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Avances en xenotrasplante de organos
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INTRODUCCION

El principal objetivo de la investigacion en xe-
notrasplante de o6rganos es su potencial aplica-
cion clinica. Esta posibilidad no es una idea
nueva. Ha sido un suefo muy antiguo durante
muchos afios, y en la historia de la medicina exis-
ten numerosas evidencias en este sentido. La his-
toria del xenotrasplante, podemos dividirla en
cuatro periodos:

a) La prehistoria, que abarcaria desde las primeras
civilizaciones arcaicas hasta finales del siglo XIX. Es
una época de absoluta oscuridad desde el punto de
vista cientifico.

b) La primera mitad del siglo XX, ampliada hasta
la década de los sesenta. Los primeros trasplantes
clinicos que se hacen a primeros de siglos' son xe-
notrasplantes. Inmediatamente se superan las barre-
ras técnicas?. Los trasplantes se hacen sin compli-
caciones vasculares, pero los 6rganos no funcionan
(barrera biolégica). Se hacen decenas de xenotras-
plantes, sobre todo de rifién pero también de cora-
z6n e higado, usando diferentes animales como do-
nantes. Son los 6rganos procedentes de primates los
que funcionan en algunos casos incluso varios meses
(rindn de chimpanzee 9 meses).

Durante este periodo se estudia intensamente la
barrera biolégica responsable de que los 6rganos
trasplantados no funcionen y se describe el fené-
meno del segundo injerto y del rechazo®. Se de-
muestra que el rechazo es tanto mas intenso cuan-
to mas distantes filogenéticamente es la especie
animal usada como donante®, debido al rechazo hi-
peragudo, donde los 6rganos se necrosan inmedia-
tamente por accion del complemento activado por
xenoanticuerpos naturales®.
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c) En la historia de los xenotrasplantes clinicos y
preclinicos (usando el mono como receptor) existe
un periodo de casi silencio absoluto (71970-1990)
coincidente con la consolidacion y éxito de los pro-
gramas clinicos de alotrasplantes.

d) En la dltima década del siglo que acaba de ter-
minar, los médicos y los investigadores en el area
de trasplantes comienzan a pensar nuevamente en
el xenotrasplante como una posibilidad, debido fun-
damentalmente a dos razones:

1.2 El aumento extraordinario de la demanda de
6rganos, con un importante aumento de pacientes y
de pacientes fallecidos en lista de espera para tras-
plante, tanto en USA’, donde fallecen 15 pacientes
todos los dias en lista de espera de trasplante®, como
en Europa, incluida Espafa, a pesar de que en nues-
tro pais hemos alcanzado y mantenido desde 1994
la tasa mas elevada del mundo de donacion de or-
ganos y trasplantes por millén de habitantes® '°, por
encima de EE.UU. y de todos los paises de la Unién
Europea.

2.2 Los nuevos avances de las ciencias biomédi-
cas, sobre todo en los campos de la inmunologia y
la genética, con el desarrollo de la tecnologia trans-
génica, han posibilitado vencer la barrera del re-
chazo hiperagudo!.

En este sentido no cabe duda que al, menos te-
oricamente, el poder disponer de 6rganos anima-
les para trasplante solucionaria el problema de la
escasez de Organos. La mayoria de grupos de in-
vestigacion en xenotrasplante estan de acuerdo en
que la fuente ideal son los 6rganos de cerdos, mo-
dificados genéticamente para evitar el rechazo',
y actualmente ya son al menos cuatro empresas
de biotecnologia las que han conseguido produ-
cir cerdos transgénicos que expresan en su endo-
telio inhibidores fisiolégicos del complemento hu-
mano, con lo que se ha conseguido prevenir el
rechazo hiperagudo de manera reproducible
cuando los 6rganos de estos cerdos se trasplantan
en primates.

En esta revision, y bajo nuestra perspectiva per-
sonal, trataremos de contestar a la pregunta: jesta-



mos actualmente en condiciones de comenzar en-
sayos clinicos de xenotrasplante de 6rganos?

BARRERAS QUE SE DEBEN SUPERAR PARA QUE
LOS XENOTRASPLANTES PUEDAN ALCANZAR
UNA REALIDAD CLINICA

Para que los xenotrasplantes de drganos puedan
llegar a ser una realidad clinica, se deben superar
consistentemente tres barreras: a) La barrera inmu-
noldgica: jestd ya superado el xenorrechazo? b) La
barrera fisiolégica (;los érganos porcinos, el rifion,
el corazén o el higado, asumen correctamente las
funciones de los érganos humanos?), y c) jcual es
el riesgo real de transmision de infecciones interes-
pecie, del cerdo al hombre, actuando el 6rgano por-
cino trasplantado como vector de transmision?

Barreras inmunolégicas

Para poder aceptar el xenotrasplante como una
realidad clinica desde el punto de vista inmunol6-
gica, la condicion necesaria que el xenorechazo pu-
diera modularse y transformarse a un «allorejection-
type», que los clinicos saben controlar rutinaria-
mente. Existen identificados al menos 4 tipos de xe-
norrechazo: a) el rechazo hiperagudo; b) el rechazo
vascular agudo retardado; c) el rechazo celular y d)
el rechazo crénico.

a) Rechazo hiperagudo. La interaccion de los xe-
noanticuerpos naturales del receptor de los xenoan-
tigenos (con predominio de a-gal) del endotelio vas-
cular del donante, induce la activaciéon del
complemento, que es responsable del dafio endote-
lial y finalmente de los fenémenos de trombosis y
hemorragia que necrosan en minutos el érgano xe-
notrasplantado®.

Los avances en la tecnologia transgénica'*'? han
resuelto por completo el rechazo hiperagudo. Tras-
plantando 6rganos de cerdos transgénicos para pro-
teinas reguladoras del complemento (MCP, CD55,
CD59, etc.)™ ' a primates no humanos, se ha de-
mostrado que se previene el rechazo hiperagudo,
tanto en el caso de xenotrasplante de riién', de de
corazon'® o de higado'”.

b) Rechazo vascular agudo retardado. El control
del rechazo hiperagudo ha permitido conocer un
tipo de xenorrechazo, conocido como rechazo vas-
cular agudo retardado, de mecanismo atn no bien
conocido, con un componente humoral y otro com-
ponente celular (macréfagos, células NK, etc.)2 1819,
En los ensayos preclinicos (de cerdos transgénicos a
primates) el control de este tipo de rechazo exige
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administrar una inmunosupresién muy potente (ci-
clofosfamida, altas dosis de ciclosporina o FK506,
altas dosis de esteroides, atas dosis de azatioprina o
mofetil micofenolato, etc.), que finalmente condi-
ciona el fallecimiento del animal como consecuen-
cia directa (toxicidad) o indirecta (infecciones) de la
misma.

c) y d) Como consecuencia de que algunos monos
trasplantados con rifiones transgénicos han sobrevi-
vido varios meses (supervivencia maxima de 100
dias), ha sido posible observar fenémenos de re-
chazo celular e incluso, recientemente, de rechazo
cronico en estos injertos. Esta ha sido una impor-
tante ventana de investigacion que se abre por pri-
mera vez de cara a plantear la realidad clinica de
los xenotrasplantes?°.

Barreras fisiologicas

Los ensayos preclinicos de 6rganos porcinos trans-
génicos para proteinas reguladoras de complemento
han obtenido sobrevidas maximas superiores a dos
meses para riidon?°, 30 dias para corazén'® y 8 dia
para higado'”. Estas sobrevidas han permitido estu-
diar la compatibilidad fisiolégica de estos 6rganos
porcinos trasplantados en los monos durante estos
periodos de tiempo.

Los datos disponibles de fisiologia renal a largo
plazo son esperanzadores. En la amplia serie de ri-
fiones transgénicos trasplantados en monos, en Cam-
bridge, los rifones funcionan adecuadamente, man-
teniendo niveles normales de creatinina vy el
equilibrio acido-bésico y hidroelectrolitico®. Sin em-
bargo, los receptores necesitan aporte de eritropoye-
tina humana para mantener normales las cifras de
hemoglobina, y existe asi mismo una tendencia a una
hipofosfatemia e hipoalbuminemia, sin albuminuria.

Los trasplantes ortotépicos de eyeccion y la he-
modinamica de estos animales se mantiene correc-
tamente mientras que los corazones no son recha-
zados'®.

A nivel de xenotrasplante hepatico con cerdos
transgénicos, se ha realizado recientemente una ex-
periencia pionera a nivel mundial en la Unidad de
Investigacion del Hospital Virgen de la Arrixaca'’, y
en ella se ha demostrado en el modelo de cerdo
transgénico h-DAF a babuino que el higado porci-
no sintetiza factores de coagulacion funcionalmente
compatibles con el primate, proporcionando una he-
mostasia normal al babuino al menos durante 8 dias.
Ademas, los monos trasplantados con estos higados
transgénicos se mantienen despiertos, conscientes y
con alimentacién oral durante este periodo de tiem-
po. En este centro, ademas, se ha acumulado la serie
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mas importante a nivel mundial de xenotrasplante
ortotépico de higado en el modelo preclinico de
cerdo a babuino.

Barreras infecciosas: xenozoonosis

Existen dos tipos de infecciones que potencial-
mente se podrian transmitir: a) las vehiculizadas por
los gérmenes especificos porcinos, y b) las que uti-
lizarfan el 6rgano porcino como vector (retrovirus
porcinos).

a) Hoy dia, el desarrollo biotecnolégico en el area
de la produccién porcina asegura el nacimiento de
lechones completamente libres de patdgenos espe-
cificos (condiciones SPF, Specific Pathogen Free).
Para ello es necesario disponer de instalaciones de
bioseguridad (grado P3) y tener experiencia en téc-
nicas de obtencion de lechones por histerectomia y
nutricion artificial, como ha reportado recientemen-
te el grupo de genética y produccion porcinas de la
Universidad de Murcia?'. Estas condiciones de bio-
seguridad estan recogidas en las recomendaciones
del documento de Consenso elaborado por la Sub-
comision Nacional de Xenotrasplantes en 1999, bajo
la presidencia del Dr. Rafael Matesanz??, y que se
pueden consultar en la web de la ONT.

b) En 1997 se demostr6 in vitro que retrovirus en-
dégenos porcinos, incorporados durante millones de
anos en el genoma porcino, podian transfectar lin-
focitos humanos mantenidos en cultivos celulares?3.
Este hecho potencié la investigacion en cirologia
porcina, habiéndose descrito hasta el momento 4
tipos de retrovirus porcinos, favoreciendo ademas
que los protocolos de investigacion en xenotras-
plantes se enriquecieran de las medidas de biose-
guridad para prevenir los riesgos de xenozoonosis
en los ensayos preclinicos. Muy pronto, en 1999,
Paridis y cols.?*, publicaron en Science los resulta-
dos del seguimiento a largo plazo de mas de 160
pacientes que habfan mantenido contacto con teji-
dos vivos porcinos, incluyendo pacientes sometidos
a perfusion extracorpérea con higados y hepatoci-
tos. En ningln caso se pudo demostrar la infeccion
en humanos por estos retrovirus, y sélo en 23 pa-
cientes se confirmé microquimerismo a (presencia
de células porcinas en los receptores), sin ninguna
significacion clinica o patoldgica.

En este campo, las aportaciones estan siendo en
la actualidad muy numerosas. Cabe destacar la de-
mostracion en un modelo de ratéon completamente
inmunocompetente (SCID mouse)?®, la transfeccion
e incluso infeccion de tejido linfoide en algunos ex-
perimentos, por retrovirus inoculados por via intra-
venosa a dosis altas. Aunque los expertos conside-
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ran que se trata mas bien de un modelo in vitro que
in vivo, es una demostracion que apoya la necesi-
dad de establecer las maximas precauciones de bio-
seguridad en la investigacion de xenotrasplantes. Por
otro lado, nuevos trabajos clinicos de xenotrasplan-
te con tejidos o con érganos perfundidos confirman
la no inefectividad in vivo de los pacientes por re-
trovirus porcinos?®. En la web de la Food and Drug
Administration (fda.gov/ceber/gdIns/zooxeno.pdf) ame-
ricana se pueden consultar las guias para monitori-
zar el riesgo de infecciones en ensayos clinicos de
xenotrasplante en fase |.

XENOTRASPLANTE CLINICO

El xenotrasplante de células porcinas para la en-
fermedad de Parkinson y para la diabetes son ya una
realidad clinica. Actualmente se estan realizando di-
versos ensayos clinicos en fase Il con islotes pan-
credticos porcinos en diabéticos tipo 1?7, habiéndo-
se comunicado su eficacia para el control del
metabolismo de la glucosa, aunque no existen to-
davia datos sobre los resultados a largo plazo.

También se han realizado varios ensayos clinicos
con perfusiéon extracorporea de higados porcinos,
transgénicos?® y no modificados genéticamente?, en
pacientes con fallo hepatico fulminante o con he-
patopatia terminal, pero con pobres resultados en
cuanto al funcionalismo hepatico.

Con respecto a xenotrasplante clinico con oérga-
nos sélidos, después de la experiencia reportada por
Reemtsma en los afios sesenta, solo se han realizado
3 experimentos existosos usando el babuino como
donante. En 1985, Bailey3° trasplanté un corazén de
babuino a un recién nacido y sobrevivié tres sema-
nas. En 1993, Starlz®' trasplant6é dos higados, tam-
bién de babuinos, a sendos pacientes, que sobrevi-
vieron 70 y 26 dias, falleciendo ambos por sepsis,
secundaria a la intensa inmunosupresion. Sélo exis-
te una referencia de xenotrasplante hepatico porci-
no, con un higado no transgénico, que Makowka3?
realiz6 en 1993 a un paciente con hepatitis fulmi-
nante. Fallecié por rechazo hiperagudo, ya que no
se actud para inhibir el complemento?3.

Hasta la fecha no se ha comunicado ningtin xe-
notrasplante clinico con érganos porcinos transgéni-
cos. La razén de ello es porque existe unanimidad
entre los grupos que investiga en xenotrasplantes de
o6rganos en que todavia las barreras inmunolégicas,
tal y como han sido expuestas, no se han superado
todavia®4. Todos los esfuerzos estan orientados ac-
tualmente a estudiar los mecanismos del rechazo
vascular agudo retardado para si poder disenar es-
trategias que lo prevengan con efectividad.



Por tanto, esta unanimidad fundamenta el pensa-
miento de que los xenotrasplantes de 6rganos, con
indicaciones electivas y permanentes, aunque po-
drian estar en las esquinas, como dice Sir Soy Calne,
puede ser una esquina muy larga («Clinical xeno-
trasplantation is just around the corner, but it may
be a vergu long corner»). Sin embargo, algunos au-
tores se cuestionan si podrian utilizarse en situacio-
nes de urgencia, como 6rgano puente hasta que apa-
rezca un organo humano. Estas situaciones de
extrema urgencia no se dan en la insuficiencia renal,
ya que existe la hemodialisis como tratamiento sus-
titutivo. Si se dan por el contrario en pacientes con
fracaso ventricular, pero actualmente existen nove-
dosos mecanismos de soporte ventricular mecanico,
incluidos los balones de contrapulsacién o los co-
razones artificiales, que permiten la llegada a tiem-
po del corazén para ser trasplantado. Y finalmente,
también se dan en situaciones de fallo hepatico ful-
minante, ya sea por hepatitis fulminante o por ne-
cesidad de un retrasplante urgente. En estas situa-
ciones se han ensayado diversos procedimientos,
tales como el soporte extracorpéreo de hepatocitos
o la perfusion extracorpdrea de higados porcinos,
pero con pobres resultados. Es aqui donde puede
tener lugar el xenotrasplante hepético, ortotépico o
heterotépico con un higado porcino transgénico.
Puede dar margen a que el paciente espere en buena
situacion el higado humano definitivo. Incluso, si se
hiciera en posicion heterotopica, a los vasos iliacos
(trasplante auxiliar), como recientemente ha repor-
tado Margarit3> con un alotrasplante en un caso de
hepatitis fulminante 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 inmunosupresion de por vida.

Hace unos dias, vivimos una situacion tragica en
nuestro hospital. Desde un comarcal nos refirieron
un paciente de 37 afnos, que tras cirugia laparosco-
pica por colelitiasis no complicada, present6 una
gangrena hepatica por ligadura de la arteria hepati-
ca. Entr6 en codigo urgente de trasplante hepatico.
La situacion toéxica oblig6 a dejarlo anhepatico al
dia siguiente, y en esta situacion estuvo esperando
el higado 18 horas. Cuando el higado donante Ilegd
a nuestro hospital, el paciente hacia dos horas que
habia fallecido. Entendemos como en una situacién
similar, Makowka intent6 el xenotrasplante con un
higado porcino aunque no fuera transgénico3?. Sin
duda que un trasplante con un higado porcino trans-
génico hubiera podido salvar la vida de nuestro pa-
ciente. Afortunadamente, estas situaciones son poco
frecuentes, pero son la que nos van a obligar a dar
el salto a la clinica y poder asi investigar que ocu-
rre en estas situaciones, tal y como enfatiza una re-
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ciente editorial del Lancet: «Xenotrasplantation: Time
lo leave the laboratory»3®.

LINEAS ACTUALES Y FUTURAS

Se trabaja intensamente en conocer los mecanis-
mos intimos de las vertientes humoral y celular del
rechazo vascular agudo retardado. Recientemente se
ha conseguido disminuir el componente humoral
mediante la administracién de agentes antitrombéti-
cos?’, con el uso de cerdos deficitarios del anti-
geno gal obtenidos mediante la tecnologia de mi-
croinyeccion o de transferencia nuclear', y utili-
zando nuevos agentes farmacolégicos o anticuerpos
monoclonales frente a células B (ej. Anti CD30) o
células T (bloqueando la interaccién B7 entre los an-
tigenos leucocitarios porcinos y el complejo mayor
de histocompatibilidad). Recientemente nuestro
grupo de trabajo ha descrito que los clones gamma-
delta pueden jugar un papel importante en el xeno-
rrechazo'®, por lo que actuaciones con manipula-
ciones genéticas para inducir apoptosis en el sistema
FAS-FASLigando o el uso de inhibidores farmacol6-
gicos del sistema PARP38 podrian ser Gtiles en con-
trolar esta via de activacion.

Uno de los campos de méximo interés en la in-
vestigacion de xenorrechazo es el de la toleran-
cia inmunoldgica®®. El uso de diferentes estrate-
gias, incluidas la administracion de anticuerpos
monoclonales para depleccionar poblaciones lin-
focitarias o dirigidos frente a diferentes molécu-
las coestimuladoras, podrian en un futuro inme-
diato reducir la necesidad de administrar altas
dosis de inmunosupresion para el control del xe-
norrechazo.

Recientemente, la Unidad de Nefrologia y Tras-
plante Renal de la Clinica Mayo ha comenzado un
protocolo clinico de trasplante renal de donante vivo
en pacientes hiperinmunizados (mas de 20 casos,
datos no publicados), en donde ha conseguido con-
trolar el rechazo humoral, utilizando un protocolo
de inmunosupresion que incluye plasmaféresis re-
petidas y administracion de anticuerpos monoclo-
nales antiCD20, que depleccionan linfocitos B. La
tasa de rechazo es del 25% pero en ningln caso se
ha perdido el injerto. Falta conocer los resultados
del seguimiento a largo plazo. Este ensayo clinico
esta realmente proporcionando una informacién
muy importante de cara al manejo de la inmunosu-
presion que serfa necesaria en un ensayo clinico de
xenotrasplante renal.

Finalmente, la solucion de las incompatibilidades
fisiologicas del xenotrasplante renal?® o hepatico*®
vendran necesariamente de la mano de la tecnolo-
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gia transgénica. La introduccion de un transgen que
codifique para la eritropoyetina humana evitaria la
administracion exdgena de eritropoyetina para man-
tener los niveles de hemoglobina. A nivel del xeno-
trasplante hepatico, habria que detectar las incom-
patibilidades metabdlicas, posiblemente en dos
sentidos fundamentalmente; a) a nivel de interac-
ciones de hormonas humanas y receptores porcinos
(ej. insulina humana y receptor porcino de la insu-
lina humana); b) a nivel de la compatibilidad de las
proteinas porcinas para ejercer su funcién adecua-
damente en ambiente porcino. Es necesario por tanto
detectar y priorizar estas incompatibilidades para so-
lucionarlas con manipulacién transgénica...

Parece obvio, por tanto, que la via que puede con-
vertir en realidad clinica el xenotrasplante de 6rga-
nos ha de pasar posiblemente por la generacion de
animales politransgénicos, que expresen simultanea-
mente el nimero de proteinas necesarias para «hu-
manizar» el higado donante y permitir asi tanto su
aceptacion inmunolégica como su correcto funcio-
namiento desde el punto de vista fisiol6gico. Con la
metodologia existente en este momento es posible
la microinyeccién de una mezcla equimolar de di-
ferente construcciones genéticas que codifican para
diferentes proteinas's. De esta forma se puede ge-
nerar una linea politransgénica para dichas protei-
nas que podrian cruzarse con otras lineas politrans-
génicas para incrementar en poco tiempo el nimero
de transgenes presentes en el animal. Igualmente,
otros avances recientemente incorporados del area
de la reproducciéon porcina, que simplifican extra-
ordinariamente el implante de embriones transgéni-
cos, o en el area de la clonacién (ya se han conse-
guido clonar cerdos transgénicos), influiran decisi-
vamente en reducir significativamente la velocidad
de la reaccion para la obtencién de cerdos poli-
transgénicos cada vez mas «humanizados».
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