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Resumen

El trasplante de tejidos vascularizados entre especies
filogenéticamente distantes ocasiona que tales tejidos sean rapi-
day violentamente destruidos mediante el proceso denominado
rechazo hiperagudo. En algunas combinaciones de cerdo y pri-
mate el rechazo del injerto es iniciado por el reconocimiento de
anticuerpos del receptor a los antigenos presentes en los vasos
sanguineos del donador. Los anticuerpos unidos a los blancos
antigénicos activan al complemento, el cual potencializa el even-
to patogénico. La xenorreactividad observada en el rechazo
hiperagudo varia sustancialmente de experimento a experimen-
toy de especie a especie, existe relativa investigacion en la varia-
cion de la expresion de los blancos antigénicos en la poblacién de
los potenciales donadores porcinos. Tales cuantificaciones po-
dran tener muchas implicaciones para el xenotrasplante debido a
que la variabilidad de la expresion de los antigenos permitiria la
evaluacion experimental de los donadores que identificaran los
pares con menor reactividad. Esta revision permite examinar los
mecanismos de rechazo hiperagudo observados en la experi-
mentacion xenogénica entre animales y humanos.

Summary

Vascularized tissue grafting between phylogenetically disparate
species is violently destroy within minutes to a few hours by
the so called hyperacute xenograft rejection. Graft rejection
in some combinations between pigs and apes begins with
antibody recognition by the antigenic targets found in the
donor’s blood vessels. Antibodies bound to the antigenic target
activate the complement molecules, which in turn lead to the
pathogenic process. The xenoreactivity in hyperacute rejection
varies a lot from one experiment to another and among
different species. There is a little knowledge about the variation
in the expression of antigenic targets in potentially donor pigs
population. Such quantifications could have many implications
for xenotransplantation, because such variability of the
antigenic expression would let the identification of species
combination with lower reactivity towards each other. This
overview posses examination of hyperacute rejection
mechanisms observed in the xenogenic experimentation
among humans and animals.
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Introduccioén

| trasplante de 6rganos y tejidos no habria sido
posible sin los avances biotecnoldgicos en la
investigacion bésica; éstos han servido para eluci-
dar el mecanismo de reactividad inmunoldgica en
alotrasplantes,® lo que ha permitido la imple-
mentacion de estrategias encaminadas al control
de la respuesta de rechazo. Los xenotrasplantes
permitiran, potencialmente una mejor calidad de
vida a millones de personas con condiciones pato-
I6gicas diversas tales como diabetes o enferme-
dad cerebral degenerativa. Actualmente la deman-
da de 6rganos excede con mucho a los posibles
donadores; por ejemplo, en los Estados Unidos al-
rededor de 60,000 personas esperaron un 4rgano
humano para donacién, pero sélo 20,000 estuvie-
ron disponibles; murieron, en promedio, 10 pa-
cientes de la “lista de espera” por dia por falta de
donadores.! El incremento en la carencia de orga-
nos donados para el trasplante clinico ha conduci-
do al aumento de interés en la posibilidad de los
xenotrasplantes.®
El concepto del trasplante de 6rganos no hu-
manos en receptores humanos no es nuevo;
Reemtsmayy cols. (1964)? trasplantaron rifiones de
chimpancés en pacientes humanos con falla renal,
de los cuales 6 de 7 funcionaron adecuadamente,
esto fue demostrado por la excrecion de orina, por
el decremento de creatinina sérica y por la dismi-
nucion del nitrégeno Urico en la sangre. Las simili-
tudes funcionales entre humanos y primates ha-
cen de estos Gltimos la més logica fuente de érga-
nos donadores; sin embargo, el uso de primates
conlleva una serie de dificultades de manejo
zootécnico: los indices reproductivos de ellos, en
cautiverio, son bajos e ineficientes; algunas espe-
cies también estan en peligro de extincién en el

2 Trasplante de 6rganos en receptores con caracteristicas fenotipicas
y genotipicas similares al del donador.

b El término es entendido como el trasplante en humanos de 6rganos
de otras especies filogénicamente concordantes o discordantes.

habitat salvaje; ademas, pueden ser fuente poten-
cial de agentes infecciosos (xenozoonosis)**. Tam-
bién estan las cuestiones éticas y religiosas en cuan-
to al uso de primates como donadores de 6rganos
para humanos.®

La optima eleccion de un donador xenogénico
puede ser de aquellas especies relativamente cer-
canas a la nuestra en la matriz filogénica, que en la
actualidad son desarrolladas para alimento de con-
sumo humano.®® El interés cientifico se ha centra-
do en la especie porcina como una potencial fuen-
te de Organos, ya que cumple con muchos de los
requisitos tedricos para ser considerada, es decir,
es una especie de produccién doméstica, con ca-
madas grandes, facil de alimentar, con desarrolloy
crecimiento relativamente rapido y ademas parti-
cipa de un nimero considerable de similitudes ana-
tomicas y fisiolégicas con la especie humana. Se
han empleado modelos cerdo-humano para evi-
denciar los aspectos fisioldgicos y de activacion
celular previos al uso clinico en pacientes con dafio
hepatico agudo; recientemente se ha utilizado un
higado bioartificial con células porcinas en un sis-
tema de perfusion extracorpOrea para asistir a un
paciente con disfuncion hepatica, donde los hepa-
tocitos efectuaron adecuadamente la detoxificacion
y las funciones de sintesis del higado del paciente;®
asi mismo, el trasplante de un higado de cerdo en
una persona de 26 afios de edad, quien sufria de
falla hepética fulminante, soporté por un lapso de
34 horas las funciones del paciente; sin embargo,
las lesiones observadas progresaron con rapidez y
fueron acompariadas por evidencia de trombosis,
deposicién de inmunoglobulinas del isotipo My del
complemento, ademas de necrosis isquémica del
xenoinjerto.l® En el modelo cerdo-primate el re-
chazo del injerto es iniciado por el reconocimien-
to de los anticuerpos del receptor de los antigenos
presentes en los vasos sanguineos del donador. Las
inmunoglobulinas unidas a los blancos antigénicos
activan las moléculas del complemento y las célu-
las citotoxicas dependientes de anticuerpos. El
dafio producido por los anticuerpos puede ser “na-
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tural”, como los inducidos por el sistema de los
grupos sanguineos, o pueden ser los anti-HLA
como resultado de injertos previos, transfusién
sanguinea o multiparidad.'! En el desarrollo del
xenotrasplante una barrera clinica mayor es la pre-
sencia de los anticuerpos naturales preformados
dirigidos a los antigenos proteicos y sacaridicos de
los tejidos animales. Actualmente, el trabajo cien-
tifico estd enfocado en poder reducir los niveles
de complemento, la remocién de esos anticuerpos
naturales y la manipulacién genética de los anima-
les para que sus tejidos reduzcan la expresion de
los blancos antigénicos, asi como una mayor resis-
tencia al dafio ocasionado por el complemento o
por las moléculas pro-inflamatorias. Esta revision
permite examinar los mecanismos de rechazo me-
diados por los anticuerpos y el complemento que
se presenta en la experimentacion xenogénica en-
tre animales y humanos.

Experiencias clinicas usando
modelos mandril-humano

El uso clinico de los xenoinjertos ha sido limitado a
algunos casos utilizando rifiones,*>*2 corazones'*
e higados® de donadores filogénicamente con-
cordantes con la especie humana; se ha observa-
do una supervivencia del 6rgano trasplantado has-
ta cerca de nueve meses utilizando un agresivo es-
guema de inmunosupresion con azatioprina, tera-
pia esteroidal, actinomicina C e irradiacion local.
De estas experiencias se obtuvieron dos puntos
importantes: el primero fue que en la mayoria de
los casos el drgano funciond en el receptor, lo que
implica que no existen aspectos fisiologicos unicos
en el rifidn humano en comparacion con los 6rga-
nos de otros primates no humanos; el segundo,
que las respuestas al rechazo del xenoinjerto fue-
ron mediadas por la actividad de los anticuerpos y
el complemento a pesar del uso de los inmunosu-
presores, este mecanismo de xenorreactividad es
fundamentalmente diferente al observado en el
trasplante de 6rganos alogénicos.

Algunos afios después de los primeros intentos
de xenotrasplante clinico el uso de 6rganos soli-
dos fue emprendido nuevamente bajo la premisa
del hallazgo de otros agentes inmunosupresores
de linfocitos T, tales como la ciclosporina A y el
FK506, los cuales controlan vigorosamente la res-
puesta de rechazo; estas drogas evitan la induc-
cion del gene que codifica la IL-2 en las células du-
rante la estimulacion linfocitica proliferativa.t’ El
primer caso clinico a quien le fue trasplantado un
corazén de mandril sobrevivié 20 dias; se observo
por medio de examen histopatoldgico del 6rgano
la respuesta del rechazo mediada por anticuerpos
con un proceso de necrosis temprana con deposi-
tos de IgM, IgG, IgA y C_.** Otras experiencias cli-
nicas en el xenotrasplante fueron realizadas en dos
pacientes con falla hepética secundaria a infeccion
por hepatitis B (virus que no afecta a los 6rganos
de primates no humanos); ambos pacientes mu-
rieron por complicaciones sépticas. Enuno de ellos
la funcion hepatica fue adecuada durante 55 dias
pero hubo deterioro progresivo de la actividad fun-
cional después de ese tiempo, murié al dia 70. En
la necropsia se observo que el sistema biliar fue
ocupado por un sedimento consistente en dese-
chos celulares con infartos biliares a lo largo del
tejido injertado. En el otro paciente el xenoinjerto
nunca funcioné y fallecio por sepsis a los 26 dias.
En ninguno de los pacientes se observo evidencia
de arteritis o rechazo vascular, aunque estuvieron
presentes depdsitos de inmunoglobulinas IgM en
los injertos.

Concepto de concordancia de
especies con relacion al rechazo
de xenoinjertos

Cuando los 6rganos de algunas especies son tras-
plantados en receptores de diferente especie el
injerto es inmediatamente rechazado; sin embar-
go, se ha observado un mayor retardo en el tiem-
po de rechazo si la combinacién de especies es
concordante con relacion a la posicién que guar-
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dan en la matriz filogénica; si el trasplante involucra
a dos especies distintas ocurre el rechazo hipera-
gudo del injerto, esto es caracterizado patoldgica-
mente por la presencia de edema intersticial, he-
morragia, necrosis celular, infiltracion y trombosis
difusa de los tejidos.®

Calne R (1970)*° propuso un sistema de nomen-
clatura para categorizar el rechazo de xenoinjertos
basado en el tiempo y en la severidad observada.
Los modelos experimentales en los cuales se ob-
servo la respuesta inmediata del rechazo fueron
referidos como combinacion de especies discor-
dantes, en virtud de que estos procesos no fueron
analogos a los observados en aloinjertos primera-
mente determinados como de especies concor-
dantes. La combinacion en el modelo cerdo-cabra
es concordante, mientras que la combinacion le-
porido-cerdo es discordante. Entre especies de
roedores la combinacion cobayo-rata es discordan-
te, en cuanto a los modelos hamster-rata y raton-
rata son concordantes; sin embargo, este sistema
de nomenclatura no es absoluto, depende del tipo
de tejido examinado, es decir, aunque la combina-
cion rata-ratén es concordante se ha demostrado
la presencia de los anticuerpos IgM e 1gG3 en el
ratén que reaccionaron en contra de las células de
la médula 6sea de la especie donadora.?

La xenorreacti\_/idad natural
de los anticuerpos

En modelos cerdo-primate la observacion de la
xenorreactividad natural mediada por los anti-
cuerpos estd dada primeramente por los isotipos
IgM, aungue en estudios recientes también se ha
enfatizado que la actividad de las IgG puede des-
empefar un papel importante. Se han evaluado
algunos aspectos de la avidez de las IgM en la
interaccion con las células porcinas en cuanto al
significado de la xenorreactividad de diferentes
individuos; se ha demostrado que tan sélo 1x10°
moléculas xenorreactivas son capaces de activar
las rutas del complemento en ensayos in vitro con

células endoteliales aorticas porcinas.? Platt y
cols. (1990)% desarrollaron un modelo de espe-
cies discordantes para estudiar los mecanismos
del rechazo hiperagudo con un corazon de cerdo
trasplantado a un mono rhesus, en el cual se ob-
servo la destruccion del tejido injertado durante
los 20 minutos posteriores a la revascularizacion,
las IgM fueron depositadas rapidamente a lo lar-
go del endotelio conduciendo la codeposicion de
C3y C4; en estos experimentos, la presencia de
C4 (pero no de properdina; factor P) en el tejido
rechazado afirma el papel de la activacion clasica
del complemento.

Gambiez y cols. (1992)2 demostraron que el
rechazo hiperagudo es mediado por la interaccion
de las IgM con las células endoteliales en modelos
in vitro cobayo-rata, donde los fragmentos Fab’-
IgM (sitios de combinacion antigénica de la
inmunoglobulina M) estuvieron presentes en el
cultivo endotelial. Estos hallazgos sugieren que la
IgM se une a esos sitios en contraste con la 19gG
gue se liga a sitios no especificos. El uso de
anticuerpos anti-Fab’ previo al trasplante de cora-
z6n de los cobayos los cuales fueron perfusionados
con las fracciones de la rata, mostrod que el injerto
sobrevivié por mayor tiempo cuando el sitio de
unién del receptor fue bloqueado.

La absorcidon de estos anticuerpos naturales
(Nab’s) en el receptor previa al proceso de tras-
plante ha sido estudiada en varios protocolos ex-
perimentales para prevenir la aparicion del recha-
zo hiperagudo y de aumentar asi la supervivencia
del injerto. Con base en estos datos Fischel y cols.
(1992)>* perfusionaron suero de monos rhesus a
través de rifiones de cerdo previo al trasplante de
corazon en un modelo cerdo-primate; los injertos
del grupo tratado sobrevivieron 80 horas a dife-
rencia de los del grupo control que so6lo fueron
dos horas.

En otros estudios usando modelos cerdo-man-
dril el suero del receptor fue utilizado para
perfusionar el bazo de los cerdos, esto con el fin
de remover los Nab’s anti-cerdo; subsecuen-
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temente fue trasplantado el corazon porcino, se
observo disminucion significativa de los anticuerpos
y los xenoinjertos sobrevivieron de 8 a 15 dias ver-
sus 24 horas de los injertos del grupo no tratado.
Cabe sefalar que a pesar de la agresiva inmuno-
supresion practicada en el receptor, que consistié
en la aplicacién de corticosteroides, ciclosporina e
irradiacion del tejido linfoide, se observaron lesio-
nes patoldgicas sugestivas de rechazo hiperagudo
y de rechazo celular, lo que reafirma que el con-
trol de la respuesta humoral en el rechazo de los
xenoinjertos no es suficiente para prevenir la
xenorreactividad.®

Alvarado y cols. (1995)% probaron la hipétesis
de que los niveles de expresion xenoantigénica va-
rian en la poblacion de cerdos. Los estudios estu-
vieron basados en la medicién del IgM adherido a
los rifiones porcinos al ser perfusionados con san-
gre de mandriles; se observé que niveles altos de
anticuerpos (= 704 unidades de anticuerpos) pre-
disponen a una mayor xenorreactividad (3.6 = 1.3
unidades de xenorreactividad/g) a diferencia de lo
observado con niveles bajos (= 446 unidades de
anticuerpos / -0.8 & 1.0 unidades de xenorreac-
tividad/g). El estudio inmunopatoldgico de los 6rga-
nos perfusionados demostré mayor deposicion de
IgM y C4 en aquellos érganos con niveles altos de
xenoantigenos, lo que demuestra que la variacion
de xenoantigenos puede ser desarrollada selecti-
vamente en las razas de los posibles donadores
porcinos que son menos susceptibles de ser ataca-
dos por la xenorreactividad natural de anticuerpos.

Estudios realizados por Geller y cols. (1994)%
demostraron que 10% de la poblacion de los cer-
dos analizados mostraron una relativa manifesta-
cion de sitios antigénicos que fueron reconoci-
dos por los Nab’s siendo esta variacion reprodu-
cible en los multiples ensayos con el mismo sue-
ro humano. Ademas, las xenorreactividades de
dos diferentes sujetos no relacionados fueron
comparadas entre si y mostraron una correlacién
de reactividad a los antigenos de los extractos de
plaquetas porcinas. Las glicoproteinas de mem-

brana 115, 125y 135 mostraron diferencias cuan-
titativas en las diferentes razas de cerdos. La pre-
sencia de estas glicoproteinas en la superficie de
las células endoteliales es el primer objetivo de
los anticuerpos naturales del receptor. Se ha de-
mostrado que extractos de células endoteliales
porcinas al ser sometidos a digestion enzimatica
especifica identifican la fraccion que reactiva fuer-
temente con las inmunoglobulinas humanas, las
cuales son un complejo de dos glicoproteinas de-
nominadas como gp 115/135 con base en sus pe-
sos moleculares y que ademas muestran residuos
de galactosa.?®?® Estos antigenos se manifiestan
en plaguetas y en células endoteliales. EI mayor
determinante antigénico en esas moléculas resi-
de en un complejo de oligosacaridos. Al exami-
nar la presencia de estas glicoproteinas en globu-
los rojos, plaguetas y linfocitos porcinos solamen-
te las plaguetas mostraron un complejo de
reactividad que co-migraba con las gp 115/135
sugiriendo que el reconocimiento del determinan-
te antigénico por los anticuerpos esta asociado
con diferente blanco proteico.

La caracterizacion funcional y molecular de las
gp 115/135 ha mostrado que la gp 115 contiene un
alto grado de secuencias homadlogas con los ele-
mentos integrantes de las inmunoglobulinas huma-
nas cadenas 33, mientras que la gp 135 tiene afini-
dad por las a2. Hay un tercer epitopo porcino re-
conocido por las IgM humanas la gp 250 que con-
tiene secuencias altamente analogas con el factor
von Willebrand (FVW).2%3 Platt JL y Holzknecht
ZE (1994)% observaron que al incubar extractos
de plaquetas porcinas con anticuerpos blo-
queadores anti-a2 y anti-B3 disminuye signi-
ficativamente la reactividad de los Nab’s, indican-
do que estos elementos compitieron por los sitios
de reconocimiento con los Nab’s presentes en el
suero humano; funcionalmente, las uniones de IgM
a las gp 115/135 dan como resultado la activacion
de la ruta clasica del complemento y sostienen tal
interaccién en el comienzo del rechazo hiperagudo.
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A ol 3 AGal Sial o Fuc
Gal £ pi4 Gal pr.4
GIcNAG GIcNAc
Cerdo Humano y cerdo
B Fuc GalNAc Fuc Gal
al,2 al3 al,2 al,3 Fuc . . Oy .
Gal Gal al2 Gal Figura 1. Glicosilacion terminal en

cerdos y humanos. Gal, galactosil;
GIcNAc, N-acetil-glucosamina; Sial,
sialil; Fuc, fucosil; GalNac, N-acetil-
galactosamina. A. Glicosilacion es-

_ .

pecie especifica en cerdos y huma-

nos. B. Sistema polimoérfico de

Grupos sanguineos

Se han identificado anticuerpos IgG preformados
en contra de los epitopos antigénicos a-galactosil
en modelos cerdo-humano. Estos anticuerpos que
reaccionan con Gal a 1,3 galactosa constituyen una
significativa proporcion de las inmunoglobulinas to-
tales.®? Las observaciones de McMorrow y cols.
(1996) han confirmado que los Nab’s a-Gal cons-
tituyen de 4 a 8% de las IgM totales y de 1 a 2.5%
de las IgG. El epitopo reconocido por esos Nab’s
especificamente son el Gal a 1,3 Gal 31, 4GIcNACR*
donde dos residuos galactosil estan unidos con otra
molécula N-acetil-glucosamina (figura 1). Estas es-
tructuras no se han encontrado en la superficie ce-
lular de humanos, simios y monos, pero si en otros
mamiferos. Los humanos producen Nab’s que re-
accionan con a-Gal igual que hacia los antigenos
de los grupos sanguineos A 'y B, presumiblemente
debido a la reaccion cruzada con los antigenos de
la pared bacteriana de infecciones previas.**** Good
y cols. (1992 )3 han identificado algunas fracciones
IlgM anti-Gal, aunque la mayoria de los Nab’s son
polirreactivos observan especificidad definida. Los
anticuerpos de los grupos sanguineos son un ejem-
plo de este reconocimiento, el antigeno A consis-

glicosilacion de los grupos sangui-
e} neos ABO.

te en GalNAc a 1,3 (Fuc 1,2) galactosa mientras
que el B es Gal a 1,3 (Fuc 1,2) galactosa. Diferen-
cias seroldgicas entre los antigenos A y B estan
basadas en la identidad de la estructura terminal
de la galactosa, ademas los anticuerpos anti-B que
son producidos en individuos que expresan el gru-
po sanguineo Ay los anticuerpos anti-A gque estan
ausentes en los sujetos con antigeno A. De mane-
ra similar al sistema anti-ABO de los grupos sangui-
neos se ha sugerido que el desarrollo de Nab’s
preformados en neonatos en respuesta a la pre-
sencia de ciertos agentes infecciosos expresan
epitopos a-Gal que juegan un papel preponde-
rante en los mecanismos de infeccién y de recha-
zo. Por ejemplo, cepas bacterianas de Escherichia
coli, Serratia, Klebsiella y Salmonella, asi como del
virus de la leucemia murina expresan esos epito-
pos;®2%-37 también se han identificado altos niveles
de anticuerpos anti-aGal en pacientes con leish-
maniasis cutanea (Leishmania mexicana), en la en-
fermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi),®** en
fibrosis idiopatica pulmonar, esclerosis sistémica“®4
y en mielofibrosis idiopatica*? lo que sugiere que el
incremento de los niveles de anticuerpos prefor-
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mados pueden estar asociados con la medicion de
los procesos de fibrosis y lisis de células porcinas.
Ademas, la actividad y el efecto citotoxico de los
anticuerpos anti-aGal inducen la citotoxicidad ce-
lular dependiente de anticuerpos.

La importancia del complemento
en el rechazo hiperagudo

Se han caracterizado las rutas de la activacion del
complemento involucradas en el rechazo hiper-
agudo.”® La ruta clasica da comienzo cuando los
anticuerpos naturales se unen a las células endo-
teliales o parenquimales, aungue las IgM son mas
eficientes para iniciar la ruta clasica de activacion;
también se ha observado que las IgG1, IgG2 e IgG3
son capaces de activar la ruta. La presencia de las
fracciones Fc de dos de esos anticuerpos sirven
como “pilares de recepcion” para C1, el primer
componente en el evento de activacion. C1 es un
complejo enzimético pentamolar dependiente de
Ca2* consistente de una molécula de C1q, dos de
Clry otras dos de C1s. La unién de dos o mas de
los seis dominios globulares de Cl1q a los
anticuerpos da inicio a la ruta clasica de activacion;
esta union, que es de alta avidez, forma agregados
inmunologicos. Los cambios conformacionales de
Cl1g-lgM o de Clg-lgG promueven la activacion
de C1r por autocatélisis permitiendo que la otra
molécula produzca dos enzimas activas que se unen
a las C1s restantes. Estas actividades enziméticas
dan como resultado las primeras serina-proteasas
capaces de romper los enlaces tioéster de los si-
guientes fragmentos del complemento y asi
potencializar la actividad en forma exponencial. La
separacion de la molécula produce un fragmento
gue rompe a C4 en dos componentes, C4a el cual
observa una alta actividad anafilactica y C4b el cual
es hidrolizado formando un compuesto inactivo
(iC4b), también forma enlaces covalentes con los
grupos hidroxil y amino en la superficie celular para
actuar como sitios de unién de C2. Un largo seg-
mento de C2a permanece unido a C4b en forma

de C4b2a (C3 convertasa), enseguida C3 se une a
C4 y juntos contindan la ruta de C5 hasta C9.

La ruta alternativa de la activacion del comple-
mento no requiere de la presencia de anticuerpos,
C3es hidrolizado espontaneamente y genera la for-
ma activa C3i lo que favorece la unién de los fac-
tores B, D y P, respectivamente. La convertasa re-
sultante puede ser inactivada por agua, sin embar-
go si la molécula de C3 se une de forma covalente
a la membrana de los blancos antigénicos se inicia
la amplificacion de la ruta efectora, incluso se ha
observado que en ambas vias de activacion la acti-
vidad es dirigida a la union del complejo de ataque
alamembrana (MAC) a partir de C5 a C9 forman-
do poros en la membrana celular que dan como
resultado lisis osmética de la misma.*

La deposicidn de los anticuerpos naturales en la
superficie endotelial de los xenoinjertos son gene-
ralmente observados al inicio de la respuesta
antigénica, cuya presencia en la superficie celular
activa los eventos de la ruta clasica del comple-
mento, causa la activacion endotelial, libera los me-
diadores vasoactivos y por ultimo permite la lisis
celular, permeabilidad vascular con hemorragia
intersticial y trombosis de los conductos.*

Cabe recordar que el rechazo hiperagudo es
caracterizado por una rapida obstruccion trom-
bética de la vasculatura del xenoinjerto que co-
mienza minutos después de que los conductos
del receptor se anastomosan a los del injerto.
Las células endoteliales secretan formas de alto
peso molecular del factor de von Willebrand que
promueven la adhesion y agregacion de pla-
quetas, las cuales sufren un proceso de vesicu-
lacion de la membrana lo que provoca el des-
prendimiento de particulas lipidicas que pro-
mueven posteriormente la coagulacion. Las cé-
lulas endoteliales a su vez pierden protoglicanos
y heparan sulfato de la superficie celular que
normalmente interactlan con la anti-trombina
[l para inhibir la coagulacion.*®

El complemento puede dafiar directamente a
las células endoteliales a traves de la insercién de
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C5b-9 e indirectamente por el reclutamiento de
los elementos celulares de la respuesta inflamatoria.
El carboximetil bencilamida sulfonato de dextran
(CMDBS25) es un polimero de dextran que inhibe
la activacidn del complemento, interfiere con el en-
samble de la C3 convertasa y reduce la generacion
de los fragmentos de activacion. Thomas y cols.
(1996)*" demostraron gue tal compuesto inhibe la
activacion del complemento asi como el dafio pro-
ducido en células endoteliales adrticas porcinas; la
adicion de 5 a 25 mg de CMDBS25/mL bajo las
condiciones experimentales inhibieron la activacion
del complemento y la generacién de C3a; con do-
sis de 25 mg/mL se suprimié totalmente la deposi-
cion del complejo citolitico C3b, C5 y C5b al C9
en las células y también se redujo la lisis de 42%
de los blancos en las células endoteliales del dona-
dor. Por otra parte, se ha identificado la actividad
de otros componentes proteicos para disminuir la
activacion del complemento, cuando es adminis-
trado el factor de veneno de cobra (CVF) en re-
ceptores de xenoinjertos discordantes se ha ob-
servado prolongacion del tiempo de superviven-
cia, debido a que CVF es un potente agente re-
ductor de C3; sin embargo, estas aproximaciones
no han sido suficientes para prolongar la duracién
del injerto lo que sugiere la posibilidad de que exis-
tan otros componentes involucrados en la xe-
norreactividad, tales como los observados en la via
de las ficolinas y lectinas. -0

Aungue es aceptado que los anticuerpos natu-
rales son los primeros efectores del rechazo
hiperagudo, han sido reportadas algunas excep-
ciones en las cuales el evento ocurri6 en ausencia
de los mismos. Miyagawa y cols. (1988)% utiliza-
ron un modelo cobayo-rata y observaron que el
trasplante de corazén fue rechazado rapidamen-
te a pesar de la ausencia de anticuerpos anti-
cobayo; ademas, el pre-tratamiento de los recep-
tores con CVF produjo sobrevida del injerto de
17.5 minutos a 3 dias y decremento en la canti-
dad de C3 depositado en el tejido, pero no de
C4, C2 0 C5, lo que sugiere que el complemento

por si solo puede ser un potente efector en el
rechazo hiperagudo.

Leventhal y cols. (1993)52 desarrollaron una for-
ma purificada de CVF, de la cual fue removida pre-
viamente la fosfolipasa A por cromatografia liqui-
da. El producto resultante (CVF purificado, 60 U/
kg) fue administrado a mandriles 12 horas previas
y posteriores del trasplante de corazones porcinos,
el trasplante cardiaco sobrevivié 68 horas con re-
duccion de C3 y con menos toxicidad que el gru-
po control; sin embargo, la observacion histoldgica
del injerto reveld rechazo vascular agudo con de-
pésitos de IgM y C4, lo que sugiere que en el man-
dril, pero no en el cobayo o la rata, la reduccion de
C3 no es suficiente para bloguear la respuesta de
la ruta clasica del complemento.

Se han propuesto otras estrategias para inhibir
los efectos del complemento, incluyendo la infu-
sién de varios inhibidores, tales como C1 (C1 inh)
y el receptor del complemento tipo | (CRI). El
inhibidor C1 es una proteina regularizadora pre-
sente en la ruta de activacion clasica, cuando es
adicionado al suero humano en cultivo con células
endoteliales porcinas previene la citotoxicidad y la
activacion endotelial. En modelos cobayo-rata la
infusion del receptor del complemento tipo |,
glicoproteina que inhibe ambas rutas de activacion,
dio como resultado sobrevivencias significativas del
injerto de 17 # 4 a 747 = 100 minutos y de 22.8
=+ 13.7 a 551.7 % 497.3 minutos.%

Finalmente, se estan investigando otros agen-
tes solubles para evitar o revertir el rechazo
hiperagudo tales como el factor acelerador del
decaimiento (DAF), una membrana proteica que
previene la activacion de C3 y de C5, el cual no
ha sido transferido genéticamente con buen re-
sultado en 6vulos de ratén. La expresién genética
de DAF ha sido localizada en una amplia variedad
de tejidos animales, de manera similar que en los
humanos.** Estos estudios preliminares han per-
mitido el desarrollo de cerdos transgénicos gque
expresan tanto DAF como el co-factor de la mem-
brana proteica y CD59.5% Sin embargo, existe
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evidencia de que el rechazo hiperagudo es me-
diado por los componentes finales del comple-
mento. Brauer y cols. (1993)%” demostraron que
en trasplantes de corazon entre cobayos y ratas
deficientes de C6 no ocurri6 el evento. El MAC o
el C5b pueden causar lisis de las células endo-
teliales y ocasionar la interrupcion de la integri-
dad de los vasos sanguineos, la salida del conteni-
do vascular y la exposicién de las plaquetas a la
matriz subyacente formando trombosis, mientras
que la lisis de las células endoteliales que se ob-
serva en las lesiones avanzadas no es comun en
el curso inicial del rechazo. Consistente con lo
anterior, Diamond y cols. (1996)% observaron que
la expresion de CD59 humano en cerdos trans-
génicos no previene el rechazo temprano del in-
jerto, aunque la formacion del MAC puede ser
inhibida sustancialmente.

Futuras di_reccione_s
en la experimentacion

El principal cuestionamiento que existe en el
xenotrasplante de tejidos discordantes es si un in-
jerto observa como resultado de una activacion una
respuesta inmunoldgica que pueda ser controlada
como en una situacién de alotrasplante. Los mate-
riales bioldgicos tales como la insulina y las valvulas
cardiacas de cerdos han sido utilizadas con singu-
lar entusiasmo. El desarrollo de terapias celulares
permitira el uso de islotes celulares porcinos mo-
dificados para la produccion de insulina capaz de
evitar la respuesta del sistema inmunologico. Uno
de los caminos para prevenir el rechazo hiperagudo
y agudo vascular sera la produccion de cerdos
“Knockout” que supriman o interrumpan al gene
gue codifica para a(1-3) galactosil transferasa
(Xenotransplantation. First transgenic cloned pigs
revealed. Abril de 2001. www.agbiotechnet.com).
La expresién de la molécula a-galactosa en la su-
perficie endotelial de los tejidos porcinos esta ba-
sada en la funcion de ese gene; si estas moléculas
pudieran estar enmascaradas o no funcionales, en-

tonces no serfan blancos antigénicos de los Nab’s
anti-aGal. Un método genético alternativo, el cual
ha sido realizado satisfactoriamente, es la produc-
cion de cerdos transgénicos que sintetizan otro
oligosacarido (a-fructosa), o los animales que po-
seen genes humanos que codifican para las glico-
proteinas regularizadoras del complemento (DAF
0 CID55),%%" el cofactor de la membrana proteica
(MCP-1 0 CD46)% o de la protectina (CD59),* las
cuales previenen la lisis celular por inhibicion de
los pasos iniciales de la cascada del complemento.
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