
Temas de actualidad

Perspectivas del xenotrasplante cardiaco

RAUL ALFREDO BORRACCI

Clinica del Sol
Trabajo recibido para su publicaci6n : 4/96 Aceptado : 8/96
Direccion para separatas : Dr. Racal Alfredo Borracci, Carranza 2370, 5 ° "D", (1425) Buenos Aires, Argentina

El desarrollo actual de la biologia molecular y de la ingenieria genetica permiten vislumbrar la
posibilidad de fabricar xenoinjertos compatibles con caracteristicas moleculares semejantes a
las humanas. Un enfoque para la construccion de un xenoinjerto cardiaco a partir de una espe-
cie filogeneticamente distanciada (cerdo) consiste en reducir la densidad del epitope a-galactosil
de la superficie celular por medio de la transferencia y sobreexpresion en el cerdo del gen de la
fucosiltransferasa humana, lo que permitiria al animal producir un epitope semejante al antigeno
H humano .
La estrategia simultanea de eliminar el epitope a-galactosil porcino y bloquear la accion del
sistema complemento (factores reguladores de la actividad del complemento), asociada o no al
uso de inmunosupresores, seria suficiente para prevenir los rechazos hiperagudo y agudo . La
transferencia y expresion de estos genes podria realizarse ex vivo en organosporcinos perfun-
didos artificialmente o por medio de la creacion de animales transgenicos a partir de la linea
germinal. El volumen de conocimientos acumulado hasta el momento permite plantear bases
teoricas claras para la fabricacion de xenoinjertos compatibles. REV ARGENT CARDIOL 1997; 65 (5) :
505-513 .
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El solo hecho de pensar en un xenotrasplante plantea
el extraordinario escollo de superar las poderosas re-
acciones inmunologicas de rechazo que acontecen
entre diferentes especies . La idea inicial supuso que
los animales mas emparentados con el hombre, desde
el punto de vista evolutivo, podian servir para inten-
tar el trasplante con perspectivas de exito . Algunos
monos del antiguo continente, como los babuinos
(Choeropithecus anubis) y los chimpances (Pan-
troglodytes), fueron los primeros candidatos con los
que se realizaron algunos infructuosos y controverti-
dos xenotrasplantes . Aunque desde el punto de vista
inmunologico estas especies puedan ser las mas ade-
cuadas, existen claras objeciones eticas para su uso,
asi como tambien un alto costo de crianza y la posibi-
lidad de trasmision de enfermedades virales a las que
el hombre pudiera ser susceptible. Pero aunque la
comprension de los mecanismos inmunol6gicos del
rechazo o la aparicion de inmunosupresores eficaces
hicieran posible el xenotrasplante cardiaco, solo para
EE.UU. se requeririan anualmente 43 .000 organos. Y
considerando que el chimpance es una especie en pe-
ligro de extinci6n, y que la colonia de babuinos cauti-

vos mas grande del mundo (Southwest Foundation for
Biomedical Research en San Antonio) alberga solamen-
te 2.700 monos, (1) la posibilidad de usar esta estrate-
gia se torna poco viable .

El desarrollo actual de la biologia molecular y de
la ingenieria genetica nos permite repensar el pro-
blema de los xenotrasplantes . En algunos casos,
como con el coraz6n, con funciones esencialmente
mecanicas, seria posible fabricar un organo con ca-
racteristicas moleculares similares o por lo menos
semejantes a las humanas . Esta idea de usar algu-
na especie animal modificada geneticamente, que
otorgase una compatibilidad de tejidos adecuada
permitiria prescindir del uso de primates . Por ello,
recientemente, se ha considerado al cerdo como un
animal potencialmente util para la fabricacion de
un xenoinjerto, dado su tamano concordante, su
comodo desarrollo en cautiverio y el hecho de po-
der ser criado en ambientes libres de pat6genos es-
pecificos .

Los xenotrasplantes realizados con organos de
especies filogeneticamente distanciadas de los hu-
manos producen una respuesta de rechazo hiperagudo,
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en minutos u horas, causado por dos clases de anti-
cuerpos presentes en la circulacion . Despues del
nacimiento, el ser humano produce espontaneamen-
te dos tipos de inmunoglobulinas (IgM e IgG) que al
interactuar rapidamente con el endotelio vascular
del xenoinjerto provocan la activacion del sistema
complemento y de la cascada de coagulacion, lesio-
nando el sistema vascular del organo. Estos anticuer-
pos, llamados anti-Gal, interactuan con la porcion
carbohidratada de algunas glicoproteinas y glicoli-
pidos de membrana que contienen residuos de
galactosa denominados epitopes a-galactosil y que se
encuentran en gran cantidad en las celulas de ma-
miferos no primates . Algunas estimaciones sugieren
que hasta el 1% de las IgG presentes en loshumanos
tiene especificidad por este epitope . (2)

Se conocen hasta el momento tres mecanismos di-
ferentes y complementarios que interactuan en el re-
chazo hiperagudo. El mas importante es el ya descrip-
to de la union del anticuerpo natural (en este caso IgM
anti-Gal) al epitope y la subsecuente fijaci6n y activa-
cion del complemento. (3) El segundo mecanismo es
una via independiente del complemento que utiliza la
IgG anti-Gal unida por un lado al antigen a-galactosil
y por su extremo Fc al receptor homologo presente en
algunos tipos de macrofagos humanos . La ultima via
corresponde a la activacion directa del complemento
en ausencia de anticuerpos, (4) siendo este uno de los
mecanismos mas controvertidos .

Los residuos carbohidratados sobre los que actuan
los anticuerpos naturales anti-Gal se incorporan a
las macromoleculas por medio de la glicosilacion .
Este proceso no solo es importante por sus conse-
cuencias estructurales sobre las proteinas sino tam-
bien porque colabora en el transporte de las mismas
a traves de la celula, lo que les permite encontrar su
localizacion definitiva en los distintos compartimien-
tos celulares . Generalmente, la glicosilacion de pro-
teinas ocurre sobre residuos de asparagina, y mas
raramente sobre serinas o treoninas. La sintesis de
estos residuos de carbohidratos complejos requiere
la presencia de varias glucosidasas y glicosiltransfe-
rasas que incorporan diferentes azucares a las cade-
nas en crecimiento . Se han descripto hasta el mo-
mento alrededor de 100 transferasas de este tipo en
mamiferos . Las transferasas constan de aproxima-
damente 360 a 380 aminoacidos, de los cuales los 6

antigeno O(H)
3

Galf 1-R	> Gal(31-R + UDP-Gal
+ UDP-Fuc

	

Fucal-2
al-2 fucosiltransferasa

(H transferasa)

aminoterminales se hallan en el citoplasma, los 16-
20 siguientes atraviesan la membrana del aparato
de Golgi y los restantes (domino catalitico) se en-
cuentran en la luz del Golgi. (5) Como se menciono,
los anticuerpos naturales humanos anti-Gal interac-
tuan con residuos de galactosa de las protefnas y
lipidos de la membrana celular del xenoinjerto . La
presencia de estos residuos a-galactosil resultan del
proceso de glicosilacion de proteinas por la enzima
al,3 galactosiltransferasa ((xl,3 GT) de acuerdo con
el siguiente esquema :

al,3 GT
Ga1R1-4G1cNAc-R

	

> Ga1a1-3Gal 1-4G1cNAc-R
+ UDP-Gal

	

+ UDP
(N-acetil-lactosamina)

	

(epitope (x-galactosil)

En la Tabla 1 se muestra que esta enzima esta pre-
sente en los mamiferos no primates y no lo esta en
los humanos; por lo tanto la distribucion de los anti-
cuerpos anti-Gal se encuentra en relacion inversa .

Tabla 1
Distribuci6n de anti-Gal y epitopes a-galactosil

en mamiferos

Especie

	

Expresibn de

	

Produccidn de
epitope a-galactosil

	

anti-Gal

Mamfferos no primates

	

+
Prosimios (lemures)

	

+
Monos del Nuevo Mundo

	

+
Monos del Viejo Mundo

	

+
Monos antropomorfos

	

+
Humanos

	

+

Modificado de Galili U. Immun Today 1993 ;14 : 480 .

Como se comprende, la a1,3 GT promueve la sin-
tesis del epitope a-galactosil y por lo tanto constitu-
ye un punto clave para la manipulacion genetica de
un xenoinjerto. El cDNA (DNA complementario) de
la al,3 GT ha sido clonado para el raton, (6) vaca (7)
y cerdo, (8) encontrandose el gen de este ultimo en
la region 1g2 .10-g2.11 del cromosoma I. De la mis-
ma forma se ha encontrado, por hibridizacion cru-
zada, un seudogen no funcional de la misma enzi-
ma en el genoma humano. (9) A este respecto, el
epitope a-galactosil es similar al grupo sanguineo B
humano, excepto por una fucosa adicional en union
a(1,2) con la galactosa subterminal: (10)

antigeno B
Galal-3

Galf 1-R
Fucal-2

al-3 galactosiltransferasa
(B transferasa)
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La presencia del residuo de fucosa, anadido por
la H transferasa, es un prerrequisito para la incor-
poracion de la galactosa terminal por la B transfera-
sa. Tanto el seudogen de la a 1,3 GT y el gen de la B
transferasa se encuentran ubicados en loci cercanos
del cromosoma 9 humano, hecho que hace pensar
en un origen evolutivo estrechamente relacionado .
(11) En la Figura 1 se observa la homologia de se-
cuencia de aminoacidos del dominio catalitico de la
a 1,3 GT del cerdo y de la B transferasa humana .

cerdo

	

DWFNPEKRPEVVTITRWKAPVVWEGTYNRAVLDNYYAKQKITVGLTVFAV
humano

	

KVLT .CRK-D .LVV .P .L . .I	F.IDI .NEQFRL .NT .I	I

cerdo

	

GRYIEHYLEEFLISANTYFMVGHKVIFYIMVDDISRMPLTELGPLRSFKV
humano

	

KK .VA-F .KL . .ET .EKH	R.HY.VFT .QPAAV .RVT . .TG .QLS .

cerdo

	

FEIKSEKRWQDISMMRMKTIGEHILAHIQHEVDFLFCIDVDQVFQNNFGV
humano

	

L .VGAY	V. .R . .EM .SDFCERRFLS . . .Y .V .V . . .ME .RDHV_ .

cerdo

	

ETLGQSVAQLQAWWYKAHPDEFTYERRKESSAYIPFGQGDFYYHAAIFGG
humano

	

.I .TP .FGT .HPSF .GSSREA	PQ.Q . . . . KDE	MG.F . . .

cerdo

	

TPTQVLNITQECFKGILQDKENDIEAEWHDESHLNKYFLLNKPTKILSPE
humano

	

SVQE .QRL .RA .HQAMMV .QA . G . . .V	L .RS . . . . V . . . .

cerdo

	

YCWDYHI-GMSVDIRIVKIAWQKKEYNLVRNN
humano .L . .QQLL .WPAVL .KLRFTAVP .NHQA . . .P

Fig . 1 . Comparacion de secuencia de aminoacidos del dominio
catalitico de la a 1, 3 GT porcina y de la B transferasa humana .
Ref. : c6digo de una Tetra para aminoacidos; punto () para identi-
co aminoacido. Aproximadamente 40% de homologia .

Un primer enfoque para la construccion de un
xenoinjerto compatible consiste en reducir la densi-
dad de antigeno (epitope (x-galactosil) de la super-
ficie celular. Para ello existen varias posibilidades
teoricas. Por ejemplo, la transferencia y sobreexpre-
sion en el cerdo del gen de la fucosiltransferasa hu-
mana, que compite con la a 1,3 GT por el mismo
sustrato, permitirfa al animal producir un epitope
semejante al antigeno H humano . (12) De esta for-
ma es probable que la nueva molecula formada,
Fucal-2 Gal (31-R, no funcione como sustrato para
la a 1,3 GT porcina, o que, de funcionar, incorpore
la galactosa terminal y se forme asi el mismo
antigeno B humano (Figura 2) .
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Fig . 2 . Glicosilacion terminal de proteinas y lipidos en humanos y cerdos. A, B y 0 : epitopes de grupos sanguineos humanos . * : sitio deglicosilacion para ducosiltransferasa (?) . Gal : galactosil. Fuc : fucosil. Ga1NAc: N-acetil-galactosaminil . G1cNAc : N-acetil-glucosaminil.
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Otra tecnica consiste en expresar secuencias
antisentido (antisense) o ribozimas disenadas para
hibridizar con la porcinn aminoterminal del mRNA
de la a 1,3 GT porcina, con lo que se interrumpiria
el proceso de traduccion del mRNA a la proteina co-
rrespondiente (Figura 3) . (13)

La transferencia y expresion de estos genes po-
dria realizarse ex vivo en organos porcinos perfun-
didos artificialmente, empleando diferentes vectores,
o por medio de la creacion de animales transgenicos
a partir de la linea germinal . Esta itltima metodolo-
gia se considera mas efectiva (Figura 4). Habitual-
mente la construccion de estos animales transgeni-
cos se logra mediante la tecnica de microinyeccion
en el embrion unicelular, pero la transferencia de
genes tambien se puede obtener con la manipula-
ci6n fetal directa in utero . (14) Es probable que el sis-
tema mas eficaz para la creacion de un xenoinjerto
compatible sea directamente la eliminacion del
epitope a-galactosil a traves de la inactivacion de la
a 1,3 GT. El knockout o eliminacion por mutacion a
traves de recombinacion homologa del gen de la a
1,3 GT solo podria llevarse a cabo en cultivos de stem
cells embrionarias de cerdo, pero hasta el momento
dichos cultivos solo se han logrado en ratones (Fi-
gura 5). Para el caso especifico de la eleccion del pro-
motor, dado que el epitope a-galactosil se expresa
en muchos tipos celulares, (2) no seria suficiente usar
un promotor que se exprese exclusivamente en en-
dotelio, sino que se requerira un promotor de ex-
presion mas universal .

Queda como incognita conocer si la eliminacion
del epitope a-galactosil pudiera alterar el desarro-
llo embrionario del animal, habida cuenta de la
eventual necesidad de este epitope como serial in-
tracelular para una correcta distribucion celular de
la proteina. Desde el punto de vista evolutivo, si se
considera que la inactivacion de este gen en los
monos catarrinos dependio de una fuerte presion
selectiva, es probable que el knockout del gen en los
cerdos, altere procesos metabolicos importantes .
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1	 t

hibridizacibn que impide
traducci6n de cZ1, 3GT

T

En cambio, si la perdida del gen funcional se debio
a una simple mutacion accidental, como la de mu-
chos polimorfismos humanos, la manipulacion del
gen de la a1,3 GT porcina sera probablemente bien
tolerada . (13)

El otro elemento importante en la genesis del re-
chazo hiperagudo es el sistema complemento .
Este acttza a traves del mecanismo clasico mediado
por IgM o mediante la activacion directa del com-
plemento en la llamada via alternativa, en la cual el
factor C1 interactt a directamente con la proteina C
reactiva de membrana, con lipopolisacaridos o con
moleculas de ADN. Como se sabe, el sistema com-
plemento consiste en un complejo mecanismo en
el cual las moleculas que lo forman generan una
cascada de activaciones de proteinas que terminan
con una respuesta inflamatoria del endotelio que
trombosa los vasos del 6rgano afectado . Asi, du-
rante el rechazo hiperagudo ocurre la retraccion y
separacion de las celulas endoteliales, con la consi-
guiente exposicion de la matriz colagena y del fac-

Vector integrado con
fragmento ~x1, .MGT antisense

ausencia ..de sintesis
de c 1 , 3GT

Fig . 3 . Inhibicion de traduccion de al, 3GT mediante t6cnica antisense.

expresion de
RNA antisenseI

for de von Willebrand; en este caso la expresion de
P-selectina y del factor activador plaquetario indu-
cen la trombosis . (15)

Una vez superado el periodo hiperagudo existe
un segundo tipo de activacion del endotelio como
respuesta de rechazo . En el aparecen citoquinas
(interleukina 1, 6 y 8) y proteinas quimiotaxicas
leucocitarias (E-selectina, P-selectina, ICAM-1,
VCAM-1), y disminuye el nivel de trombomoduli-
na, promotora de efecto anticoagulante . (16)

Existe, ademis, un conjunto de proteinas regula-
doras del sistema complemento, conocidas como fac-
tores reguladores de la actividad del complemento
(RCAs). Entre ellos se encuentran el MCP (membrane
cofactor protein), el DAF (decay-accelerating factor) y el
CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis), todos ellos
especificos para cada especie animal. (16) El use po-
tencial de estos reguladores para detener la respues-
ta de rechazo se demostro en algunos estudios en los
cuales el rechazo hiperagudo del xenoinjerto se pos-
ponia hasta un plazo de dos semanas cuando se in-



PERSPECTIVAS DEL XENOTRASPLANTE CARDIACO / Rafil A . Borracci

macho

extracci6r)
de huevo5
fertilizados

micro nyecci6n /jet
gen en pronucleo

mas culine

implante de huevos
en hembra

pseudopreXada

de s ce n de n c i a .

andlisis de presencia
del transgen

(animal transgdnico )

hembra

6 :0
1-

	

t
~ ) J -1 ,

Fig . 4 . Transferencia de genes en la linea germinal por microinyecci6n (animal transg6nico) .
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Fig. 5. Transferencia y knockout de genes en stem cells embrionarias .
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fundia una solucion de receptor soluble del com-
plemento tipo I (sCRI), que actua como un inhibidor
potente de la via del complemento . Esta molecula, al
unirse a la fraccion C3b y C4b inhibe las convertasas
C3 y C5 e impide asi el rechazo en modelos animales
de xenotrasplante cardiaco. (18, 19)

Estos reguladores del complemento estan tam-
bien presentes en el endotelio de los cerdos, pero la
especificidad de especie hace que estos no puedan
actuar eficazmente como inhibidores del comple-
mento humano . Dado este fenomeno de especifici-
dad, se han disenado distintas estrategias con la fi-
nalidad de expresar el CD59, DAF y MCP humanos
en tejidos porcinos. La generacion de cerdos trans-
genicos que expresen estas proteinas constituye ac-
tualmente una de las lineas mas investigadas . Mc
Curry y colaboradores generaron cerdos transgeni-
cos que expresaban los factores CD59, DAF y/o
MCP humanos en sus eritrocitos . (20) Las protei-
nas sintetizadas en los mismos eran supuestamente
transferidas desde el eritrocito a la propia celula
endotelial. Estos corazones porcinos trasplantados
a monos babuinos sufrian una menor injuria vascu-
lar que la que ocurria en el grupo control, alcanzan-
dose una sobrevida de hasta 30 horas . La construc-
cion del vector de expresion para la generacion de
los cerdos transgenicos se realizo de la siguiente
manera. Los cDNAs del CD59, DAF y MCP obteni-
dos a partir de los mRNAs humanos correspon-
dientes y amplificados por PCR (polimerase chain
reaction) se insertaron en sendos codones de inicia-
cion de los genes de la a-globina y (3-globina hu-
manos, tal como se ilustra a continuacion :

gen aglobina gen aglobina gen aglobina

gen aglobina

	

gen Iglobina
LCR->~F° :--

n5`5

	

: : : :	b };

Referencias : LCR = locus control region . -> = codon
de iniciacion .

La presencia del LCR permitio la expresion ex-
clusiva de la construccion en celulas de la linea
eritropoyetica . Con una estrategia similar, otros
autores han comunicado sobrevida de trasplantes
en babuinos de hasta 60 dias . (21)

Entre las proteinas descriptas que juegan un pa-
pel importante en los denominados mecanismos
inflamatorios de respuesta endotelial, existen algu-
nas que podrian ser usadas en la generacion de un
xenoinjerto. Por ejemplo, la transferencia y expre-
sion de la trombomodulina en celulas endoteliales
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del cerdo, bajo la actividad y regulacion transcrip-
cional de un promotor, que no se inhiba durante la
activacion endotelial, permitiria obtener niveles
permanentes de trombomodulina, aprovechando
su actividad anticoagulante. (15)

La estrategia simultanea de eliminar el epitope
a-galactosil porcino y bloquear la accion del siste-
ma complemento o la activacion endotelial, asocia-
da o no al use de inmunosupresores, podria ser su-
ficiente para prevenir los rechazos hiperagudo y
agudo . Solo superando esta etapa se podria eva-
luar la aparicion de rechazos tardios mediados por
linfocitos T y planear una estrategia para su con-
trol .

Los biologos han observado durante muchos
anos el privilegio inmunologico que posee el tejido
testicular, el cual no genera rechazo cuando se lo
trasplanta a huespedes inmunologicamente no
compatibles . Esta caracteristica parece estar dada
por la expresion en las celulas de Sertoli del ligan-
do para una proteina de membrana denominada
CD95 (tambien llamada Fas o Apo-1) . (22) Cuando
algun patogeno o tejido extrano invade un orga-
nismo, los linfocitos T del huesped se activan ex-
presando en su membrana la proteina CD95 como
respuesta inmune. Como hecho particular, esta
proteina puede generar una sepal de apoptosis en
la celula que la expresa, siempre y cuando se una a
su ligando especifico CD95L . (23) Si se realiza un
trasplante testicular, los linfocitos T del huesped
reconocen al tejido incompatible y se activan ex-
presando la CD95; esta a su vez se une al ligando
CD95L producido por el tejido testicular, generan-
do la muerte de las celulas T. (24) En caso de gene-
rar un animal transgenico que exprese el CD95L, el
sistema inmune del receptor no podria eliminar el
injerto, pero seguiria intacta su capacidad para
atacar a otras celulas o patogenos; solo los lin-
focitos en contacto con el injerto se eliminarian. De
cualquier forma, aun queda por conocer si existen
otras caracteristicas de las celulas de Sertoli que le
otorguen ese privilegio inmunologico . La agresion
de los linfocitos T sobre el injerto ocurre mucho
despues que los mecanismos, mediados por anti-
cuerpos naturales y complemento, han sido activa-
dos; por lo tanto, un xenoinjerto compatible debe-
ra expresar necesariamente no solo el CD95L sino
tambien los reguladores de la via del complemento
acompanado de la eliminacion del epitope a-
galactosil.

Es evidente que, aunque fuera posible generar un
animal transgenico histocompatible, se debera resol-
ver una serie de aspectos fundamentales en lo que
respecta a la bioseguridad antes de intentar una apli-
cacion clinica del xenotrasplante . Si bien se plantea
que el cerdo podria criarse en ambientes esteriles li-
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bres de patogenos, es posible que este animal este
contaminado con algun retrovirus heredado desde
su linea germinal como DNA proviral . Muchos
retrovirus endogenos no pueden replicarse en sus
huespedes nativos, pero son capaces de crecer en
celulas heterologas a traves de un fenomeno conoci-
do como xenotropismo. (25) Por otro lado se debera
considerar la posibilidad de reacci6n injerto contra
huesped, consecuencia de los "leucocitos pasajeros"
que se transportan e injertan junto al xenotrasplan-
te, y su eventual resoluci6n con el fen6meno de
quimerismo que necesariamente requerira para su
logro un regimen de inmunosupresion. (26)

A pesar de que algunas companias comerciales
biotecnologicas pretenden mostrar el problema del
xenotrasplante como algo resuelto, apresurando asi
la ejecucion de ensayos clinicos, todavia deben re-
solverse muchos aspectos practicos para su aplica-
ci6n. Como se ha visto, el volumen de conocimien-
tos acumulados hasta el momento permite plantear
bases teoricas claras para la generaci6n de xenoin-
jertos compatibles . A partir de aqui sera necesario
un extraordinario y paciente trabajo de laboratorio
con el fin de encarar el xenotrasplante cardiaco con
posibilidades de exito .

SUMMARY

THE FUTURE OF HEART
XENOTRANSPLANTS

Current development of molecular biology and
DNA-recombinant technology preview the genera-
tion of genetically engineered xenografts compat-
ible with human tissues. A feasible design to con-
struct a cardiac xenograft using a phylogenetically
disparate donor (swine) consist in redubing a-ga-
lactosyl epitope density on celular surface by trans-
ferring and overexpressing human fucosyltrans-
ferase in the seine, to produce in the animal an
epitope similar to human H antigen. Simultaneous
strategy of fucosyltransferase expression and
complement blockage (by expressing complement
regulatory proteins) associated to inmunosuppres-
sive drugs, could be enough to prevent hyperacute
and acute rejection .
Transference and expression of genes could be
done by artificially ex-vivo organ perfussion or
by creating transgenic animals from germinal
cell line. Current knowledge lets propose a clear
theoretically basis for compatible xenografts con-
struction .

Key words Heart transplant - Molecular biology -
Xenotransplants
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