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Resumen

La escasez de 6rganos humanos para trasplante ha propiciado la bisqueda de
otras alternativas, como la posibilidad de utilizar animales como donantes, lo que
se conoce como xenotrasplante. El cerdo se ha convertido en la especie donante
mas prometedora tanto por su similitud anatémica y fisiol6gica con el ser huma-
no, como por la disponibilidad de metodologias de modificacion genética, que
han permitido la obtencion de modelos porcinos que permiten hacer frente a los
riesgos del xenotrasplante. Estos riesgos estan asociados con el rechazo inmuno-
lo6gico, la desregulacion de la coagulacion y la presencia de retrovirus endogenos
porcinos. Aunque los resultados de los ensayos preclinicos en primates varian
considerablemente, alcanzando diferentes tiempos de supervivencia en funcion
del 6rgano trasplantado, la inactivacion del gen que codifica el antigeno a-Gal ha
resultado imprescindible para superar el rechazo hiperagudo, que es la primera
y mas dréastica barrera inmunologica. Los hitos que se han logrado en los tltimos
afos, incluyendo las pruebas clinicas recientes con seres humanos a los que se
han realizado trasplantes de rién o corazén de cerdos modificados genéticamen-
te, acercan un paso mas el traslado de los xenotrasplantes a la practica clinica.
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Escasez de organos humanos para trasplante

El trasplante entre individuos de la misma especie, o alotrasplante, esta des-
tinado a aquellos pacientes que sufren un dafio irreversible en uno o varios de sus
tejidos u 6rganos, siendo necesario para evitar su muerte o mejorar su calidad de vida.
Sin embargo, la escasez global de 6rganos humanos disponibles es el principal factor
limitante en estos trasplantes. La Fundacion Internacional Eurotransplant registro
6803 trasplantes en el aflo 2021, a pesar de lo cual el niimero total de pacientes en lis-
ta de espera a final de afo era de 13460 personas (Eurotransplant, 2022). Para hacer
frente a esta grave situacion, una de las alternativas que se ha propuesto es el xeno-
trasplante, es decir, la implantacion en un receptor humano de células, tejidos u 6rga-
nos procedentes de una fuente animal no humana (World Health Organization, 2011).

Idoneidad de la especie porcina como donante

Los primeros experimentos de xenotrasplantes en seres humanos se lle-
varon a cabo ya en el siglo XVII, con la transfusion de sangre de oveja (Aristiza-
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bal et al., 2017). A lo largo del siglo pasado, se realizaron diversos ensayos con
organos de primates, dada la proximidad filogenética al hombre. En la Figura 1,
se sefialan, en una linea de tiempo, los principales ejemplos de xenotrasplantes
en humanos realizados hasta finales del siglo XX.
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Figura 1. Linea de tiempo de xenotrasplantes a la especie hu-
mana hasta finales del siglo XX. Elaborada con Biorender.com a
partir de los datos de Aristizabal et al. (2017).

Sin embargo, tras el fracaso de los ensayos utilizando primates como donantes,
son varios los aspectos que han hecho del cerdo la especie donante mas prometedora,
como la similitud anatomica y fisiologica con el ser humano, y el alto desarrollo de
metodologias de modificacion genética; ademas de presentar menores implicaciones
éticas que los primates (Cooper et al., 2015). A finales del siglo XX, gracias a los avan-
ces metodoldgicos, tuvo lugar el primer hito: la obtencion de cerdos en los que se habia
inactivado el gen GGTAL1, que codifica el antigeno determinante de la primera reaccion
de rechazo de un xenoinjerto (Figura 1). A partir de entonces, en apenas dos décadas
ha tenido lugar el desarrollo en la especie porcina de modelos cada vez mas complejos,
con multiples modificaciones genéticas, destinados a prevenir el rechazo.

Metodologias para la generacion de cerdos destinados a xenotras-
plante

La combinacién de las metodologias de modificacion genética con la
transferencia nuclear es fundamental para la obtencién de cerdos adecuados para
xenotrasplante. La transferencia nuclear de células somaticas (SCNT, somatic cell
nuclear transfer) implica transferir el nicleo de una célula somatica a un oocito
enucleado, produciéndose la reprogramacion epigenética de la célula donante y
generandose un nuevo embrion, que es transferido a una hembra receptora pseu-
dogestante en la que tendra lugar la gestacion (Polejaeva, 2021). Los fibroblastos
fetales porcinos son las células mas utilizadas como donantes de nicleo (Ouyang
et al., 2021); estas células se pueden modificar genéticamente en cultivo para, pos-
teriormente, generar animales modificados genéticamente mediante SCNT.

En las células somaticas se pueden realizar modificaciones dirigidas a ge-
nes especificos mediante gene targeting, una tecnologia que se basa en el meca-
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nismo de recombinacién homologa. Los primeros ejemplos en cerdos se obtuvie-
ron en el afio 2002, inactivandose el gen GGTA1, para obtener cerdos knockout o
KO (Figura 2) (Dai et al., 2002; Lai et al., 2002).

Figura 2. Cerdos con un alelo del gen GGTA1 inactivado desti-
nados a xenotrasplante, obtenidos mediante gene targeting en
fibroblastos fetales porcinos (Dai et al., 2002).
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Figura 3. Esquema general para la obtencion de cerdos con mo-
dificaciones genéticas precisas, mediante transferencia nuclear
de células soméaticas (SCNT) combinada con gene targeting o
edicion génica. Elaborada con Biorender.com.

No obstante, actualmente existen otras estrategias mas eficientes, destacan-
do el sistema de edicion génica CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/Cas9 nuclease). Este sistema utiliza una endonucleasa (Cas9)
que se une a secuencias especificas preseleccionadas en los genes de interés, para lo
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cual es necesario disefiar un RNA de unos 20 nucledtidos que le sirva de guia (sgRNA,
guide RNA). La nucleasa Cas9 genera cortes de doble hebra en el DNA que, cuando
son reparados por el mecanismo celular de unién de extremos no homologos, pueden
originar pequenas inserciones o deleciones que provocan la inactivacion del gen diana
(Dmochewitz y Wolf, 2015). En otros casos, tiene lugar la reparacion dirigida por ho-
mologia, lo que requiere introducir en la célula secuencias de DNA ex6geno homologas
que seran utilizadas como molde (Perleberg et al., 2018). Las herramientas de edici6on
génica se pueden aplicar tanto directamente en cigotos, como en células somaticas en
combinacién con SCNT, para generar animales con modificaciones genéticas comple-
jas (Klinger y Schnieke, 2021), tal y como se representa en la Figura 3.

Estrategias para hacer frente a los riesgos de los xenotrasplantes

El principal riesgo en los trasplantes es el rechazo, situacion en la cual el
injerto es reconocido como extrafio por el receptor y resulta atacado por su siste-
ma inmune. En el caso de los xenotrasplantes, el rechazo es mas acusado por las
incompatibilidades moleculares entre ambas especies, tanto a nivel del sistema
inmunolégico como de la cascada de coagulacion. Las reacciones que tienen lugar
corresponden a varios tipos de rechazo que estan interrelacionados y pueden so-
laparse: en los primeros minutos u horas, se produce el rechazo hiperagudo; si es
superado, semanas o meses después ocurre el rechazo humoral o vascular agudo,
que se solapa con el rechazo celular; finalmente, puede sufrir rechazo crénico,
meses o incluso anos después. De este tltimo apenas se tiene informacion, pero
se cree que seria mas acusado que en los alotrasplantes.
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Figura 4. Barreras a superar en el xenotrasplante de cerdo a pri-
mate/ser humano para que el xenoinjerto no sea rechazado y al-
cance la supervivencia a largo plazo. Adaptada de Niu et al. (2021).
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Otro aspecto clave por el que se ha cuestionado la seguridad de los xeno-
trasplantes de cerdo al hombre es por la posibilidad de transmisién a la poblacion
humana de agentes patogenos del cerdo. En este sentido, la principal preocupa-
cion se centra en los retrovirus endogenos porcinos (PERV, porcine endogenous
retrovirus). La superacion de todas estas barreras, que se representan de forma
esquematica en la Figura 4, es el objetivo de las modificaciones genéticas reali-
zadas en estos animales. A continuacion, se comentan las principales estrategias
llevadas a cabo.

Supresion del xenoantigeno a-Gal

El rechazo hiperagudo se produce porque anticuerpos preformados del re-
ceptor reconocen un antigeno del cerdo llamado a-Gal (galactosa-a-1,3-galactosa),
producido por la enzima codificada por el gen GGTA1. A diferencia del cerdo, los
monos del Viejo Mundo (como los babuinos y los macacos) y los seres humanos no
sintetizan esta enzima, pero poseen anticuerpos anti-a-Gal generados durante la
etapa neonatal por exposicion a antigenos de bacterias del intestino que si la expre-
san. El reconocimiento del antigeno a-Gal por los anticuerpos preexistentes (Fig.
5A) provoca la activacion del sistema del complemento (Meier et al., 2018). Como
resultado, la destruccion de la barrera endotelial permite la infiltracion de células
inmunitarias, y se estimula la cascada de coagulacion y la respuesta inflamatoria
(Stevens, 2018). De este modo, el rechazo se manifiesta con trombosis, edema y
hemorragias, provocando el fracaso del trasplante (Figura 5C-D).

La inactivacion del gen GGTA1, responsable de la produccion del xenoan-
tigeno a-Gal, es clave para evitar el rechazo hiperagudo. En 2001, se generaron
los primeros cerdos knockout heterocigbticos para el gen GGTA1 (GGTA1 KO o
GTKO; Dai et al., 2002; Lai et al., 2002) y, un afio después, se obtuvieron los ho-
mocigoticos (Phelps et al., 2003).

Supresion de otros xenoantigenos

Otros antigenos del cerdo son también reconocidos por anticuerpos del
receptor y causan el rechazo humoral o vascular agudo, activando también la cas-
cada del complemento (Fig. 5B). Estos xenoantigenos son el acido N-glicolilneu-
raminico (Neu5Gc) y el glicano SDa, producidos, respectivamente, por la enzima
codificada por el gen CMAH y la enzima codificada por el gen B4GALNT2. La
inactivacion de esos genes en el cerdo ayuda a prevenir este tipo de rechazo.

Expresion de proteinas humanas reguladoras del complemento
Las proteinas reguladoras del complemento (CRP, complement regula-

tory protein) del cerdo no son efectivas a la hora de proteger a las células en-
doteliales porcinas del xenoinjerto frente al dafio producido por el sistema del
complemento del receptor. La introduccién en el cerdo de genes que codifican
CRPs humanas, como CD46, CD55 y CD59, puede atenuar la activacion de la
cascada del complemento y prolongar la supervivencia (Burdorf et al., 2014; Liu
etal., 2018).
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Figura 5. Rechazo hiperagudo (A) y rechazo humoral o vascu-
lar agudo (B). El reconocimiento de los antigenos del cerdo por
los anticuerpos del receptor del xenoinjerto provoca la activacion
del sistema del complemento, formandose complejos de ataque a
membrana (MAC), que a su vez conducen a la lisis de las células
endoteliales. Elaborada con BioRender.com. (C-D) Rifi6n de un
cerdo sin modificaciones genéticas trasplantado a un babuino in-
mediatamente después del trasplante (C) y 10 minutos después,
presentando caracteristicas tipicas del rechazo hiperagudo (D).
Fotos tomadas de Cooper et al. (2016).

Inhibicion de la respuesta inmunitaria celular
Para inhibir la fagocitosis de las células porcinas por macrofagos, se ha

propuesto, por ejemplo, expresar en el cerdo la proteina CD47 humana (hCD47),
de modo que la interaccion CD47-SIRP-a tenga un efecto inhibitorio sobre los
macroéfagos del primate (Ide et al., 2007). También se ha tratado de prevenir la
citotoxicidad por células NK introduciendo en el cerdo el gen HLA-E, que codifica
para una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad MHC-I (Maeda
et al., 2013). Por ultimo, la citotoxicidad por linfocitos T se puede contrarrestar
expresando en el cerdo la proteina de fusion CTLA4-Ig, que bloquea la via de
coestimulacion CD28-CD80/86, necesaria para la activacion completa de las cé-
lulas T (Wang et al., 2015).

Expresion de proteinas humanas reguladoras de la coagulaciéon/inflamacién

Las proteinas del cerdo que participan en la retroalimentaciéon positiva y
negativa de la cascada de coagulacion no son capaces de ejercer correctamente su
funcién sobre las proteinas de coagulacion humanas (Stevens, 2018). Esta desregu-
lacion de la coagulacion supone una importante barrera para los xenotrasplantes y
se manifiesta con una microangiopatia trombodtica y una coagulacion intravascular
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diseminada que amenazan la vida del receptor, ya que se ocluyen los vasos sangui-
neos produciéndose hipoxia, dafio tisular y necrosis (Cowan y Robson, 2015). Se ha
intentado contrarrestar con la expresion de proteinas humanas con funcion anticoa-
gulante/antitromboética, como hCD39, hCD73, trombomodulina humana (hTBM),
TFPI humano (hTFPI) y EPCR humano (hEPCR) (Wolf et al., 2019; Lu et al., 2020).

Inactivacion de los retrovirus end6genos porcinos

Los retrovirus endégenos (PERV, porcine endogenous retrovirus) se en-
cuentran en multiples copias en el genoma del cerdo en forma inactiva (provirus)
(Denner, 2021). El posible riesgo seria que los PERV presentes en el xenoinjerto
pudieran activarse y volverse patogénicos para el receptor (Denner, 2018). Atin
no esta claro si pueden suponer un riesgo real, ya que, aunque se ha demostrado
que pueden infectar células humanas in vitro (Patience et al., 1997), no se ha de-
mostrado la infeccion in vivo. No obstante, esta barrera ya se ha superado gracias
a la edici6n génica, que en 2017 hizo posible la generaciéon de animales donde
todas las secuencias virales se encuentran inactivadas (Niu et al., 2017).

Tabla 1. Principales modificaciones genéticas en cerdo para pre-
venir los riesgos derivados del xenotrasplante.

Modificacion Inhibicion
Supresion de xenoantigenos
Inactivacion del gen GGTA1 (GGTA1 KO) Rechazo hiperagudo
Inactivacion del gen CMAH (CMAH KO) Rechazo vascular agudo
Inactivacion del gen ﬁgg}ALNb (B4GALNT2 Rechazo vascular agudo
hCD46 Activacion del complemento
hCD55 Activacion del complemento
hCD59 Activacion del complemento
Expresion de hCD47 Fagocitosis por macréfagos
Expresion de HLA-E Citotoxicidad de células NK
Expresion de hCTLA4-Ig o de LEA29Y Activacion de células T
Inactivacion del SLA-T o expresion de CIITA-DN Respuesta de células T
Expresion de proteinas humanas reguladoras de la coagulacion/inflamacion
hCD39 y hCD73 Coagulacion e inflamacion
hTBM Coagulacién
hTFPI Coagulacion
hEPCR Coagulacion
hHO-1 y hA20 Apoptosis e inflamacion
Inactivacion de vVWF Activacion plaquetaria

Inactivacion de los retrovirus endégenos porcinos (PERV)

PERV KO Reducir el posible riesgo de los PERV
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En la Tabla 1 se recogen las principales modificaciones realizadas en el
cerdo que se han detallado en este apartado.

Optimizacién de un modelo porcino de xenotrasplante
Lo expuesto anteriormente indica que los 6rganos de cerdo con mayor

potencial clinico serian aquellos que retinan maultiples modificaciones genéticas
que permitan superar las diferentes barreras, siendo imprescindible la inactiva-
cion del gen que codifica el xenoantigeno a-Gal. La modificacion del genoma mas
compleja descrita hasta ahora fue la realizada por Yue et al. (2021). Estos cerdos
retunen un total de 42 modificaciones y se obtuvieron mediante dos rondas con-
secutivas de edicion génica y clonacion. Las modificaciones incluyen la supresion
de xenoantigenos, la expresion de proteinas humanas y la inactivacién de todas
las secuencias de los retrovirus end6genos presentes en su genoma. Sin embargo,
aun sera necesario identificar cuales son las modificaciones concretas mas ade-
cuadas en funcion del 6rgano que se pretenda trasplantar.

Resultados de los ensayos preclinicos en primates

Como paso previo imprescindible a los ensayos clinicos en seres humanos,
es necesario realizar xenotrasplantes en modelos animales. Los receptores que mas
se han utilizado son babuinos (Papio spp.), el mono Rhesus (Macaca mulatta) y el
macaco cangrejero (Macaca fascilularis) (Fig. 6A). Hasta ahora, los mejores tiem-
pos de supervivencia se han obtenido en xenotrasplantes de islotes pancreéaticos,
rindén y corazén. De hecho, el mayor éxito se ha producido en corazén, 6rgano con
el que se ha llegado a alcanzar una supervivencia de 945 dias (Mohiuddin et al,,
2016) utilizando cerdos GTKO/hCD46/hTBM. El corazon del cerdo se implanto
en el abdomen del receptor sin retirar el corazén del primate (trasplante hetero-
topico). En cambio, la maxima supervivencia alcanzada en xenotrasplante orto-
topico de corazon, es decir, reemplazando el corazén del receptor por el corazéon
del cerdo, ha sido de 195 dias, usando también corazones GTKO/hCD46/hTBM
(Langin et al., 2018). En comparacion con el resto de 6rganos, el xenotrasplan-
te de higado o pulmoén origina muchas mas complicaciones, fundamentalmente
debido a trastornos severos de la coagulacion (Hryhorowicz et al., 2020). Ha de
tenerse en cuenta que, ademas del tipo de modificacion genética del donante, el éxi-
to de estos ensayos depende de muiltiples factores, como la estabilidad y niveles de
expresion de los transgenes, el 6rgano trasplantado, la especie receptora, o la terapia
inmunosupresora a la que se somete al receptor (Fischer y Schnieke, 2022). En la
Figura 6B, se han recogido los tiempos de supervivencia maximos alcanzados en
ensayos preclinicos en primates para las células y 6rganos mas estudiados.

Ultimos avances: primeras pruebas clinicas en seres humanos
Aunque no existen atn protocolos establecidos, de forma excepcional ya se
han llevado a cabo en Estados Unidos xenotrasplantes de 6rganos de cerdo modifi-
cado genéticamente a seres humanos. Los primeros fueron xenotrasplantes de rifion
que se realizaron a personas en situacion de muerte cerebral a finales del 2021. En
un caso, se trasplanté un rién GTKO a dos personas (Montgomery et al., 2022)
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y, en el otro, ambos rifiones de un cerdo con 10 modificaciones genéticas (Porrett
et al., 2022). Es de destacar que en ninguna de las dos intervenciones hubo signos
de rechazo hiperagudo. No obstante, el ensayo clinico que ha alcanzado mayor no-
toriedad fue aquel realizado en enero de 2022, cuando se trasplanté por primera vez
un corazon con 10 modificaciones genéticas a un paciente vivo (Griffith et al., 2022).
El 6rgano trasplantado se mantuvo funcional y sin sintomas de rechazo hasta el dia
49, cuando se produjo un repentino fallo cardiaco, aunque la autopsia revel6 que las
alteraciones del 6rgano no parecian relacionadas con fenémenos de rechazo.

[A]

XENOTRASPLANTE

W Sy e
Macaco cangrejero Babuinos
(Macaca fascicularis) ( Papio spp.)

Mono Rhesus
(Macaca mulatta)

Cerdo donante

Islotes % T o

Maxima supervivencia

pancreaticos R hCD46 396 dias
Rifion . ' GTKO/hCD55 499 dias
. GTKO/hCD46/hTBM 945 dias (trasplante heterotdpico)
Corazon GTKO/hCD46/hTBM 195 dias (trasplante ortotdpico)
Higado ' GTKO 29 dias
1 GTKO/B4GALNT2 KD/hCD46/
Pullonpm || hEPCR/hTBM/HO-1/hCD47 B sl

Figura 6. Ensayos preclinicos de xenotrasplante. A) Especies de
primates més utilizadas como receptores. B) Maximos tiempos
de supervivencia alcanzados en ensayos preclinicos en primates,
indicando las modificaciones que presentaba el cerdo donante.

Consideraciones finales

La idea de trasplantar érganos de cerdos modificados genéticamente, ha
dado pie a diversas cuestiones éticas, como aquellas relacionadas con el sacrifi-
cio de animales para beneficio humano, el acceso equitativo a un xenotrasplante
o las consecuencias que este pueda tener en la identidad de la persona. Estos
aspectos éticos, junto a los aspectos técnicos, hacen necesaria una regulacion in-
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ternacional. De hecho, la Organizacién Mundial de la Salud, la FDA y la Agencia
Europea de Medicamentos ya han desarrollado algunas directrices al respecto.
Finalmente, es necesario mencionar que, de manera simultdnea a los avances
en el campo de los xenotrasplantes, diferentes equipos de investigacion se estan
centrando en el desarrollo de otras estrategias. Entre ellas podemos citar el uso
de dispositivos mecanicos implantables, la medicina regenerativa basada en cé-
lulas troncales pluripotentes, la ingenieria de tejidos o las quimeras interespecie
(Mou et al., 2015). El avance de esas investigaciones, junto con el futuro traslado
de los xenotrasplantes a la practica clinica, mantienen la esperanza de paliar la
grave situacion de la escasez de 6rganos para mejorar la calidad de vida de miles
de personas en todo el mundo.
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