-
plante urgente. En estas situaciones se han ensayado di-
versos procedimientos, como el soporte extracorpéreo de
hepatocitos o la perfusién extracorpérea de higados por-
cinos, pero con pobres resultados. Es aqui donde puede
tener lugar el xenotrasplante hepatico, ortotopico o hete-
rotépico con un higado porcino transgénico, que puede
dar margen a que el paciente espere en buena situacion
clinica el higado humano definitivo. Incluso si se hiciera
en posicién heterotopica, a los vasos iliacos (trasplante
auxiliar), como recientemente han publicado Margarit et
al®® con un alotrasplante en un caso de hepatitis fulmi-
nante toxica, podria dar tiempo a que el higado nativo se
recuperase, y de esa manera, tras retirar el injerto en un
segundo tiempo, evitar los efectos adversos de la inmu-
nosupresion de por vida.

Hace unos dias vivimos una situacion tragica en nues-
tro hospital. Desde un hospital comarcal nos refirieron a
un paciente de 37 afos, que tras cirugia laparoscopica
por colelitiasis no complicada presentd una gangrena he-
patica por ligadura de la arteria hepatica y entr6 en cddi-
go urgente de trasplante hepdtico. La situacion toxica
obligd a dejarlo anhepatico al dia siguiente, y en esta si-
tuacion estuvo esperando el higado 18 h. Cuando el hi-
gado donante llego, el paciente hacia 2 h que habia falle-
cido. Entendemos que, en una situacion similar,
Makowka intentara el xenotrasplante con un higado por-
cino aunque no fuera transgénico’™. Sin duda, un tras-
plante con un higado porcino transgénico hubiera podido
salvar la vida de nuestro paciente. Afortunadamente, es-
tas situaciones son poco frecuentes, pero son las que
nos van a obligar a dar el salto a la clinica, tal y como en-
fatiza un reciente editorial de The Lancet. “Xenotrans-
plantation: time lo leave the laboratory™®.

Lineas actuales y futuras del xenotrasplante

Se trabaja intensamente en conocer los mecanismos
intimos de las vertientes humoral y celular del rechazo
vascular agudo retardado. De forma reciente se ha con-
seguido disminuir el componente humoral mediante la
administracién de agentes antitrombéticos®, con el uso
de cerdos deficitarios del antigeno gal obtenidos median-
te la tecnologia de microinyeccion o de transferencia nu-
clear?', y utilizando nuevos agentes farmacolégicos o an-
ticuerpos monoclonales frente a células B (p. €j., anti-CD
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20) o células T (bloqueando la interaccién B7 entre los
antigenos leucocitarios porcinos y el complejo mayor de
histocompatibilidad)®~’. De forma reciente, nuestro grupo
de trabajo ha descrito que los clones gamma-delta pue-
den desempefar un papel importante en el xenorre-
chazo®, por lo que actuaciones con manipulaciones ge-
néticas para inducir apoptosis en el sistema FAS-FASLI-
gando o el uso de inhibidores farmacolégicos del sistema
PARP® podrian ser Utiles en controlar esta via de activa-
cion.

Uno de los campos de maximo interés en la investiga-
cién del xenorrechazo es el de la tolerancia inmunol6-
gica®. El uso de diferentes estrategias, incluida la admi-
nistracion de anticuerpos monoclonales para deplecionar
poblaciones linfocitarias o dirigidos frente a diferentes
moléculas coestimuladoras, en un futuro inmediato po-
dria reducir la necesidad de administrar altas dosis de in-
munosupresion para el control del xenorrechazo.

Recientemente, la Unidad de Nefrologia y Trasplante
Renal de la Mayo Clinic ha comenzado un protocolo clini-
co de trasplante renal de donante vivo en pacientes
hiperinmunizados (més de 20 casos, datos no publica-
dos), donde han conseguido controlar el rechazo humo-
ral, utilizando un protocolo de inmunosupresién que in-
cluye plasmaféresis repetidas y administracion de
anticuerpos monoclonales anti-CD20, que deplecionan
linfocitos B. La tasa de rechazo es del 25% pero en nin-
gun caso se ha perdido el injerto, aunque ain no se co-
nocen los resultados del seguimiento a largo plazo. Este
ensayo clinico realmente proporciona una informacién
muy importante cara al tratamiento de la inmunosupre-
sién que seria necesaria en un ensayo clinico de xeno-
trasplante renal.

Por dltimo, la solucion de las incompatibilidades fisiold-
gicas del xenotrasplante renal®? o hepatico® vendran ne-
cesariamente de la mano de la tecnologia transgénica.
La introduccién de un transgén que codifique para la eri-
tropoyetina humana evitaria la administracion exogena
de eritropoyetina para mantener los valores de hemoglo-
bina (fig. 2). En cuanto al xenotrasplante hepatico, habria
que detectar las incompatibilidades metabdlicas, posible-
mente fundamentalmente en dos sentidos: a) en lo que
se refiere a interacciones de hormonas humanas y re-
ceptores porcinos (p. €j., insulina humana y receptor por-
cino de la insulina humana); b) en lo relativo a la compati-
bilidad de las proteinas porcinas para ejercer su funcién
adecuadamente en ambiente humano. Es necesario, por
tanto, detectar y priorizar estas incompatibilidades para
solucionarlas con manipulacién transgénica.

Parece obvio, por tanto, que la via que puede convertir
en realidad clinica el xenotrasplante de érganos ha de
pasar posiblemente por la generaciéon de animales poli-
transgénicos, que expresen de forma simultanea el nu-
mero de proteinas necesarias para “humanizar” el higado
donante y permitir, asi, tanto su aceptacién inmunolégica
como su correcto funcionamiento desde el punto de vista
fisioldgico. Con la metodologia existente en este momen-
to es posible la microinyeccion de una mezcla equimolar
de diferentes construcciones genéticas que codifican
para diferentes proteinas®. De esta forma se puede ge-
nerar una linea politransgénica para dichas proteinas
que podria cruzarse con otras lineas politransgénicas
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para incrementar en poco tiempo el nimero de transge-
nes presentes en el animal. Igualmente, otros avances
recientemente incorporados del area de la reproduccion
porcina, que simplifican de forma extraordinaria el im-
plante de embriones transgénicos, o en el area de la
clonacién (ya se han conseguido clonar cerdos transgé-
nicos), influiran decisivamente en reducir de forma signifi-
cativa la velocidad de la reaccion para la obtencién de
cerdos politransgénicos cada vez mas “humanizados”.

El xenotrasplante presenta diversos dilemas éticos en
los que se entrecruzan diferentes perspectivas®'®, En
primer lugar, la de salvar vidas humanas, junto con los
principios que deben presidir toda experimentacion clini-
ca, previniendo el cobayismo. En segundo lugar, los rela-
tivos a la salvaguarda de la salud publica y el medio am-
biente y a la proteccién de los animales utilizados con
fines experimentales o de tratamiento del ser humano.

Los diferentes aspectos éticos del xenotrasplante re-
quieren especial atencion, debido a sus caracteristicas
diferenciales en comparacion con otro tipo de trasplan-
tes, su estadio experimental, los riesgos para la persona
que recibe un trasplante, para la salud publica en general
y el hecho de que el material que debe ser trasplantado
procede de una especie animal diferente del ser humano.
La situacion del animal en la escala filogenética ostenta
también una gran importancia ética.

El xenotrasplante constituye actualmente una linea de
investigacion muy sugestiva y prometedora, a pesar
de las barreras cientificas existentes, que debe continuar
en todo caso, y ser estimulada y apoyada cuanto sea ne-
cesario. Al mismo tiempo, exige una extraordinaria pru-
dencia, sobre todo cuando se pretenda dar el salto al ser
humano, puesto que si bien parece que las barreras in-
munoldgicas vy fisioldgicas, aun siendo importantes, po-
drian quedar resueltas con mayor o menor dificultad y
permitir en el futuro al menos el xenotrasplante como
procedimiento transitorio o puente hasta que se obtenga
el rgano humano idéneo para el receptor, esto no seria
aconsejable mientras no se logren soluciones claras y
fiables a los potenciales o tedricos riesgos de transmision
de enfermedades interespecies, pensando tanto en el
paciente como en la colectividad (su entorno, posible
descendencia, la sociedad en general). Eticamente no
parece ldgica cualquier iniciativa clinica mientras este de-
cisivo aspecto no quede claramente resuelto.
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