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RESUMEN

RECHAZO CELULAR AGUDO EN MODELO EX VIVO DE XENOTRASPLANTE RENAL CERDO-HOMBRE

OBJETIVOS: Desarrollo de un modelo ex vivo de perfusion de tifianes de cerdo con sangre humana, inten-
tando reproducir el xenotrasplante renal cerdo-hombre, para el estudio de las manifestaciones que se producen
una vez evitado el rechazo hiperagudo.

METODO: Perfusion de los rifiones de cerdo durante 3 horas con sangre de cerdo (grupo 1; n=5), sangre
humana (grupo 2; n=5), sangre humana decomplementada por calor (grupo 3; n=5), sangre humana deplaque-
tada por centrifugacion (grupo 4; n=5), sangre humana inmuonadsobida con proteina A estafilocécica (grupo 5;
n=5). Las piezas se estudian por microscopia 6ptica e inmunohistoquimica

RESULTADOS: Rechazo hiperagudo con hemorragia difusa, trombosis y lesiones glomerulares en el grupo con
sangre humana sin manipular. Ausencia de rechazo hiperagudo en el resto de los grupos: decomplementada,
deplaquetada e inmunoadsorbida, con presencia de rechazo celular agudo con diferentes grados de infiltracion
intersticial de células mononucleares, en especial en el grupo con sangre inmunoadsorbida.

CONCLUSIONES: El modelo que permite valorar de forma aislada elementos de la respuesta inmune xenogé-
nica cerdo-hombre. La deplecion de complemento, plaquetas y xenoanticuerpos protege a los rifiones de cerdo
del rechazo hiperagudo, observando por primera vez la presencia de rechazo celular agudo en 3 horas, manifes-
tacién que suele precisar para su aparicion varios dias.

PALABRAS CLAVE: Xenotrasplante. Rechazo hiperagudo. Rechazo celular agudo.

ABSTRACT

CELLULAR ACUTE REJECTION PIG TO HUMAN IN AN EX VIVO RENAL TRANSPLANT MODEL

OBJECTIVE: Ex vivo perfusion model of pig-to-human kidney xenotransplantation to evaluate human anti-
porcine xenograft rejection once hyperacute rejection (HAR) is avoided.

METHODS: Pig kidneys were perfused for 3 hours with pig blood (group 1; n=5), human blood (group 2; n=5),
complement heat innactivated human blood (group 3; n=5), platelet-depleted human blood (group 4; n=5); and
xenoreactive natural antibodies (XNA)-depleted human blood (group 5; n=5). Tissue samples were studied with
immunoperoxidase techniques.

RESULTS: Pig kidneys perfused with human blood, group 2, showed HAR with interstitial haemorrhage, vas-
cular thrombi and glomerular injury. Pig kidneys perfused with manipulated human blood (groups 3 to 5) had
no histologic evidence of HAR, but showed signs of acute cellular rejection with different degrees of interstitial
infiltrate of mononuclear cells, specially in the XNA-depleted group.

CONCLUSIONS: The model may be valuable in the isolated evaluation of the elements involved in the pig-to-
human xenorejection. The depletion of complement, platelets and XNA protected porcine kidneys form HAR in
our study and allowed the development of an acute cellular rejection, a very unusual fact in this short time, 3
hours.

KEY WORDS: Xenotransplant. Hyperacute rejection. Acute cellular rejection.
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I mayor problema en el campo de los tras-

plantes renales es la escasez de donantes.
Esto ha provocado un creciente interés en el uso
de animales como donantes de Organos para
humanos, el xenotrasplante. La principal barrera
en el xenotrasplante, ademas de las barreras fisio-
légicas, infecciosas y éticas en su uso, es la res-
puesta inmune del receptor contra el 6rgano’-2.

A la hora de elegir el animal donante, existe un
consenso casi generalizado del uso del cerdo como
fuente de 6rganos. Aungque los primates son mas
préximos filogenéticamente a los humanos, debido
a su escasez, algunos de ellos en peligro de extin-
cién, la gran prevalencia de infecciones transmisi-
bles al hombre, asi como las consideraciones éti-
cas en su uso, hacen que se descarten como fuen-
te de Organos. Los cerdos presentan las ventajas
de tamafio y fisiologia similar a humanos, su gran
disponibilidad, menores trabas éticas, la posibili-
dad de crianza sin patdgenos, asi como de mani-
pulacion genética para expresar genes extrinsecos
gue disminuyan las barreras inmunes2,

La combinacion de especies donantes y recep-
toras en el xenotrasplante hace que éste se divi-
da en dos categorias: “discordantes”, entre las
que se produciria un rechazo hiperagudo, como
es el caso de la combinacién cerdo-hombre, debi-
do a la gran distancia filogenética entre ambas; y
“concordantes”, combinacién de especies entre
las que no se produce el rechazo hiperagudo®.

El rechazo hiperagudo se produce en minutos
a horas tras la reperfusion del injerto. Se carac-
teriza por la presencia de trombosis, hemorragia
intersticial y edema, y depdésitos de inmunoglo-
bulinas y complemento en el endotelio vascular
del 6rgano®7’. Este rechazo se debe a la existen-
cia de anticuerpos naturales xenoreactivos. Se
denominan asi porque reconocen las células de
diferentes especies y estan presentes en la circu-
lacion sin que exista exposicion conocida al anti-
geno correspondiente8. Los anticuerpos natura-
les en humanos que se fijan a las células del
cerdo se dirigen principalmente contra el disaca-
rido galactosa-al-3 galactosa (Gal al-3 Gal)°.
Este disacarido se expresa en las células de los
mamiferos inferiores pero no en hombres y pri-
mates del viejo mundo?®.

Cuando se evita el rechazo hiperagudo se pro-
duce el rechazo vascular agudo y posteriormente
el rechazo celular y crénico (Fig. 1). Se han
encontrado 3 estrategias de probada eficacia en
la prevencién del rechazo hiperagudo: deplecién
de anticuerpos xenoreactivos de la circulacion del
receptor por plasmaféresis, perfusion a través de
o6rgano y por el paso por columnas de adsorcion
de distinta afinidad hacia el aGal; deplecién o
inhibicién del complemento; uso de 6rganos de
animales transgénicos que expresan proteinas
reguladoras del complemento compatibles con el
receptort?.
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FIGURA 1. Respuesta inmune al xenotrasplante (Platt JL. Approaching the clinical application of xenotransplantation.

Am J Med Sci 1997; 313: 315-321.
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Se han desarrollado varios modelos para el
estudio del rechazo xenogénico, primero usando
pequefios animales, roedores, como receptores y
donantes, debido a la accesibilidad de estos
modelos. También se ha intentado con grandes
animales desde perro y cerdo a primates no
humanos. Aunque existen datos Utiles proceden-
tes de estos estudios que pueden ser extrapola-
bles al xenotrasplante cerdo-hombre, cada vez
parece estar mas claro que existen variaciones
importantes en las combinaciones especie-espe-
cie, en especial en el papel de los anticuerpos
xenoreactivos naturales, sistema de complemen-
to y receptores celulares, que pueden influir de
una forma decisiva en el rechazo'?-15,

Para facilitar el estudio del rechazo hiperagu-
do humano anti-cerdo de una manera especie-
especifica se han desarrollado sistemas de perfu-
sién ex vivo que permiten el estudio aislado, en
funcionamiento, de los distintos érganos de cerdo
prefundidos con sangre humana. Se ha demos-
trado la validez de estos modelos con los que se
pueden reproducir el rechazo hiperagudo®, con
una respuesta inmunopatologica celular y humo-
ral muy similar a la observada in vivo, pudiendo
hacer, ademéas de valorar diferentes aspectos
implicados en la respuesta inmune, una medi-
cion fisiolégica de la funcién del érgano. La mayor
limitacion de este estudio es el agotamiento de
las respuestas dentro del sistema debido al con-
sumo, pero si nos permite estudiar de una mane-
ra fiable la respuesta inmune inmediata. Nuestro
grupo ha desarrollado un modelo experimental
de perfusion ex vivo de los rifiones de cerdo con
sangre humana para el estudio de diferentes fac-
tores del rechazo hiperagudo hombre-cerdo,
reproduciendo las condiciones in vivo lo mas
fisiolégicamente posiblel?.

MATERIAL Y METODOS

Animales y técnica quirargica

En todo momento el cuidado de los animales
se ha efectuado siguiendo las directrices esta-
blecidas por la Academia de Ciencias Americana
para el cuidado de los animales de laboratorio,
publicadas por el Instituto Nacional de la Salud
Americano (NIH Publication 86-23, 1985
review). Los experimentos se han hecho en la
Unidad de Cirugia Experimental de la Facultad
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de Medicina de la Universidad de Cantabria,
subvencionados por la Fundacion Marqués de
Valdecilla.

Hemos usado como donantes de érganos cer-
dos “Large White” de unos 20-25 kilos obtenidos
de una granja local. Los cerdos fueron anestesia-
dos con clorhidrato de ketamina, y pentotal sédi-
co y se hizo intubacién orotraqueal para ventila-
cibn mecanica. La anestesia se mantuvo con
besilato de atracurio, cloruro de suxametonio,
fentanilo y halotano. Los rifiones se extraen en
bloque por laparotomia media y se prefunden de
forma inmediata con Eurocollins. Se colocan
céanulas a nivel de aorta abdominal y cava inferior
para la perfusion de los mismos durante el expe-
rimento. Se cateterizan los uréteres para la reco-
gida de orina (Fig. 2). Los 6rganos se conservan a
4°C y el experimento se inicia antes de que pasen
3 horas de su extraccion.

Descripcion del aparato de circulacion

extracorpOrea

Se construye segun el esquema de la Figura
3. Usamos tubos de PVC de 1/4 de pulgada.
Una bomba de rodillo (Sarns pediatric roller
pump. Sarns Cardiovascular Equipment Inc.
Ann Arbor Michigan, USA) impulsa la sangre
hacia los rifiones, con entrada de sangre por
canula arterial y salida por canula en la cava.
Los rifiones del cerdo estan en una solucién de
bafo de 6rganos en una incubadora (Drager-
werk AG, Lubeck, Alemania), a 37°C y un 100%
de humedad. Un intercambiador térmico (Casa
Reim. Pamplona. Espafia) mantiene la solucién
de perfusion a 37°C. El exceso de solucion se
acumula en un reservorio (Minimax 1316
Filtered Hardshell Reservoir Medtronic Cardio-
pulmonary Division, Anaheim USA). La oxige-
nacion se consigue por el oxigenador pediatrico
de membrana (Minimax 1381 Hollow fiber oxy-
genator Medtronic), que mantiene una satura-
cion constante de O, del 97% y un pH entre
7,35y 7,55. La presion del circuito se mantiene
préxima a 100 mmHg, considerada como fisio-
légica para los rifiones, medida por un electro-
do conectado en la aorta en la salida de las
arterias renales. La produccion de orina es
medida de forma constante. Antes de conectar
los rifiones al sistema se recircula la solucién
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FIGURA 2. Fotos correspondientes a la preparacion de la extracciéon, canulacion, perfusion y extraccion de los rifiones
de cerdo.

de perfusion durante 10 minutos. La duracién
del experimento fue de 3 horas, o hasta que se
produjo rechazo hiperagudo.

Solucién de perfusién

La solucion de perfusion en este sistema de
circulacién extracorpdrea corresponderia al
receptor del xenotrasplante. Usamos 5 grupos
con 5 experimentos en cada uno: sangre autélo-
ga del cerdo, sangre humana sin manipular, san-
gre decomplementada, sangre deplaquetada y
sangre inmunoadsorbida.
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Todos los donantes de sangre son voluntarios,
de ambos sexos y con edades entre 20 y 30 afios.
Usamos 450 cc de sangre a la que afiadimos 150
cc de ringer lactato para conseguir 600 cc con un
hematocrito de 30-35%, fisioldgico en el cerdo. El
tiempo que transcurre desde la extraccion de la
sangre y su utilizacion es menor de 3 horas.
Durante la perfusién se afiade suero, bicarbona-
to, glucosa, insulina y calcio para mantener esta-
ble la osmolaridad, el pH y la concentracion de
electrolitos.
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FIGURA 3. Esquema del experimento.

Grupo 1. Sangre autéloga: se recoge del cerdo
previo a la extraccion de los rifiones. Este grupo
nos sirve de control de las condiciones del expe-
rimento, para definir las alteraciones provocadas
por la manipulacién y por el sistema de perfusion
extracorpérea en el érganol”.

Grupo 2. Sangre humana sin manipular: nos
sirve como grupo de control ante las distintas
manipulaciones de la sangrel®.

Grupo 3. Sangre humana decomplementada.
Separamos el plasma de los componentes celula-
res por centrifugaciéon (3060 r.p.m. 20 min.) e
inactivamos el complemento por calor (56°C 30
min.), reconstruyendo de nuevo la sangre al final
de procesols,

Grupo 4. Sangre humana deplaguetada. Por
centrifugacion selectiva (1500 r.p.m 9 min. y pos-
teriormente 3500 r.p.m. 20 min.) eliminamos las
plaquetas, reconstruyendo de nuevo la solu-
cionts,

Grupo 5. Sangre humana inmunoadsorbida:
consiste en la eliminacién selectiva de las inmu-
noglobulinas plasmaticas mediante la inmunoad-
sorcién tras obtener el plasma por centrifugacion
(3060 r.p.m. 20 min.) y hacerlo pasar 3 veces por
una columna que contiene como ligando proteina

A de estafilococo dorado fijada a gel de sepharo-
SaZO,Zl_
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Serologia

Se extrajeron muestras basales y de forma
periddica (inicio, 5, 15, 30, 60, 90, 120, 180 min.)
de la soluciéon durante la perfusion de los 6rga-
nos. Se efectuaron las determinaciones gasome-
tria, hemograma y férmula, iones (potasio, sodio,
calcio), proteinas totales, albUmina, creatinina y
urea segun las técnicas habituales del laborato-
rio. Ademas del grupo sanguineo ABO y Rh a los
donantes.

Se hicieron determinaciones de las inmuno-
globulinas séricas totales IgG e isotipos 1 a 4, e
IgM mediante técnicas de ELISA. Los niveles de
C3 y C4 se hicieron por nefelometria.

La concentracion sérica de xenoanticuerpos se
evalu6 a partir de una modificacién de la técnica
ELISA, descrita previamente por Platt et al.?2. La
placa se cubre con células PK-15 de origen porci-
no que expresan los xenoantigenos. Las células
PK-15 se siembran en placas de cultivo de fondo
plano de 96 pocillos (Falcon, Becton Dickinson,
Co. Mountain View, CA. USA) a la concentracion
de 8 x 10.000 células por pocillo, incubandolas a
37°C durante 5-7 dias para permitir que formen
una monocapa y después se fijan con glutaral-
dehido (Merck, Darmstaadt, Germany) 0,001% a
4°C. Como segundo anticuerpo se emplearon anti-
cuerpos monoclonales de cabra anti-IgG (Sigma) o
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anti-IgM (Sigma) o anticuerpos de ratén anti-iso-
tipo 1gG (The Binding Site). Los resultados se
expresan en ng/ml referidos a una curva estan-
dar obtenida a partir de un pool de sueros de
donantes humanos y calibrada con un suero de
referencia amablemente cedido por el Dr. Platt.

Histologia

Se toman muestras de ambos rifiones para su
estudio inmunohistoquimico al final del experi-
mento y se conservan a -70°C. Ademas se obtie-
nen muestras de ambos rifilones tras conserva-
cion en formol 24 horas e incluirlas en parafina.

Microscopia Optica

Las muestras histoldgicas fijadas en formol se
tifien con hematoxilina-eosina, acido periédico de
Schiff (PAS) y tricromico de Masson segun técni-
ca habitual. Los cortes fueron examinados por al
menos dos patélogos. En el rifién se valoro la pre-
sencia o ausencia de rechazo hiperagudo con un
méaximo de 3 cruces cuando las lesiones son muy
evidentes y un minimo de O cruces cuando no se
detectan. El rechazo hiperagudo se valora por la
presencia de hemorragia, trombosis o destruc-
cion glomerular.

Inmunohistoquimica de las muestras en parafina

Las secciones histolégicas de las biopsias
renales embebidas en parafina se incubaron
durante dos minutos en una olla a presidon con
buffer citrato a pH6, se incubaron con el anti-
cuerpo primario frente a CD3, CD20 o CD68
(Dako) 25 min. y se tifleron en el inmunotefiidor
automéatico Tecnetate 500-220 (Santa Barbara
Ca, USA).

Inmunoperoxidasa de las muestras congeladas

Hemos determinado por inmunohistoquimica
en las muestras congeladas los siguientes para-
metros:

1. Deposito de complemento (C3 y complejo de
ataque de membrana C5b9).

2. Deposito de inmunoglobulinas IgG e IgM.

3. Depésito de fibrina.

4. Identificacion de los depdsitos celulares con
las tinciones para las células B (CD20),
células T (CD2, CD4, CD8) y macrofagos
(CD68).
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Las muestras congeladas se tifieron por inmu-
noperoxidasa con el complejo avidin-biotina. Las
criosecciones de 5 pm, se incubaron de forma
secuencial: 10 min. en suero de conejo (the bin-
ding site), con antisuero primario de conejo
durante 30 min., con inmunoglobulinas de cone-
jo anti-rata marcadas con biotina (Dako) 30 min.,
y se incubaron con reactante ABC (kit proceden-
te de Zymed). Tras lavar con agua se contrasta
con hematoxilina carazzi. Para evitar la reacciéon
cruzada con el tejido de cerdo, el reactante ABC y
DAB se hizo con un 1% de suero porcino (the bin-
ding site).

Los antisueros empleados fueron: anticuer-
pos monoclonales producidos en ratén frente
C3 humano (Dako), C5-9b humano (Serotec
UK), 1gG humana (Dako), IgM humana (Dako),
fibrina humana (Dako), CD2 humano (Dako),
CD4 humano (Dako), CD8 humano (Dako),
CD68 humano (Dako) y células NK humanas
(Dako).

Tincion triple para inmunofluorescencia

Por esta técnica se determinan los depdsitos
de células T (CD13), monocitos (CD14) y células
NK (CD16).

Es una técnica de inmunofluorescencia multi-
ple. Permite la localizacion de 3 lugares antigéni-
cos dentro de una sola seccion de tejido. Cada
anticuerpo se usa conjugado a diferentes fluoro-
cromos. La inmunofluorescencia permite la loca-
lizacidn de varios anticuerpos en la misma célu-
la. S6lo puede usarse en muestras congeladas.
Las secciones han de ser de buena calidad y cor-
tadas en cristales de poli-1-lisina.

Proceso: lavar las secciones con agua para
disolver el OCT. Lavar con PBS las secciones 3
X 5 min. Incubacién con anti-human CRIS-7
CD3 FITC (Cymbus Biotech. U.K.) durante 30
min. Lavar de nuevo con PBS (3 x 5 min.).
Incubar con anti-human CD14 PE (Becton
Dickinson U.K.) 1/5 30 min. Lavar con PBS (3
X 5 min.). Incubacién con anti-human CD16
CyChrome (Pharmingen U.K.) 1/5 30 min.
Lavar con PBS (3 x 5 min.). Lavar con agua,
cubrir con glicerol al 2% en PBS. Sellar los bor-
des con parafina y una vez finalizado el proceso
se puede observar con el microscopio Olimpus
para fluorescencia.
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RESULTADOS

Parametros hematologicos y biogquimicos

Hemos analizado una serie de parametros
que nos han servido como control del correcto
funcionamiento del sistema, ausencia de pérdi-
das de la solucion de perfusion y para valorar la
funcién de los rifiones prefundidos. Los valores
no muestran grandes variaciones entre el inicio
y el final del experimento. Valores iniciales y
finales de: hematocrito (30 a 26%), hematies
(3,3 a 2,7 mill/mm?3), hemoglobina (10,5 a 9,7
mg/dl), proteinas (3,2 a 3,05 g/dl). La urea y la
creatinina disminuyen progresivamente, en
especial en los rifiones prefundidos con sangre
autéloga, indicando un buen funcionamiento de
los rifiones prefundidos.

Parametros fisicos del sistema

Hemos tomado como presion fisioldgica renal
100 mmHg, que se ha mantenido mediante varia-
ciones de flujo. El aumento de la presién es un
signo de rechazo, en el grupo de rifiones prefundi-
dos con sangre total se ha alcanzado niveles de 280
mmHg, en el resto de los grupos al no producirse el
rechazo se mantiene en 100 mmHg (Grafico 1).

Con el flujo regulamos la presién. En un inicio
se disminuye para mantener la presion por la
vasoconstriccion inicial. EI dnico que mantiene
un bajo flujo es en el que se produce rechazo.
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GRAFICO 1. Presiones en mmHg del sistema en los dife-
rentes grupos durante el experimento.
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Eficacia de los procesos de decomplementa-
cion, deplaquetacién e inmunoadsorcion

En el grupo de sangre decomplementada, los
niveles de C3 y C4 disminuyen respectivamente
al 46 y 40% de sus niveles iniciales.

En el grupo de sangre deplaquetada, las pla-
quetas disminuyen después del proceso de las
260.000 plaquetas/mm? iniciales a 80.000 pla-
guetas/mm3.
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GRAFICO 2. Consumo de complemento, C3 y C4, a los 30
min. en los distintos grupos del experimento. La primera
barra representa el 100% al inicio del experimento tanto
del C3 como del C4 a los O min, con fines comparativos.
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GRAFICO 3. Porcentaje del nimero de plaquetas en los
distintos grupos durante el experimento, considerando el
valor 100% al valor de la solucién inicial al comentzar el
experimento.
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GRAFICO 4. Porcentaje de leucocitos de los distintos gru-
pos durante el experimento, considerando el 100% al
valor inicial de la solucién al comenzar el experimento.

La inmunoadsorcién disminuye la 1gG e IgM
totales al 42 y 50% de sus niveles iniciales y a la
IgG e IgM xenogénicas a un 14 y 47% de sus nive-
les iniciales.

Aunque no se consigue la desaparicién com-
pleta del complemento, plaquetas e inmunoglo-
bulinas xenogénicas, sus niveles disminuyen lo
suficiente como para evitar el rechazo hiperagu-
do y no alterar las propiedades del resto de los
elementos de la solucién de perfusion?3.

Descripcion y cuantificacion de los cambios
observados durante los experimentos en los ele-
mentos involucrados en el rechazo hiperagudo

Hemos de aclarar que consideramos el
momento inicial del proceso cuando conectamos
los rifiones de cerdo al sistema de circulacion “ex
vivo”, las concentraciones de los parametros ana-
lizados en este momento inicial los tomamos con
valor del 100%.

Complemento

Medimos el valor inicial y a los 30 minutos de
funcionamiento del sistema de C3 y C4 de la
soluciéon de perfusion. ElI C3 disminuye en un
49% en la sangre completa, un 20% en la depla-
quetada y un 27% en la inmunoadsorbida. El
C4 disminuye en un 85% en la sangre comple-
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GRAFICO 5. Variaciéon de los niveles séricos de XenolgG
total durante el experimento en los distintos grupos. Consi-
deramos el valor al inicio del experimento como el 100%.
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GRAFICO 6. Variacion de los niveles de XenolgM durante
el experimento en los distintos grupos. Consideramos el
valor al inicio del experimento como el 100%.

ta, un 76% en la deplaquetada y un 69% en la
inmunoadsorbida. El grupo con mayor consumo
relativo de C3 es el de sangre completa. El con-
sumo es similar para el C4 en todos los grupos,
indicando una activacion de la via clasica del
complemento en todos los grupos estudiados en
la combinaciéon cerdo-hombre. En el grupo de
sangre total se produce tanto una activacion de
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la via clasica como de la via alterna, observado
por un mayor consumo de C3, elemento comun
en ambas vias (Gréafico 2).

Plaquetas

Como observamos en el gréafico, no se produce
consumo en el grupo de sangre autéloga, las mini-
mas pérdidas se deben a la adherencia a las
superficies del sistema de perfusion, no observa-
mos plaquetas en los rifiones prefundidos con esta
sangre. En el resto de los grupos existe un gran
consumo de plaquetas, siendo mayor en el de san-
gre total debido a la agregacion plaquetaria que se
produce en la trombosis extensa observada en este
grupo. En los grupos con sangre decomplementa-
da e inmunoadsorbida los niveles de plaguetas se
mantienen por encima del 40% de los niveles ini-
ciales, lo cual concuerda con la histologia en la que
se observa trombosis ocasional (Grafico 3).

Leucocitos

En todos los grupos se produce un descenso
similar, debido principalmente a la avidez de
éstos por las estructuras sintéticas del sistema, y
en parte a la infiltracion del 6rgano. ElI mayor
descenso se produce en los granulocitos, que son
los que presentan una mayor avidez por las
estructuras del sistema, y el menor el de los lin-
focitos y monocitos, principales elementos de la
infiltracion (Gréfico 4).

Inmunoglobulinas totales

El descenso durante el experimento es mini-
mo. En el grupo de sangre humana sin manipu-
lar, la 1gG presenta unos valores finales del 77%
de los iniciales, la IgM el 70%, por el atrapamien-
to en los trombos. En el resto de los grupos no se
produce descenso.

Inmunoglobulinas xenogénicas

Presentan una gran variabilidad entre los dis-
tintos donantes de sangre humana. La 1gG xeno-
génica oscila entre 852 ng/ml y 5229 ng/ml. La
IgM xenogénica oscila entre 2 ng/ml y 30,7
ng/ml. No existe relacién entre la cantidad de
estas inmunoglobulinas y las manifestaciones de
rechazo, los mayores niveles no implican un
rechazo mas precoz.
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Niveles de IgG xenogénica

En todos los grupos se produce un descenso
acusado de los valores de los xenoanticuerpos
naturales IgG, siendo mucho mas llamativo en la
sangre humana sin manipular, en el grupo que se
produce el rechazo hiperagudo. Se hicieron deter-
minaciones de los niveles de los distintos isotipos
de IgG xenogénicas (G1, G2, G3 y G4), en todos
ellos las disminuciones fueron mucho mas mar-
cadas en el grupo de sangre humana sin mani-
pular, esto se debe probablemente al atrapamien-
to entre los trombos durante el rechazo hipera-
gudo (Gréfico 5).

Niveles de IgM xenogénica

Los niveles de xenoanticuerpos tipo IgM des-
cienden en todos los grupos durante el experi-
mento de forma similar, no observandose dife-
rencias entre los distintos grupos (Grafico 6).

Manifestaciones anatomo-patolégicas

(Tablas I y 1)

Rifiones perfundidos con sangre autdloga

La sangre usada en este grupo pertenece al
cerdo del que se extraen los rifiones, nos sirve
como control para valorar las lesiones en la
extraccion, preservacion, manipulacion de los
rinones y las debidas al uso de un sistema de
perfusidon ex vivo. En todos los experimentos de
este grupo macroscépicamente se observa una
buena perfusidon durante las 3 horas del experi-
mento.

A nivel microscdpico observamos una preser-
vacion de la arquitectura renal con ligeras mani-
festaciones de la manipulacion: paralisis capilar
glomerular, isquemia tubular y focal con peque-
fios focos de hemorragia intersticial ocasional
(Fig. 4a).

Rifiones perfundidos con sangre humana sin
manipular

Observamos signos de rechazo desde el inicio
del experimento, primero petequias hemorragi-
cas, cada vez mas difusas hasta transformarse
en una trombosis generalizada del 6rgano (Fig.
5a). Se suspende el experimento por rechazo
hiperagudo a los 30, 40, 90, 90 y 110 minutos.

A nivel microscépico se observa una imagen
tipica del rechazo hiperagudo: trombosis glome-
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TABLA |
RESUMEN DE LOS HALLAZGOS ANATOMO-PATOLOGICOS DE LOS EXPERIMENTOS
R. Hiperagudo R. Celular

Grupo/Sangre Tiempo

A B C D E F
Autdloga 180’ No +/- No No No 100%
Humana (H) completa 30-90’ +++ +++ +++ No No 0%
H. decomplementada 180’ No + No +++ ++ 40%
H. deplaguetada 180’ No +/- No ++ + 75%
H. inmunoadsorbida 180’ No +/- No ++ it 25%

A (hemorragia); B (trombosis); C (destruccion glomerular); D (células mononucleares); E (macréfagos); F (ausencia de rechazo)

TABLA I

RESULTADOS DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN LOS DISTINTOS GRUPOS: AUTOLOGA, SANGRE HUMANA
COMPLETA, DECOMPLEMENTADA, DEPLAQUETADA E INMUNOADSORBIDA. LOS GRADOS VAN DESDE AUSENCIA
DE TINCION (-) A MUY POSITIVA (+++)

Marcadores Autdloga Sangre _H Decomplementada Deplaquetada Inmunoadsorbida
sin manip.
C3 - +++ - ++ ++
C5b9 - +++ - + +/-
19G - +++ +++ +++ -
IgM - +++ +++ +++ +
CcD2 = +/- + +/- -
CD4 - - - - -
cD8 - + +/- = -
CD20 = = = = -
Fibrina - {4 - - -
CD68 - + + +/- -
CD13/CD14/CD16 -/-/- -/-/+ G -/-/- -/+/+++

rular extensa, presencia de hemorragia tubular e
intersticial multifocal, focos de isquemia tubular
con necrosis, ausencia de revestimiento endote-
lial a nivel glomerular, pero conservando la mem-
brana basal. No se observa infiltrado por células
mononucleares a nivel intersticial, Unicamente
en los margenes de los vasos (Fig. 4b).

Observamos depdsitos intensos de C3 y del
complejo terminal del complemento, también de
IgG e IgM en el endotelio vascular. Los depésitos
celulares perivasculares son de linfocitos T, en
especial CD8+, y de macréfagos y mas escasos de
células NK.
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Rifiones perfundidos con sangre

decomplementada

Observamos una buena perfusion de los rifio-
nes sin signos de rechazo macroscdpico (Fig. 5b).

A nivel microscopico no se observan signos de
rechazo hiperagudo. La presencia constante de
trombosis arteriolar con microtrombosis, indica la
existencia de un rechazo humoral. Ademas, la pre-
sencia de infiltrado celular y de tubulitis y lisis
tubular indica la coexistencia de rechazo celular y
humoral en este tipo de experimentos. El grado de
intensidad de rechazo celular fue diferente en los
distintos tipos de experimentos (Fig. 4c).
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El depdsito de complemento es débil o inexis-
tente debido a la decomplementaciéon por calor.
Los depdsitos de inmunoglobulinas IgG e IgM son
tan intensos como en la sangre sin manipular.
Los marcadores celulares identifican depdésitos de
CD8+, macrofagos y células NK (Fig. 6a).
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FIGURA 4. Histologia de rifiones perfundidos (H/E x 25):
A) sangre antéloga.

B) sangre humana sin manipular.

C) sangre humana decomplementada.

D) sangre humana deplaguetada.

E) sangre humana inmunoadsorbida.

Rifiones perfundidos con sangre deplaquetada

No observamos signos macroscopicos de
rechazo en estos experimentos (Fig. 5c).

A nivel microscépico tampoco observamos
rechazo hiperagudo en este experimento. En tres
de los cinco experimentos no se observo infiltra-
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ke

FIGURA 5. Aspecto macroscoépico de rifiones de cerdo perfundidos con: A) sangre humana sin manipular; B) sangre huma-
na decomplementada; C) sangre humana deplaquetada; D) sangre humana inmunoadsorbida.

cién celular intersticial aunque si marginacion de
las células mononucleares en las luces de los
capilares glomerulares. En los otros dos experi-
mentos se observaron infiltrados tabulo-intersti-
ciales multifocales de células mononucleares,
menos evidentes que en el caso de sangre decom-
plementada, con presencia de tubulitis y lisis
tubular, indicadores de rechazo celular (Fig. 4d).

Los depoésitos de complemento son menores
que en el caso de sangre sin manipular. Los dep6-
sitos de IgG e IgM son igual de marcados que en
los dos grupos anteriores. En los casos que exis-
te infiltracién celular esta es por linfocitos T y
macréfagos (Fig. 6b).

Rifiones perfundidos con sangre inmunoad-
sorbida

Ausencia de rechazo macroscoépico en las 3
horas del experimento (Fig. 5d).

A nivel microscépico no se observa rechazo
hiperagudo. Todos los experimentos presentan
trombosis capilar glomerular ocasional, con
hiperplasia celular mesangial importante. Exis-
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tencia de un infiltrado celular difuso, con tubuli-
tis y glomerulitis, indicativo de la presencia de
rechazo celular agudo. Observamos las manifes-
taciones tipicas de rechazo celular con ausencia
de rechazo humoral, es el grupo de experimentos
en el que la infiltracién celular es méas prominen-
te, y estas células estan produciendo reacciones
inmunes al tener signos de tubulitis (Fig. 4e).

Es el grupo en el que se observa menor dep6-
sito de inmunoglobulinas, en especial de IgG,
probablemente debido a la inmunoadsorcion.
Débil positividad para el complemento por preci-
sar de inmunocomplejos para su fijaciéon al endo-
telio. La infiltracion celular es fuertemente positi-
va para las células NK y mas escasa para células
T y monocitos (Fig. 6c).

DISCUSION
Los drganos vascularizados de cerdo en con-
tacto con sangre humana producen rechazo hipe-
ragudo en minutos a horas, este rechazo esta
mediado por anticuerpos naturales preformados,
la cascada del complemento, las células inflama-
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torias y el endotelio del cerdo®:22425 Para valorar
la participacion de los distintos elementos impli-
cados en el rechazo hiperagudo de una forma
especie-especifica cerdo-hombre, hemos desarro-
llado un sistema de perfusién ex vivo de los rifio-
nes de cerdo con sangre humana. Los hallazgos
en los diferentes estudios de perfusién ex vivo
cerdo-hombre demuestran que es un sistema que
puede usarse de una forma eficaz y controlada,
que nos permite valorar la mayoria de los aspec-
tos implicados en la respuesta inmune precoz,
ademas de una medicidn fisioldgica de la funcion
del 6rganol®17.19 | a validez de nuestro modelo
ha quedado demostrada con la produccion del
rechazo hiperagudo, con una respuesta inmuno-
patoldgica celular y humoral similar a la observa-
da in vivo, demostrando su fiabilidad en el estu-
dio de diferentes aspectos del rechazo hiperagu-
do cerdo-hombre, aunque con las limitaciones de
ser un modelo ex vivo, como es el agotamiento
inmunel6.19,

Las condiciones de nuestro modelo de perfu-
sion extracorpodrea se ajustaron para que fueran
lo més fisioldgicas posible con 25 experimentos
previos, con rifiones perfundidos con la sangre
del cerdo del que se extrajeron los rifiones.
Posteriormente hicimos un grupo de 5 experi-
mentos con rifiones de cerdo perfundidos con
sangre autologa. Durante las 3 horas de duracién
del experimento los rifiones mantuvieron una
buena perfusion y funcion con produccién de
orina inmediata, de caracteristicas similares a las
fisioldgicas del cerdo. El pH fue constante de 7,4,
mantuvo la concentracion de proteinas, hemati-
es/cc, hemoglobina y hematocrito. Las presiones
del sistema se mantuvieron proximas a 100
mmHg. El ndmero de plaquetas se mantuvo
constante, sin activacion ni depdésito en el érgano
ni secuestro en el sistema. Los leucocitos dismi-
nuyeron, en especial los granulocitos y monocitos
por adherencia a los biomateriales del sistema.

A nivel histoldgico al final del experimento se
conserva la arquitectura renal, con cambios
minimos debidos a la manipulacién del 6rgano
durante la extraccion y reperfusion: congestion y
estasis a nivel glomerular, microtrombos ocasio-
nales y pequefios focos de hemorragia (Fig. 4a). A
nivel inmunohistoquimico no se observa depdsito
de complemento ni inmunoglobulinas, ni infiltra-
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cion celular en ninguna de las muestras. Todo lo
anterior nos indica un funcionamiento cuasi-
fisiolégico del sistema de perfusién, confirmando
la validez del mismo.

Hemos usado un grupo de 5 experimentos de
rifones de cerdo perfundidos con sangre huma-
na completa como control de la respuesta inmu-
ne del sistema. Se produce en todos ellos un
rechazo hiperagudo con aumento de presiones
hasta 250 mmHg, cesacion de la produccion de
orina, ingurgitacion de los rifiones y trombosis
generalizada, teniendo que finalizar los experi-
mentos entre los 30 y 90 min. Esto se traduce en
una disminucion brusca de plaguetas por la for-
macion de trombos al inicio de la perfusion?é. A
nivel microscopico observamos un rechazo hipe-
ragudo indistinguible del observado in vivo25, con
trombosis glomerular extensa, hemorragia tubu-
lar e intersticial multifocal, con focos de isquemia
tubular y necrosis (Fig. 4b). Esto indica que en
nuestro experimento se mantiene indemne la res-
puesta inmune inmediata. A nivel inmunohisto-
quimico existe un depdsito extenso de IgG e IgM
xenogénicas en el endotelio del rifidn del cerdo,
asi como de complemento, implicados en el
rechazo hiperagudo?®. Existe depdsito perivascu-
lar de linfocitos, células T y macrofagos, pero no-
infiltrado intersticial.

Una vez demostrado la conservacion de la
respuesta inmune cerdo-hombre en nuestro sis-
tema de perfusién ex vivo, hemos manipulado la
sangre humana para valorar el efecto en el
rechazo hiperagudo en distintos mediadores de
la respuesta inmune: decomplementacién por
calor, deplaquetacién por centrifugaciones repe-
tidas, e inmunoadsorcién por columnas con
proteina A estafilococica. En ninguno de estos
grupos se observé el rechazo hiperagudo en las
3 horas de funcionamiento del sistema, indican-
do la eficacia de la manipulaciéon para evitar
este tipo de rechazo?3.

Los rifiones perfundidos con sangre humana
decomplementada mantienen una buena perfu-
sion sin signos de rechazo. A nivel histoldgico
presentan trombosis glomerular y arteriolar esca-
sa, con un infiltrado inflamatorio celular impor-
tante, con tubulitis y lisis tubular (Fig. 4c). La
presencia de trombosis arteriolar va a favor de la
existencia de rechazo humoral y la de tubulitis es
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un indicador de rechazo celular®21, No hemos
de olvidarnos que la presencia de rechazo hipera-
gudo y, en caso de evitarlo, la aparicion de recha-
zo celular es un continuum, se inician de forma
simultanea, pero las manifestaciones mas preco-
ces y fatales para el 6rgano del rechazo hiperagu-
do hacen que no se muestren las caracteristicas
del rechazo celular!l. En nuestro estudio hemos
observado que en este grupo de experimentos
existen manifestaciones de ambos procesos,
tanto humorales (trombosis arteriolar) como
celulares (tubulitis y lisis tubular) debido al
retraso del rechazo humoral al disminuir el com-
plemento y a la aceleracion al rechazo celular en
este modelo experimental. A nivel inmunohistol6-
gico se observa una intensa fijacién de IgG e IgM
Xenogeénica, no siendo afectadas por la decomple-
mentacion. Es muy escasa la fijacién del comple-
mento, indicando la eficacia de la decomplemen-
tacion y el infiltrado celular es de células T y
monocitos y en menor medida de macréfagos.

En el grupo de sangre humana pobre en pla-
quetas no se observa rechazo hiperagudo y los
rifiones producen orina durante todo el experi-
mento. A nivel microscopico se observa la pre-
sencia de un rechazo celular escaso, con discreta
tubulitis e infiltracién celular (Fig. 4d). Observa-
mos depdsitos de IgG e IgM, y de C3 y de com-
plejo terminal de ataque de membrana. La tin-
cion para células es negativa. La agregaciéon pla-
quetaria puede llevar al reclutamiento de varios
sistemas que parecen estar implicados en el
rechazo del xenoinjerto?’. La disminucién de pla-
quetas hace que sea menor la estimulacion de los
monocitos y el endotelio, dando como resultado
un menor infiltrado inflamatorio y una disminu-
cién de las manifestaciones del rechazo celular.
Esto indica la importancia de las plaquetas en el
rechazo xenogénico tanto en el hiperagudo como
en el retardado y celular?s.

En los rifiones perfundidos con sangre inmu-
noadsorbida tampoco observamos rechazo hipe-
ragudo?®. Las biopsias muestran imagenes tipi-
cas de rechazo celular, sin rechazo humoral, con
presencia constante de infiltrado intersticial,
tubulitis y glomerulitis!! (Fig. 4e). No observamos
depositos de IgG y muy escaso de IgM xenogéni-
ca, indicando la eficacia de la inmunoadsorcion,
si observamos depésitos de C3 pero no de com-
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plejo de ataque de membrana. Los depdsitos
celulares presentan un alto porcentaje de células
Natural Killer. Estas células son directamente
citotéxicas contra las células endoteliales porci-
nas, incluso en ausencia de inmunoglobulinas3°.
La accién directa de las células NK y sus propie-
dades de activacion independiente de los meca-
nismos inflamatorios sugiere que la inhibicion
del complemento y la deplecién de los xenoanti-
cuerpos son insuficientes para prevenir el recha-
zo retardado del xenoinjerto y que puede ser
necesario tanto inhibir la activacién de las célu-
las endoteliales como la citotoxicidad de las célu-
las Natural Killer para prolongar la supervivencia
de los xenoinjertos3t,

Un hallazgo constante en nuestros experimen-
tos es la escasa presencia de fibrina, esto puede
deberse al uso de heparina o a la limitacion en el
tiempo de los experimentos, lo cual evita la evo-
lucion con la presencia de fibrina.

En la interpretaciéon de nuestros resultados
hemos de tener en cuenta el aumento de la
migracion de los neutréfilos en los 6rganos
sometidos a perfusiéon ex vivo32. En nuestro
experimento aunque se observa la presencia de
infiltrado celular esta migraciéon no es inespecifi-
ca, ya que no se observa cuando usamos la per-
fusion con sangre autdloga ni en los que se usa
sangre humana sin manipular, en los que se
produce rechazo hiperagudo33. En los que se
observa infiltrado celular este produce reaccio-
nes inmunes en el intersticio, propias del recha-
zo celular como es la presencia de tubulitis1:211,
La lesién del endotelio se favorece con la circula-
cion extracorpérea, pudiendo favorecer su acti-
vacion inmune, con aumento de moléculas de
adhesién que favorecen la marginacion y migra-
cion de los leucocitos al intersticio del érgano,
con la posterior activacion inmune de éstos pro-
duciendo un rechazo celular.

CONCLUSIONES

En nuestro estudio hemos puesto a punto un
modelo de perfusion extracorpdrea que permite el
estudio del xenotrasplante renal cerdo-hombre,
en el que se ha comprobado por un lado un fun-
cionamiento cuasi-fisiolégico con la perfusiéon de
los rifiones de cerdo con sangre antéloga y su
funcionamiento inmune por la presencia de
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FIGURA 6. Tinciones pan T x 100 de rifiones perfundidos
con sangre humana: A) decomplementada; B) deplaqueta-
da; C) inmunoadsorbida.

rechazo hiperagudo al prefundir los rifiones de
cerdo con sangre humana sin manipular, siendo
este rechazo indistinguible del observado in vivo.
Hemos manipulado la sangre humana usada en
la perfusion renal con deplecién del complemen-
to, plaguetas y anticuerpos naturales xenoreacti-
vos para evitar el rechazo hiperagudo y para el
estudio de las implicaciones de estos elementos
aislados en el xenotrasplante renal cerdo-hom-
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bre. Todas estas manipulaciones han evitado la
presencia de rechazo hiperagudo durante las 3
horas que ha durado el experimento. Pero hemos
observado la presencia de rechazo celular, en
especial en el depleccionado de xenoanticuerpos,
lo cual es novedoso por ser tan precoz, en menos
de 3 horas; siendo la primera vez que se describe
en tan corto espacio de tiempo, lo habitual es que
se obtenga después de transcurrir varios dias e
incluso meses desde el xenotrasplante.
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