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PROLOGO

El 7° Congreso de la Societat Catalana de Trasplantament tuvo lugar en Barcelona del 2 al 5 de febrero de 2003.
Desde 1985, afio en que se celebrd el primer congreso de nuestra sociedad, uno de los objetivos primordiales ha
sido atraer a todos los profesionales implicados en los programas de trasplante de Espaiia, y progresivamente exten-
der esta invitacion a los colegas portugueses y latinoamericanos. La asistencia de 560 delegados, un centenar mas
que en el dltimo congreso, significa que se ha alcanzado el propdsito de que ésta sea la reunidn de trasplante de
organos y tejidos mds importante que se celebra en nuestro pais.

Durante estos tres dias de intensa actividad cientifica también pudimos asistir a la presentaciéon de 400 comuni-
caciones orales y posteres por parte de casi todas las unidades de trasplante de Espafia. Creo que la reunién fue un
reflejo de la intensa actividad de trasplante de nuestro pais. En efecto, en los dltimos 20 afios Espafia se ha conver-
tido en lider en el trasplante de drganos gracias a las altas tasas de donacién de caddver. También durante este tiem-
po se ha desarrollado espectacularmente la investigacion clinica y bdsica, de manera que los trabajos de las unida-
des de trasplante espafiolas aparecen cada vez con mds frecuencia en las reuniones y revistas internacionales de
prestigio. Nuestro congreso contribuye ademds con la publicacién de un nimero especial de Transplantation
Proceedings que recogera mas de 200 trabajos de los expuestos.

El programa cientifico del congreso se completé con cuatro sesiones plenarias y 15 sesiones de actualizacion,
que cubrieron los aspectos mads novedosos e importantes del trasplante y cuyas ponencias fueron presentadas por
mas de 60 profesores invitados, tanto nacionales como extranjeros. En este libro y el CD adjunto estan incluidas
practicamente todas las ponencias de dichas sesiones plenarias y de actualizacion. Quiero agradecer profundamen-
te a todos los profesores invitados, en primer lugar su participaciéon en nuestro congreso, contribuyendo con ello de
manera decisiva al éxito de éste, y en segundo lugar la autorizacion para disponer de su presentacion con la graba-
cion de la voz y el resumen del texto. Este material nos ha permitido ofrecer un libro que, sin duda, constituye una
puesta al dia de extraordinario valor en el campo del trasplante de 6rganos y tejidos.

Finalmente, me gustaria seflalar que sin la contribucion extraordinaria de la industria farmacéutica, y en espe-
cial de Fujisawa, Novartis, Roche y Wyeth, no hubiese sido posible lograr un congreso de este nivel. Prous Science
ha colaborado extraordinariamente con su experiencia editorial y en el campo de las nuevas tecnologias para poder
ofrecer el presente libro, el CD y el webcast. A todos ellos, asi como a AOPC y a todos los miembros del comité
organizador, quiero agradecer una vez mas su esfuerzo y dedicacién tanto en la organizacion como en el desarrollo
del congreso.

DR. CARLOS MARGARIT

President de la Societat Catalana de Trasplantament
Presidente del 7° Congreso



Barcelona, 2-5 de febrero de 2003

PAPEL DEL COORDINADOR
EN EL PROCESO DE DONACION DE VIVO

C. Cabrer Barbosa, M. Manyalich y D. Paredes

Coordinacion de Trasplantes, Hospital Clinic, Barcelona

Objetivo

El coordinador de trasplante intrahospitalario es un miembro mads integrado en el grupo de trasplantes de 6rganos
solidos. El aumento progresivo del niimero de pacientes en lista de espera es una realidad en algunos hospitales, y
esto implica no s6lo una demora para llegar a ser trasplantado, sino un aumento de la mortalidad durante la perma-
nencia en la lista de espera. Entre otras medidas para paliar este problema, algunos hospitales han optado por ofre-
cer a los pacientes la alternativa terapéutica de ser trasplantados con érganos procedentes de la donacién de vivo.

Los procesos de la donacién de vivo y de caddver tienen fases comunes (identificacion del posible donante, eva-
luacidn clinica, entrevista, autorizacion de la extraccion, extraccion y trasplante), que requieren la coordinacién y
participacién de diferentes profesionales para obtener los resultados deseados. El papel del coordinador de tras-
plantes ha demostrado sobradamente su eficacia en la donacién de caddver y debe hacerlo en la de vivo, porque es
la persona responsable de velar por la proteccién del donante antes y después del proceso. Ademads de los procedi-
mientos tanto médicos como quirtrgicos y los informes asistenciales que de ellos derivan, el proceso de donacién
de vivo exige conocer la opinién del donante a partir de su propia experiencia, asi como los factores emocionales,
sociales y econémicos, para garantizar la calidad de vida después de la donacion.

Material y métodos

Desde marzo de 2000 hasta diciembre de 2002 se estudiaron 22 donantes vivos de rifién y otros 22 donantes vivos
de 16bulo hepatico derecho. La edad media de los donantes de rifién era de 52,72 afios (rango 28-66 afios), y la de
los donantes de 16bulo hepatico derecho 32,7 afios (rango 19-57 afios). El grupo de donantes de rifién incluia a 16
mujeres y 6 hombres, y el de 16bulo hepatico derecho lo formaban 7 mujeres y 15 hombres. Los donantes fueron eva-
luados e informados segtin el protocolo de las respectivas unidades de trasplante y coordinacién de trasplantes del
Hospital Clinic de Barcelona. Todos los casos siguieron los requisitos del Real Decreto 2070/1999, normativa que
regula la donacion de 6rganos de donante vivo en Espaiia. A los seis meses de la donacion se les envid un cuestio-
nario con 40 preguntas de respuesta anénima, clasificadas para evaluar la informacién y comprension del proceso,
los factores sociales y econdmicos, la decision de donar, la recuperacion de la intervencion y un campo abierto para que
los donantes expresaran lo que, segin su experiencia, habia representado la donacién. Se adjunté una carta informativa
sobre el interés del cuestionario y sus objetivos, explicando que los resultados de la encuesta podian ser muy beneficio-
sos para futuros donantes, puesto que la experiencia personal podia implicar acciones correctoras de mejora de la cali-
dad del proceso de donacidn, teniendo en cuenta que las respuestas eran consideradas totalmente anonimas.

Resultados

Las encuestas que se enviaron al grupo de donantes de rifién fueron contestadas en su totalidad, mientras que, de
las que se mandaron al grupo de donantes de higado, hasta el momento han respondido 15, y en ambos grupos se
contestaron el 100% de las preguntas. La inmensa mayoria de los donantes de los dos grupos desconocian la alter-
nativa de la donacién de vivo, no tenian informacién ni se lo habian planteado. La voluntad de donar espontdnea-
mente fue expresada por el 86% de los donantes de rifién y por el 71,5% de los donantes de higado, mientras que
por peticion familiar lo hicieron el 14% de los casos en el grupo de donantes de rifién y el 28,5% del grupo de
donantes de higado. Las molestias ocasionadas por el proceso de evaluacion clinica (analiticas, angiografia, reso-
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nancia nuclear magnética y demds pruebas complementarias) se consideraron bien explicadas, y por tanto com-
prendidas, en el 88% de los casos en el grupo de donantes de rifién y en el 93% de los donantes de higado. Sin
embargo, en ambos grupos el 14%, a pesar de haberlo entendido, experimenté mas molestias de lo que les habian
indicado. El 100% de los donantes de higado y el 90,5% de los donantes de rifién entendian que existia un riesgo
vital, aunque fuera minimo, y que el resultado del trasplante no podia asegurarse con €xito en la totalidad de los
casos. La mitad de los donantes de ambos grupos consultaron la decisién de donar con familiares y amigos; sin
embargo, el que la opinién fuera contraria no les hizo modificar su decision. El tramite ético-legal parecié adecuado

al 95% de los casos en los dos grupos.

Concretamente en cuanto a la decision de donar, en ningtin caso los donantes se sintieron presionados social o
econdmicamente. No se arrepintieron de donar en ningiin momento del proceso, y volverian a repetirlo todos en el
grupo de donantes de higado; tan sélo un donante de rifién no volveria a pasar por todo el proceso. La informacién
facilitada por el equipo de trasplante y por coordinacion de trasplantes en todos los casos proporcioné mucha tran-
quilidad y seguridad, y segtin el 95% de los donantes de rifion y el 93% de los donantes de higado dicha informa-
cién se correspondié con la realidad experimentada tras la donacidn.

La relacion del donante con el receptor en el grupo de donantes de higado era genética (padres e hijos o her-
manos) en catorce casos, emocional (matrimonio) en siete casos, y en un caso no existia ninguna relacién. En el
grupo de donantes de rifién la relacion entre donante y receptor era mayoritariamente genética, excepto cuatro casos
en que el vinculo era emocional.

En cuanto a la recuperacién del donante, en el grupo de donantes de rifién y en el de donantes de higado se deter-
minaron varios aspectos: la estancia media hospitalaria fue de 6 dias (rango 3-9 dias) para el primer grupo frente a
12,6 dias (rango 6-33 dias) para el segundo; asimismo, el tiempo medio necesario para llevar una vida normal fue
de 52,8 dias (rango 15-180 dias) y 50,6 dias (rango 15-18 dias), y la baja laboral temporal fue de 57,8 dias (rango
18 dias-6 meses) frente a 96,4 dias (rango 21-150 dias), respectivamente. Todo ello supuso en el 25% de los donan-
tes de rifién y en el 36% de los donantes de higado un déficit econdmico sin ningin tipo de compensacidn, inclu-
yendo en el grupo de los donantes de higado un caso en que la donacién comporté el despido laboral. Excepto un
caso dentro de los donantes de rifién que presentd una hernia a consecuencia de la intervencion quirtrgica, el resto
de los donantes de ambos grupos se restablecieron completamente (los donantes de higado después de seis meses),
llevando la misma vida que antes de la donacién.

Finalmente, resumimos las respuestas expresadas en el campo libre del cuestionario: la donacion es lo mds
importante que habian hecho en su vida, no hay nada equiparable a dar vida a otras personas; la sociedad necesita
mas informacién sobre la donacién de vivo, porque de haberlo sabido lo hubieran hecho antes; se ofrecian como
colaboradores para el programa de donantes vivos; sentian la necesidad de conocer a otros donantes, y les gustaria
transmitir &nimo a las personas que pueden ser donantes vivos.

Conclusiones

Resulta evidente que la donacién de vivo de rifién y la de 16bulo hepatico derecho para adulto son totalmente dife-
rentes, y mas teniendo en cuenta que en el afio 2001 todas las nefrectomias en el donante se hicieron por via lapa-
roscépica. Sin embargo, de los resultados obtenidos son indudables muchos aspectos comunes a todos los donantes:

1) La donacién de vivo de riiién y la de 16bulo hepdtico derecho son alternativas terapéuticas muy bien aceptadas
por las personas implicadas. Sin embargo, requieren una mayor y mas adecuada informacidn, tanto en el ambito
sanitario como social.

2) Ademas de la informacién completa facilitada a los donantes sobre exploraciones complementarias, intervencion
quirdrgica, etc., es imprescindible que los donantes sean informados acerca de los factores econdémicos, sociales
y emocionales que actualmente conlleva la donacién de vivo.

3) Es recomendable que el donante vivo tenga la oportunidad de recibir informacion sobre la experiencia real de
otro donante vivo.
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4) La penalizacién econdémica de los donantes vivos durante la baja laboral temporal nos obliga a establecer meca-
nismos para que éstos sean considerados como en una situacion protegida o especial (reglamentacion ya exis-
tente en Espafia), para que durante la baja laboral temporal la retribucion econdémica sea la misma, independien-
temente del convenio laboral.

5) El donante es una persona sana, no un paciente, y ademas el proceso de donacion garantiza su calidad de salud,
lo cual deberia ser asi considerado por los seguros de vida y de enfermedad privados.

6) Para el proceso de donacion, los donantes vivos de érganos deberdn gozar de los mismos privilegios que actual-
mente tiene los donantes de médula 6sea, de tal manera que ante cualquier incidencia estén totalmente protegidos.

7) Los donantes vivos necesitan un foro social de referencia que vele por sus intereses, que obligue a respetar su
derecho de autonomia, que colabore en la informacién y divulgacion de las diferentes alternativas de trasplante,
que transmita las opiniones y experiencias reales a partir de los propios donantes, y muchas mds cuestiones que
seguirdn plantedndose en el futuro a corto y medio plazo.

Finalmente, la estructura organizativa de los coordinadores de trasplante en Espafia en todos sus grados es la
unica que, por sus conocimientos y actividades, debe responsabilizarse de la proteccién del donante, con el fin de
garantizar su calidad de vida después de la donacion.

NEGATIVAS A LA DONACION

M.A. Getino
Coordinacion Autonémica de Trasplantes, Servicio Canario de Salud, Consejeria de Sanidad y Consumo, Las Palmas de Gran Canaria

La eficacia del sistema espafiol de donacidn y trasplante esta avalada por la incuestionable progresion en el nime-
ro de intervenciones y por la calidad asistencial de este tratamiento médico. Su evolucién a lo largo de la dltima
década ha permitido un desarrollo espectacular de todo tipo de trasplante. Aun asi, el Programa de Garantia de
Calidad del Proceso de Donacién, implantado en 101 hospitales autorizados en nuestro pafs, muestra como mayor
pérdida para los donantes potenciales las contraindicaciones médicas, en un 30% de los casos, y las negativas fami-
liares, en un 23,7%, que limitan dicha practica. La preocupacioén por disminuir las barreras a la donacién que
demuestran todos los equipos de coordinacion de trasplantes hospitalarios, autonémicos, ademads de la Organizacion
Nacional de Trasplantes de Espafia (ONT), nos obliga a la puesta en marcha de acciones encaminadas a la correc-
cion de los posibles factores negativos, que consideramos en la actualidad como resultado de una serie de circuns-
tancias multifactoriales. Creemos necesario un estudio exhaustivo de la situacién y una revision de todos los aspec-
tos que influyen en la percepcion global de las actitudes hacia la donacién.

Una de las actividades de la ONT es la “promocion de estudios e investigaciones que puedan hacer progresar
los conocimientos y las tecnologias relacionadas con la obtencidn de 6rganos y tejidos y su implante” (Real Decreto
2070/1999).

Hemos disefiado el Plan Estratégico Nacional para la Reduccién de las Negativas a la Donacién de Organos,
cuyos fines son mejorar las tasas de donacioén en Espaiia, llevar a cabo un tratamiento sistematico integral del pro-
blema, promover entre todas las organizaciones y profesionales sanitarios mas y mejores elementos de cohesion, y
obtener un beneficio compartido para todos.

Fases del proceso metodolégico
1) Elaboracién del diagndstico de la situacion nacional, para lo cual hemos recurrido a las siguientes fuentes:

— Resultados de estudios cualitativos y cuantitativos realizados en Espaifia, basados tanto en la poblacién gene-
ral como en entrevistas especificas de donacion.
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— Impacto en los medios de comunicacion.

— Aspectos legales, religiosos y éticos que puedan ser relevantes.

— Registros de donantes.

— Publicidad.

— Datos especificos del entorno sanitario y de la poblacién general.

2) Definicion de los diferentes grupos de trabajo, y establecimiento de las lineas estratégicas y sus acciones corres-
pondientes.

3) Implantacién, control, evaluacién y seguimiento.

Areas de trabajo

El Plan Estratégico se basa en la poblacion general, en grupos especificos generadores de opinidn, en el dmbito hos-
pitalario o sanitario y en entrevistas especificas de donacion.

Cronograma del Plan Estratégico

Los pasos a seguir serdn la presentacion del borrador del proceso metodoldgico a la Comisién Permanente de
Trasplantes de Organos y Tejidos del Consejo Interterritorial; definicién de grupos, dreas de trabajo y lineas estraté-
gicas; revision de los datos y la metodologia de trabajo desarrollado durante el pasado afio 2002, para establecer el
diagndstico de la situacion nacional actual; definicién y puesta en marcha de estudios complementarios; definicion
y puesta en marcha de los planes de accion (2003-2005); y por tltimo, evaluacion del proceso y de los resultados
(2002-2005).

OPTIMIZACION DE DONANTES DE CORAZON

C. Chamorro, J.A. Silva y M.A. Romera

Servicio de Medicina Intensiva, Hospital Universitario Puerta de Hierro, Madrid

La escasez de donantes adecuados es un importante factor que limita el trasplante cardiaco. El tratamiento adecua-
do del donante y su relacion con la calidad del injerto continta siendo un tema de debate. En este sentido, el uso de
las catecolaminas en el mantenimiento hemodindmico del donante es uno de los aspectos mds controvertidos.
Recientemente ha tenido lugar una conferencia de consenso internacional de la que han surgido diferentes reco-
mendaciones para el mantenimiento del donante, encaminadas a maximizar la donacién cardiaca (1). A pesar del
tiempo transcurrido, algunas de estas recomendaciones no difieren de las indicadas hace mas de 30 afios por el
Grupo de Trasplante Cardiaco de la Universidad de Stanford, que cifré en 10 ug/kg/min la maxima dosis tolerable
de dopamina para el mantenimiento del donante cardiaco (2). Sin embargo, una lectura critica de los estudios rea-
lizados desde entonces, tanto de los trastornos hemodindmicos y cardiacos producidos durante la muerte cerebral
como de los factores relacionados con la disfuncién precoz del injerto cardiaco, no apoya dichas recomendaciones.
La trascendencia de esta controversia viene condicionada por el importante nimero de donantes rechazados por los
equipos de trasplante cardiaco, argumentando exclusivamente el uso de catecolaminas a dosis “altas”. Una encues-
ta reciente realizada entre cirujanos cardiovasculares demostré que dos terceras partes rechazarian la donacion car-
diaca si, durante el mantenimiento del donante, se superaran las dosis recomendadas de dopamina (3).
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En nuestra opinidn, el uso racional de las catecolaminas, ya sea noradrenalina o dopamina a dosis superiores a
10 pg/kg/min durante el mantenimiento del donante, no es perjudicial; frecuentemente es necesario, e incluso puede
ser beneficioso para maximizar el empleo de todos los 6rganos de un donante.

La administracion de catecolaminas durante el mantenimiento
del donante cardiaco no es perjudicial

Son escasos los estudios publicados implicando el uso de catecolaminas en el donante como responsable de la mor-
talidad precoz en el trasplante cardiaco. En estos trabajos la conclusion es discutible. Wahlers y cols. (4) sélo ana-
lizan 39 de los 174 trasplantes cardiacos realizados en su centro. Con relacion a los supervivientes, los nueve falle-
cidos habfan recibido un injerto de donantes de mayor edad (29 +7 frente a 22 +7 afios), con mayor tiempo de isque-
mia (166 +44 frente a 132+ 41 minutos) y fueron tratados con mayores dosis de dopamina (9 +7 frente a 4,2+2,6
pg/kg/min). Young y cols. (5) encuentran en el estudio univariable que el uso de altas dosis de catecolaminas es un
factor relacionado con la disfuncién precoz del injerto. Sin embargo, los autores concluyen que el uso de catecola-
minas a dosis altas no debe ser una variable categdrica para rechazar el donante, sino un factor mas que debe ser
valorado junto con los hallazgos del ecocardiograma, el tiempo de isquemia previsto y las caracteristicas del pro-
bable receptor. Es importante resaltar que en este andlisis, en la variable uso de catecolaminas se incluyé la admi-
nistracion de altas dosis tanto de dobutamina como de dopamina y noradrenalina, a pesar de que sus efectos hemo-
dindmicos son muy diferentes. La reciente publicacién de Schnuelle y cols. (6) analiza los datos del registro de la
Eurotransplant International Foundation respecto a los trasplantes cardiacos realizados en 1993, y hace referencia
a que el uso de noradrenalina incrementa el riesgo de fallo precoz del injerto (HR 1,66; IC95%: 1,14-2,43), lo cual
no se demuestra con el uso de dopamina. En este estudio sélo se analiza el empleo o no de catecolaminas durante
el mantenimiento del donante, sin poder recoger datos acerca de las dosis y el tiempo de utilizacion. Es sorpren-
dente que en otro trabajo de esta misma institucién (7), sobre los trasplantes cardiacos realizados entre 1997 y junio
de 1998, el uso de catecolaminas en el donante no se enumere como factor de riesgo en el fallo del injerto.

Otros autores argumentan que el uso de altas dosis de catecolaminas produce alteraciones anatomopatoldgicas
en el corazén que pueden comprometer su posterior viabilidad. Hacen referencia a estudios experimentales sobre
los efectos de las catecolaminas en cultivos de células miocardicas (8), o a su influencia en la disfunciéon miocardi-
ca de pacientes con feocromocitoma o con insuficiencia cardiaca crénica; es decir, situaciones muy diferentes a las
de la muerte cerebral. Lo que nadie discute es que en el momento del enclavamiento cerebral, donde se da una libe-
raciéon masiva de catecolaminas y de otras sustancias vasoactivas, se pueden producir alteraciones histoldgicas
caracteristicas en las fibras miocardicas (9). Las lesiones son mas acusadas si la muerte cerebral ocurre de forma
explosiva (10) y, aunque normalmente son difusas, el ventriculo derecho suele ser el mds afectado. Esto causa una
disfuncién miocdrdica neurégena, que es la responsable del rechazo para la donacién cardiaca que presentan hasta
el 10% al 20% de los potenciales donantes sin enfermedad cardiaca previa. Aunque la disfuncién suele ser reversi-
ble, también se puede agravar tras el periodo de preservacion necesario antes de su implante definitivo (11). Sin
embargo, no existen estudios que demuestren que el uso de catecolaminas tras la inicial “tormenta catecolaminica”
agrave las lesiones. Fyfe B y cols. (12) constataron que las alteraciones miocardicas producidas en la muerte cere-
bral y durante el tiempo de isquemia no se relacionaban con el uso de vasopresores. En el estudio de Novitzky y
cols. (13), frecuentemente referenciado por los autores que defienden esta potencial cardiotoxicidad de las cateco-
laminas, en ningliin momento se hace manifiesto que el uso posterior de catecolaminas agrave las lesiones iniciales,
y en cambio si se demuestra que, a pesar de haber usado altas dosis de dopamina en los donantes, el funcionamiento
posterior del injerto fue normal.

Por otro lado, también se han planteado razones bioquimicas en contra del uso de catecolaminas en el donante
cardiaco, como la probable produccién de deplecién miocardica de sustratos energéticos, de deplecion de noradre-
nalina intramiocardica o de la down-regulation de los receptores adrenérgicos beta (14, 15). Estos argumentos, una
vez mds derivados de otras situaciones clinicas, son mas tedricos que reales. Sakagoshi y cols. (16) demostraron
experimentalmente que el uso de adrenalina, a dosis 1,3 pg/kg/min, disminuye los receptores adrenérgicos beta en
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el miocardio. Sin embargo, tales hallazgos no han sido confirmados por otros autores. Ademds, las elevadas dosis
de adrenalina utilizadas por Sakagoshi y cols. no suelen administrarse en la clinica. Otros estudios (17) demuestran
la pérdida de sustratos energéticos miocdrdicos en el seno de la muerte cerebral, pero probablemente esta pérdida
es secundaria a alteraciones hormonales concurrentes y no al uso de catecolaminas. Bruinsma y cols. (18) mostra-
ron la nula influencia de diferentes dosis de dopamina en las reservas energéticas intramiocdrdicas.

Paralelamente a los estudios citados, se han publicado excelentes resultados en trasplantes cardiacos realizados
con donantes tedricamente suboptimos por el uso de dosis altas de dopamina (19-21). Recientemente, nuestro grupo
ha mostrado los resultados de 27 trasplantes cardiacos de donantes tratados con altas dosis de dopamina o noradre-
nalina, siendo la incidencia de fallo primario del injerto de s6lo un 4% (22). Este estudio es el primero que analiza
el uso de catecolaminas en donantes incluso antes de su evolucion a la muerte cerebral, factor que habitualmente no
se ha investigado. Es ilégico pensar que el empleo de catecolaminas durante unas pocas horas en el mantenimien-
to del donante de érganos es perjudicial, y olvidar el uso de estos farmacos a veces durante dias en los pacientes
antes de su evolucion a la muerte cerebral.

La administracion de catecolaminas durante el mantenimiento
del donante cardiaco es necesaria

Estudios experimentales y observaciones clinicas demuestran que tras la tormenta catecolaminica inicial se produ-
ce una disminucién de las concentraciones plasmaticas de las catecolaminas circulantes, incluso a niveles inferio-
res a los previos a la muerte cerebral, existiendo una gran variabilidad individual en las concentraciones plasmati-
cas finales (23). La pérdida del influjo simpatico causa un descenso de las resistencias vasculares sistémicas, y pro-
bablemente una reduccién del inotropismo (24). En los modelos animales de muerte cerebral se demuestra que el
aporte exclusivo de liquidos sin catecolaminas sélo es capaz de mantener la hemodindmica durante un periodo de
una a cuatro horas (25). Bittner y cols. pusieron de manifiesto que el empleo excesivo de liquidos puede agravar la
disfuncion del ventriculo derecho, el mas susceptible al deterioro en la muerte cerebral (26). Asimismo, éstos y otros
autores (27) demuestran que en ausencia de catecolaminas existe un fracaso en el control del tono vascular, y que
el aporte de liquidos produce un aumento de la presion hidrostética pulmonar, un incremento del edema tisular y la
probable pérdida del pulmén como érgano valido para la donacién. Por tanto, desde el punto de vista fisiopatold-
gico, esta disminucion de las catecolaminas circulantes debe ser corregida con la administracion exdgena de far-
macos que tengan un efecto vasoconstrictor para contrarrestar el descenso de las resistencias vasculares sistémicas,
ademds de un efecto adrenérgico B, para compensar la pérdida del tono simpdtico en el corazén. La dopamina y la
noradrenalina cumplen estos requisitos. Mas del 60% de los efectos hemodindmicos de la dopamina dependen de
la liberacidn periférica de noradrenalina, por lo cual el uso de noradrenalina parece mas razonable.

Diferentes estudios demuestran que hay una gran variabilidad individual en la dosis necesaria de catecolaminas
para conseguir los mismos efectos hemodindmicos. En pacientes sanos, MacGregor y cols. (28) muestran variacio-
nes de entre 10 y 75 veces de las concentraciones plasmaticas de dopamina, tras su infusién a una dosis ajustada al
peso. Incluso los pacientes a los que se administraba una infusién de dopamina a 3 pg/kg/min podian tener con-
centraciones plasmadticas superiores a las de otros pacientes que recibian 10 pug/kg/min. En consecuencia, las cate-
colaminas deben administrarse a las dosis necesarias para conseguir sus efectos hemodindmicos. El umbral de res-
puesta estd sujeto a una amplia oscilacién, dependiente de las concentraciones enddgenas de las catecolaminas cir-
culantes, de las variaciones en la reactividad vascular y de la amplia variabilidad farmacocinética individual.

La administracion de catecolaminas durante el mantenimiento
del donante cardiaco es beneficiosa

Diferentes estudios, como el de Szabo y cols. (29), demuestran que en la situacion de muerte cerebral el manteni-
miento de la presion de perfusion coronaria es fundamental para evitar el deterioro cardiaco, e incluso para revertir
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el dafio ya producido. El objetivo terapéutico para el donante cardiaco deberia ser el mantenimiento de esta presion
en cifras superiores a 60-70 mmHg. El excesivo aporte de liquidos y, por tanto, el mantenimiento de una presién
venosa central elevada pueden disminuir la presion de perfusion coronaria. Al elevar las resistencias vasculares
sistémicas, y consecuentemente la presion diast6lica adrtica, las catecolaminas hardn subir la presion de perfusion
coronaria. El estudio de Di Giantomasso y cols. (30) demuestra que la noradrenalina es un firmaco que aumenta
muy eficamente el flujo coronario.

Por otro lado, en el momento de la muerte cerebral se produce una liberaciéon masiva de citocinas inflamatorias,
que conducen a un incremento de la expresion de moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 (31). Esta activacion
inmunoldgica puede ser la responsable de acelerar los procesos de rechazo agudo, y podria explicar el conocido peor
resultado de los trasplantes de érganos procedentes de fallecidos en muerte cerebral con respecto a los realizados
de donantes vivos (32). Las catecolaminas poseen efectos inmunomoduladores y pueden disminuir la expresion de
estas moléculas de adhesion. El trabajo de Schuenelle y cols. (33) en pacientes trasplantados de rifiéon demuestra
que el uso de catecolaminas en el donante disminuye la incidencia posterior de rechazos, aumentando la supervi-
vencia del injerto. Dicho estudio abre un interesante campo de investigacion clinica sobre la repercusion de estos
farmacos en la viabilidad de otros érganos trasplantados.
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VALOR DE LA BIOPSIA RENAL EN LA SELECCION DEL INJERTO

E. Vazquez Martul, E. Veiga Barreiro, J.A. Sacristan y F. Lista
Servicio de Anatomia Patologica, Complejo Hospitalario Juan Canalejo-Maritimo de Oza, La Coruiia

Introduccién

El incremento de pacientes en lista de espera para un trasplante renal ha sido la razon principal para recurrir a donan-
tes no ideales o subdptimos y limitar al mdximo la tasa de 6rganos desechados con criterios objetivos. En nuestro
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pais, se desecha casi el 50% de los rifiones de donantes con una edad superior a 60 afios (1). Esta finalidad obliga
a hacer una seleccion de 6rganos de los donantes no “ideales”, es decir, con mds de 65 afios de edad, hipertensos,
diabéticos, fallecidos por asistolia e incluso con neoplasia (2-7). La indicacion de la biopsia renal tendrd como obje-
tivo fundamental la seleccién de un determinado donante subdptimo, basdndose en criterios histopatoldgicos cienti-
ficamente contrastados. Sin embargo, y previamente a cualquier discusion, debemos tener presente que en patologia
médica, y mds concretamente en nefrologia, no siempre existe una relacién entre disfuncién renal y sustrato histo-
patolégico. No podemos olvidar la débil expresion morfoldgica existente sobre importantes sindromes renales tales
como la insuficiencia renal aguda isquémica y el sindrome nefrdtico asociado a cambios minimos, e incluso la esca-
sa repercusion vascular de la hipertension arterial.

A estos comentarios previos debemos afiadir los factores que distorsionan la valoracién de la biopsia del injer-
to renal, como son las alteraciones secundarias a la isquemia, perfusion, edad avanzada y asistolia (7).

Si a todos estos supuestos afiadimos la utilizacién de diferentes técnicas de procesamiento de la biopsia, con
variaciones en la calidad (7) y los diversos parametros histopatolégicos utilizados (8, 12), no sera dificil compren-
der la diversidad de opiniones, entre los que defienden la importancia de la biopsia del injerto preimplante (7-11) y
los que, contrariamente, no consideran que el estudio histopatolégico pueda ser relevante en la seleccion previa del
injerto suboptimo (13-14). Por lo tanto, para que la biopsia renal cumpla su objetivo y para llevar a cabo una selec-
cidn del injerto basada en criterios cientificamente contrastados es muy importante llegar a un acuerdo en tres aspec-
tos fundamentales:

1) Definicién de lo que consideramos muestra adecuada.
2) Seleccion del procesamiento técnico que garantice su valoracion.

3) Discusion sobre los pardmetros histolégicos que repercuten en la funcién posimplante.

Definicion de la muestra-biopsia adecuada

El tamafio de la muestra y su procesamiento son dos factores intimamente relacionados en cualquier biopsia renal.
Es un hecho aceptado que se necesitan unos requisitos minimos para la valoracién de una determinada patologia,
tanto en el diagndstico de las enfermedades glomerulares (15) como en la patologia del trasplante (16). Cualquier
lesién de cardcter focal o segmentario exigird mas cantidad de muestra a estudiar que las lesiones que estdn difusa-
mente representadas en todo el parénquima renal. Esta aclaracion es importante, dado que en la biopsia del injerto
de un donante de edad avanzada existen lesiones de cardcter focal, como son la esclerosis glomerular y la lesién
vascular. Es 16gico pensar que, dependiendo del tamafio de la biopsia, podra variar el porcentaje de glomeruloscle-
rosis y la visualizacién de alteraciones vasculares.

Una vez revisadas las metodologias empleadas, se concluye que no existe uniformidad en cuanto al tamario de la
biopsia. Algunos autores establecen un minimo de 10 glomérulos (8), otros lo limitan a 20 glomérulos (11, 17), 25
glomérulos (7), e incluso nunca menos de 70 en otros estudios (18). Al existir diferentes criterios, es l6gico asumir
una divergencia en los resultados a la hora de clarificar el impacto de una determinada lesion sobre la funcion ulte-
rior del injerto posimplante. Wang y cols. (19) consideran que el tamafio de la biopsia tiene influencia en cuanto a la
reproducibilidad y sensibilidad para determinar el prondstico de la funcién del injerto. Las biopsias con menos de 25
glomérulos, el porcentaje de glomerulosclerosis y el grado de fibrosis intersticial no se relacionaban con el grado de
funcién posterior del injerto. En relacion con la representatividad, se acepta que es preferible una biopsia en cuiia de
0,5 cm de profundidad, que incluya dreas profundas ademads de arterias, ya que el parénquima renal subcapsular
puede mostrar un mayor grado de esclerosis que distorsiona el porcentaje de glomerulosclerosis (7, 20).

Caracteristicas técnicas del procesamiento

Es otro factor que puede modificar los resultados histolégicos (7, 12). La urgencia de la biopsia exige la aplicacion
de técnicas de procesamiento rdpido, como la congelacién. Sin embargo, tanto en nuestra experiencia como en la
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de otros autores (7), esta técnica produce importantes artefactos con dificultad para valorar la lesién arteriolar y el
grado de fibrosis intersticial, no existiendo reproducibilidad entre el examen mediante congelacién y el posterior
estudio con secciones de parafina (aportacion personal). La posibilidad de errores en la interpretacién con esta meto-
dologia puede tener graves consecuencias, no sélo para la valoracién de la lesién glomerular o vascular, sino tam-
bién para la interpretacion de neoplasias potencialmente malignas (21). La biopsia renal siempre exige un procedi-
miento adecuado para la tipificacion de una determinada lesion; es prudente que, dada la importancia que tiene una
correcta valoracion del posible injerto, no regateemos a la hora de seleccionar una técnica que, por rdpida, resulte
inadecuada, como ocurre con la técnica de congelacion.

Parametros histolégicos

Existe diferencia de opiniones a la hora de priorizar un parametro histolégico que sea util como marcador de una
determinada reserva funcional renal, sobre todo en rifiones de donantes con edad superior a 60 afios.

Para una valoracion objetiva de estas biopsias es aconsejable conocer las repercusiones morfoldgicas renales
producidas por la edad. Con los afios disminuye paulatinamente el indice de filtrado glomerular, lo cual repercute
directamente en la reduccion del aclaramiento de la creatinina sérica (22). Estas modificaciones funcionales estan
en relacion con multiples mecanismos interrelacionados, entre los que destacan la alteracion hemodindmica del
flujo sanguineo intrarrenal y el aumento de la permeabilidad capilar glomerular. Las principales alteraciones mor-
foldgicas son el acortamiento de la nefrona, la reduccién de la cantidad de glomérulos, con un incremento de la glo-
merulosclerosis de aproximadamente el 10%, ademds del aumento del componente eldstico e hialino de las arterias
y las arteriolas (23).

Para familiarizarnos con estas alteraciones producidas por la edad, hemos revisado riflones de 50 autopsias pro-
cedentes de pacientes con edad superior a 50 afios. En cada riion hemos examinado un minimo de tres campos
microscopicos (objetivo de 10 aumentos), que contenian un promedio de entre 25 y 35 glomérulos por 4rea. En cada
campo o drea hemos contabilizado la cantidad de glomérulos, el grado de patologia arterial y arteriolar, asi como el
dafo tubulointersticial. Nuestra conclusion es que el promedio mdximo de glomerulosclerosis era del 14,8% en los
rifiones de pacientes con edad comprendida entre 73 y 76 afios, mientras que en los que tenian de 69 a 72 afos era
del 8,67%, y de un 7,1% en aquellos cuya edad estaba entre 55 y 68 afos. El dafio vascular arteriolar y arterial, con-
sistente en esclerosis de la intima e hialinosis, era proporcional al grado de glomerulosclerosis. La valoracion de la
lesion arteriolar resultd dificultosa, dado el caracter segmentario de las lesiones de arteriolohialinosis y debido al
hecho de que sdlo se identificaban un promedio de dos o tres arteriolas por cada 30 a 40 glomérulos. Este hecho es
importante a la hora de considerar una biopsia adecuada, que en nuestra experiencia no deberd tener nunca menos
de 25 glomérulos si queremos valorar un minimo de tres o cuatro arteriolas.

Uno de los pardmetros mds utilizados es el porcentaje de glomerulosclerosis. Sin embargo, existe en la literatu-
ra una cierta diversidad entre el porcentaje de glomerulosclerosis, la edad y la relacién con la funcién del injerto.
Para Gaber y cols. (8), mas de un 20% de glomerulosclerosis se relaciona con un 87% de injertos inicialmente no
funcionantes y una mala funcidn a los seis meses después del implante. Sin embargo, estas conclusiones se basan
en un grupo de estudio de s6lo ocho pacientes, en los que el porcentaje de glomerulosclerosis era superior al 35%
(39% = 6%) (8). Hay estudios que han constatado una relacién entre la edad del donante, el porcentaje de glomeru-
losclerosis, la fibrosis intersticial y la relacion con la funcién del injerto (9). Los rifiones con mayor grado de fibro-
sis intersticial tenfan mds del doble de probabilidades de mala funcién al afio del trasplante renal (9). Contra-
riamente, otros trabajos no encuentran una relacién directa entre la glomerulosclerosis y la funcién ulterior. Pokorna
y cols. (17) incluyeron 35 casos en que el grado de glomerulosclerosis era superior al 25%, sin observar relacion
entre este parametro y la funcién del injerto si la edad del donante se inclufa en un andlisis multivariable. Parece ser
que el parametro histolégico que mds repercusion tiene sobre la viabilidad de un injerto es el dafio vascular, y con-
cretamente la hialinosis arteriolar (7, 11, 19). Karpinski y cols. (11) describen que el 100% de los rifiones de donan-
tes con una importante hialinosis arteriolar desarrollaban mala funcién renal desde el inicio y al afo del trasplante.
Bosman (14), tras un andlisis multivariable de diferentes lesiones histoldgicas, concluye que la lesién arterial con-
sistente en esclerosis de la intima era el principal determinante de la funcién al afio y medio del trasplante.
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En cuanto a la fibrosis intersticial también hay discrepancia. Seron y cols. (24), asi como Randhaw y cols. (9),
encuentran relacion entre la fibrosis intersticial y la funcién ulterior del injerto. Sin embargo, es necesario consta-
tar la dificultad que comporta hacer una valoracion objetiva del grado de fibrosis, sobre todo si la biopsia es pequeia
y si no se utilizan métodos de cuantimetria automatizados (comunicacién personal).

Alternativas

Para incrementar al maximo la utilidad de la biopsia renal y a fin de optimizar los rifiones subdptimos considera-
mos de utilidad una serie de alternativas.

En primer lugar, hay que familiarizarse con las alteraciones histoldgicas de los rifiones en edades seniles, por
encima de los 65 afios. Un porcentaje de glomerulosclerosis superior al 20% no se debe exclusivamente a la edad,
y en nuestra opinién siempre sugiere la existencia de una enfermedad renal previa, con significado en la funcién y,
por tanto, con muy pocas probabilidades de funcidn posimplante. Una importante hialinosis arteriolar, sobre todo si
es concéntrica, es un signo histopatoldgico que debe contraindicar la seleccion de dicho injerto.

En definitiva, es dificil aceptar que los rifiones con mds de un 20% de glomerulosclersosis o con una importan-
te lesion arteriolar sean debidos exclusivamente a cambios de la edad y que no exista deterioro importante en la fun-
cion renal del donante. Las biopsias con mas de un 20% de glomérulos esclerosados deben tener siempre un signi-
ficado en la funcidn renal. En una revision propia de 75 biopsias renales médicas de pacientes con enfermedad renal,
insuficiencia renal o proteinuria-hematuria, el porcentaje de glomerulosclerosis era inferior a un 20% (término
medio 18%). Por lo tanto, consideramos que los porcentajes de hasta un 50% de glomerulosclerosis que algunos
autores defienden como limite mdximo para aceptar un riiién (25) nos parecen excesivos, ademads de resultar muy
dudosos en relacién con la viabilidad posterior de dichos injertos. Estos autores recomiendan en casos limite la
implantacién doble renal.

En segundo lugar, es importante que la biopsia tenga un tamaifio adecuado para que el resultado de su estudio
histoldgico sea reproducible. En biopsias por debajo de 25 glomérulos y sin arterias disminuye el valor de sus para-
metros histolégicos. La alternativa es realizar biopsias en cufia de 0,5 cm de profundidad, que permitan una valoracién
correcta no sélo del porcentaje de glomérulos esclerosados sino también de la observacion de arterias y arteriolas.

En tercer lugar, se debe emplear una metodologia de procesamiento que garantice la visualizacion de todos los pa-
rametros previamente citados. Actualmente existen métodos que facilitan un resultado rapido, en menos de tres horas.

En cuarto lugar, se deben utilizar protocolos que categoricen todo tipo de alteracion, destacando el grado del
dafio arterial o arteriolar.

Por ultimo, los patélogos, como integrantes de los equipos multidisciplinares de trasplante, tenemos la obliga-
cién de mejorar todo nuestro arsenal técnico y de conocimiento, aportando nuevas técnicas que posibiliten el maxi-
mo grado de seleccion objetiva. Sélo asi la anatomia patolégica, por medio de la biopsia, puede ser la piedra angu-
lar que permita aumentar la oferta de injertos subdptimos susceptibles de trasplante, reduciendo al maximo la tasa
de rifiones desechados.
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SEQUENTIAL LIVER TRANSPLANTATION

A.J. Linhares Furtado
Transplant Unit, Coimbra University Hospital, Coimbra, Portugal

An overall view of sequential or domino liver transplantation using livers from donors transplanted for familial
amyloidotic polyneuropathy (FAP) is presented. The anatomical and functional normality of these organs (except
for the production of TTR Met 30) and the average time (30 years) for that genetic defect to express clinically pro-
vide the main rational basis for the procedure.

Portugal has the highest incidence of FAP. The disease has been the indication for nearly 30% of all liver trans-
plants in the country. FAP domino liver transplantation is responsible for 15.3% of all grafts used at Coimbra
University Hospital, where the strategy was initiated in 1995. These grafts have all the advantages of living donor
grafts and may be used as whole, reduced or split organs. The most important ethical points raised by this proce-
dure are the safety of the FAP donors, expected development of FAP in the recipients and indications in younger
patients. The informed consent must include information on the chances of FAP development.

Some technical details of the donors’ and recipients’ operations, including the combination of FAP domino liver
transplantation with split are presented, mainly based on the experience of the Transplant Unit at Coimbra
University Hospital, which amounts to 65 FAP domino liver transplantations in 63 patients.

The patient survival rates (at one year) for malignant and benign diseases are similarly low (76% and 74.2%),
indicating the importance of preferential assignment of very high-risk patients to the procedure.

The need for expanding the original indications—malignant disease and patients younger than 50 years—is dis-
cussed. Some very special situations, the ever-increasing organ shortage and the limitations of living donation,
imposed the broadening of the indications and the inclusion of younger patients.

This large, pioneering experience with FAP domino liver transplantation provides sufficient evidence on the safety of
the procedure, its low rate of surgical complications and its significant usefulness in regions where FAP is most prevalent.

The probability of FAP development in FAP domino liver transplantation recipients seems to be a real threat.
However, the absence of symptoms in patients six and seven years after FAP domino liver transplantation, as well as
the apparent slow deposition of amyloid in peripheral nerves, justify the expectation that the disease will not appear
earlier than 30 years posttransplantation, and probably then only in some patients.

ISCHEMIC PRECONDITIONING: A NEW STRATEGY
FOR THE PREVENTION OF ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY

C. Peralta, A. Serafin, L. Fernandez-Zabalegui, Z.Y. Wu and J. Rosell6-Catafau
Department of Experimental Pathology, Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona, CSIC-IDIBAPS, Barcelona,
Spain; General Surgery Division, Renji Hospital, Shanghai, China

Introduction

Ischemia-reperfusion injury is a serious problem in clinical transplantation and is the second cause of organ failure
after immunological graft rejection. Ischemia-reperfusion injury shows a complex pathophysiology, with a number
of factors contributing to energy degradation during ischemia: generation of reactive oxygen species during reper-
fusion, “no-reflow phenomenon” and calcium overload reperfusion. This makes it difficult to achieve an effective
protection by targeting individual mediators or mechanisms. In contrast, the most promising protective strategy
against ischemia-reperfusion injury explored during the last few years is ischemic preconditioning, which appears
to increase the resistance of the organs/tissues to ischemia and reperfusion events.
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Ischemic preconditioning is an adaptive pathophysiological phenomenon, first described by Murry et al. in 1986
when a canine heart ischemia model was used (1). The appearance of cardioprotection within 12-24 hours follo-
wing preconditioning with ischemia has been also demonstrated. This form of preconditioning is known variously
as “delayed preconditioning”, “late preconditioning” or “second window of protection” (2).

It is now well established that preconditioning turns out to be a universal phenomenon occurring in other organs
and tissues such as brain, liver, skeletal muscle, lung, small intestine and kidney (3-8). The occurrence of ischemic
preconditioning is specific for each tissue and animals species. In liver, small intestine and kidney, it is well known
that a short and limited period of ischemia (5-10 minutes) followed by 10 minutes reperfusion confers an earlier,
effective protection against ischemia-reperfusion injury (4, 7-8).

Ischemic preconditioning is also a multifactorial process in which multiple signals and several effective mecha-
nisms interact. Several authors have described that myocardial protection is induced by brief ischemia-reperfusion
of noncardiac tissues such as kidney and small intestine (9). Recent studies have evidenced that a remote protection
is induced in lung and kidney by brief liver ischemia in rats (10-11).

Protective mechanisms of liver ischemic preconditioning

The molecular basis for ischemic preconditioning consists of a sequence of events. In response to the triggers of
ischemic preconditioning, a signal must be rapidly generated that is then transduced into an intracellular message,
leading to amplification of the effector mechanism of protection. Although the mechanisms are complex and spe-
cific for each organ and tissue, a widely adopted paradigm for ischemic preconditioning is as follows: 1) freely dif-
fusible molecules/radicals such as nitric oxide and adenosine act in autocrine and/or paracrine manner as “triggers”’
to activate the protective mechanisms, and 2) activation occurs of a protein kinase signal cascade, including NFxB
and others.

Nitric oxide

Nitric oxide plays a central role in the protective mechanisms of liver ischemic preconditioning in warm- and cold-
ischemia models against ischemia-reperfusion injury (12, 13). Nitric oxide generation occurring in liver precondi-
tioning is a consequence of the adenosine released to the extracellular space, which in turn activates nitric oxide
synthase. This transient nitric oxide generation showed significant beneficial effects on reperfusion by inhibiting the
release of endothelins, potent vasoconstrictors, formed in reperfusion. (14) This is consistent with the fact that nitric
oxide induced by liver preconditioning improved hepatic intracellular oxygenation and reduced hepatocellular
injury whereas inhibition of nitric oxide synthesis blocked the protective effect of preconditioning, reduced tissue
oxygenation and increased hepatocellular injury (15). These data suggest that nitric oxide may be sufficient to limit
the progress of ischemia-reperfusion in normal livers.

Adenosine

In rat liver, adenosine receptor blockade during preconditioning with selective adenosine A2 receptor antagonists
abolished the protective effect of ischemic preconditioning, whereas the administration of adenosine Al receptor
antagonists was not able to modify this protective effect (16). Nitric oxide generation was also inhibited by admi-
nistration of adenosine A2 receptor antagonists to the preconditioned rats. In other tissues such as heart, skeletal
muscle and brain, ischemic preconditioning requires the activation of potassium adenosine triphosphate channels
via adenosine receptors (2). These differences among various tissues could suggest a genetic activation of specific
ischemic preconditioning-dependent proteins.
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In liver, the optimum ischemic time window to induce preconditioning is defined by the tissue adenosine/xan-
thine ratio (17). Both adenosine triphosphate metabolites are accumulated in tissue as a function of the length of the
ischemic period. The lower limit is defined as the minimum of adenosine able to induce nitric oxide, whereas the
upper limit is defined as the concentration of xanthine that generates superoxide anion in sufficient quantity to re-
move the generated nitric oxide and lead to the formation of peroxynitrite (17).

Reactive oxygen species

Ischemic preconditioning is an effective strategy for preventing lipid peroxidation injury in rat cold- and warm-ischemia
reperfusion models (18-20). The main source of toxic reactive oxygen species generated during hepatic ischemia-reper-
fusion is associated with xanthine oxidase activity. Thus, in ischemic tissue, xanthine dehydrogenase is converted to xan-
thine oxidase. At the same time, adenosine triphosphate degradation leads to an accumulation of xanthine. Ischemic pre-
conditioning limited the accumulation of xanthine and reduced the conversion of xanthine dehydrogenase to xanthine
oxidase during sustained ischemia (18, 20). This fact could explain the effect of ischemic preconditioning on lipid per-
oxidation in normal and fatty livers by reducing postischemic reactive oxygen species generation. This endogenous pro-
tective mechanism is probably more effective against reactive oxygen species than pharmacological strategies based on
the administration of antioxidants because they need to reach the site of action in adequate concentrations to be effec-
tive. Recently, it has been suggested that ischemic preconditioning could protect against hepatic ischemia-reperfusion
injury by the preservation of mitochondrial redox state and thus, parenchymal tissue oxygenation (21).

Signal transduction

TNFxB plays a key role in the regulation of inflammatory events associated with ischemia-reperfusion injury.
Hepatic ischemia-reperfusion injury activates NFkB and inflammatory cytokines, and the inhibition of NFkB atte-
nuates cytokine expression. The role of NFkB in hepatic ischemic preconditioning in mice is controversial (22-24).
Few studies have been carried out and their results are contradictory. Teoh et al. (23) reported that liver precondi-
tioning activates NFkB, p38 kinase and cell entry (21). By contrast, Funaki et al. (24) suggest that an attenuation
of NFkB activation with subsequent reduction of TNFo.-mRNA expression is produced (22). These controversial
results seem to be linked to the different pathophysiological conditions studied by these authors. However, the fact
that reactive oxygen species can directly activate several intracellular pathways, such as Ik kinases, STAT-1 and p38
stress-activated protein kinase (SAPK), could be consistent with an upregulation of NFkB expression during liver
preconditioning, as well as SAPK activation.

Remote protection

An established consequence of hepatic ischemia-reperfusion is the induction of important pulmonary pathological
alterations, such as the adult respiratory distress syndrome associated with human liver transplantation and the mul-
tiple organ failure associated with primary graft failure. These changes appear to be linked to hepatic release of TNF
by Kupffer cells. Ischemic preconditioning reduces the increase in hepatic postischemic TNF release and prevents
TNF release from the liver into the systemic circulation, thus attenuating the lung damage following hepatic ische-
mia-reperfusion (10). This beneficial effect seems to be due to the inhibitory action of the nitric oxide induced by
ischemic preconditioning on the TNF released by Kupffer cells. Thus, the liver preconditioning by inhibiting hepa-
tic postischemic TNF release, through nitric oxide, attenuates the inflammatory responses observed in liver and
extrahepatic organs such as lung, intestine and pancreas (25). The role of TNF in liver preconditioning is contro-
versial. In this sense, a recent study has evidenced that the hepatoprotective effects of ischemic preconditioning can
be simulated by low doses of TNF (26).
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Energy metabolism

Liver preconditioning preserves the energy metabolism degradation occurring during sustained ischemia (27). This
is due to adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK), which mediates the protective effects of liver
preconditioning by increasing AMPK activity and thus leading to adenosine triphosphate preservation and the sub-
sequent reduction of lactate accumulation during ischemia (27). Neither mechanism has any relationship with the
generation of nitric oxide occurring during preconditioning. The administration of AMPK activity inducers such
AICAR mimicked the beneficial effects of preconditioning.

Clinical applications

It is noteworthy that ischemic preconditioning is not only an object of academic interest; it has been applied in cli-
nical trials. Ischemic preconditioning was successfully applied in patients undergoing hemihepatectomy in which a
significant decrease in AST/ALT levels after 24 hours of surgery was observed (28). The use of one-cycle liver pre-
conditioning consisting in 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of reperfusion was effective and allowed
the continuous clamping of the portal triad during hepatectomy, preventing bleeding and thereby decreasing the risk
of surgery for the healthy donor (28). In the clinical setting, preconditioning was superior to intermittent clamping
for ischemic periods of up to 75 minutes because it is not associated with blood loss during transection of the liver.
However, for prolonged ischemic insults exceeding 75 minutes, intermittent clamping was superior to preconditio-
ning (29).

Conclusions

Ischemic preconditioning has been demonstrated to be a promising tool for the prevention of hepatic ischemia-
reperfusion injury in different warm- and cold-ischemia models. Liver preconditioning has proved its usefulness in
human liver resections, but its clinical application in liver transplantation must be elucidated in the coming years.
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EXPERIENCIAS CON LA UTILIZACION DE MICOFENOLATO DE
MOFETILO Y TACROLIMUS EN EL TRASPLANTE PULMONAR

R. Lama Martinez
Servicio de Neumologia, Unidad de Trasplante Pulmonar, Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba

El tratamiento inmunosupresor convencional para la prevencion del rechazo en el trasplante pulmonar consiste en
una triple terapia con ciclosporina, azatioprina y corticoides. No obstante, la eficacia del régimen inmunosupresor
no es Optima, ya que la incidencia de rechazo agudo es muy alta, sobre todo en los seis primeros meses postras-
plante, y la incidencia de rechazo crénico, manifestado como sindrome de bronquiolitis obliterante, también es muy
elevada, de hasta el 50% a los tres afios del trasplante. El sindrome de bronquiolitis obliterante es la principal causa
de mortalidad (30%) a partir del primer afio después del trasplante, y el principal factor de riesgo para su desarro-
llo es el antecedente de episodios de rechazo agudo grave o recurrente. Un problema afiadido es el efecto toxico
directo de los inmunosupresores sobre diversos 6rganos; la neurotoxicidad, la hipertension arterial, la insuficiencia
renal, la diabetes, etc., son trastornos frecuentes relacionados con los farmacos inmunosupresores. Ademads, las
infecciones y el desarrollo de tumores de novo son importantes causas de morbimortalidad tras el trasplante, rela-
cionadas con la depresién de la respuesta inmunoldgica.

Existen pruebas de que el tacrolimus y el micofenolato de mofetilo disminuyen la incidencia de rechazo agudo
en los receptores de trasplante de rifidén, corazén o higado, sin producir un aumento significativo de la toxicidad.
Sin embargo, ain estd por demostrar su influencia en el rechazo crénico de estos injertos.

Basandose en la experiencia preliminar con tacrolimis y micofenolato de mofetilo en otros trasplantes, ambos farmacos
se estdn utilizando actualmente en los receptores de aloinjerto pulmonar, tanto en régimen de inmunosupresion primaria de
mantenimiento como en terapia de rescate, sustituyendo a la ciclosporina y a la azatioprina, respectivamente, en los casos de
rechazo agudo recurrente o refractario y cuando existe sindrome de bronquiolitis obliterante inicial o ya establecido.

Tacrolimuis en inmunosupresién primaria

La eficacia de tacrolimus frente a ciclosporina, ambos en asociacién con azatioprina y corticoides, como inmuno-
supresion primaria se ha comparado en varios trabajos. Un estudio prospectivo realizado por el grupo de Pittsburg
demuestra que la incidencia de rechazo agudo es menor en el grupo tratado con tacrolimus a los seis meses y un
afio de seguimiento. A los dos y cuatro afios de seguimiento adicional, observaron que la incidencia y el periodo
libre de sindrome de bronquiolitis obliterante era menor en el grupo de tacrolimus. La incidencia de infecciones fue
similar en ambos grupos, si bien las infecciones bacterianas fueron mds frecuentes en el que recibia ciclosporina y
las infecciones micdticas se dieron con mds frecuencia en los tratados con tacrolimus. La supervivencia también fue
semejante en los dos grupos, aunque tendia a ser mejor en el de tacrolimus. Sin embargo, a los nueve afios de segui-
miento de este mismo grupo, los autores no encontraron diferencias significativas entre ambos brazos terapéuticos
en cuanto a la incidencia de rechazo agudo, sindrome de bronquiolitis obliterante y supervivencia.

Otros estudios retrospectivos, realizados con pocos pacientes y con periodos de seguimiento cortos, muestran que la inci-
dencia de rechazo agudo es significativamente menor en regimenes de inmunosupresion con tacrolimus frente a ciclosporina,
sin aumentar la incidencia de infecciones, aunque con un incremento de la supervivencia en el grupo tratado con tacrolimus.

Tacrolimus como terapia de rescate
En cuanto al uso del tacrolimis en sustitucion de la ciclosporina, en combinacién con azatioprina y corticoides, en

los casos de rechazo agudo recurrente o persistente, actualmente no existen ensayos clinicos controlados y la
mayoria de los estudios son observacionales, con resultados positivos.

I 18



Barcelona, 2-5 de febrero de 2003

Los estudios publicados acerca de la sustitucion de la ciclosporina por el tacrolimis como terapia de rescate en
el sindrome de bronquiolitis obliterante son también retrospectivos, y en ellos se demuestra la estabilizacion o retar-
do en el descenso de la funcién pulmonar en algunos pacientes.

Micofenolato en inmunosupresion primaria

Basandose en la experiencia de otros trasplantes de érganos solidos, muchos grupos de trasplante pulmonar han sus-
tituido la azatioprina por el micofenolato de mofetilo.

Varios estudios retrospectivos comparan la eficacia del micofenolato de mofetilo frente a la azatioprina en com-
binacién con la ciclosporina y los corticoides, encontrando una incidencia de rechazo agudo significativamente
menor en el grupo tratado con micofenolato de mofetilo. En alguno de estos trabajos se observa que la incidencia
de colonizacion por Aspergillus ssp. es significativamente mayor en este grupo. Sin embargo, dos estudios pros-
pectivos multicéntricos muestran resultados preliminares a los seis meses y un aflo, en los cuales la incidencia de
rechazo agudo, infecciones y supervivencia es similar.

Micofenolato como terapia de rescate

La experiencia es muy limitada en cuanto a la sustitucién de la azatioprina por el micofenolato de mofetilo en el
rechazo agudo recurrente o persistente y en el sindrome de bronquiolitis obliterante.

Tacrolimus en asociacion con micofenolato

La asociacién de tacrolimus junto con micofenolato de mofetilo, frente a ciclosporina y azatioprina o micofenolato
de mofetilo se estd estudiando tras los resultados preliminares de un trabajo retrospectivo donde se comprob6 que
el grupo de tacrolimiis mds micofenolato presentaban menos rechazo agudo que el grupo tratado con ciclosporina
mds azatioprina. Un estudio prospectivo, tras un afio y medio de seguimiento, muestra un periodo libre de rechazo
agudo mayor, aunque no significativo, en los que recibian tacrolimdus, asi como una incidencia de rechazo agudo
significativamente menor también en los tratados con tacrolimds, siendo la incidencia de infecciones similar en
ambos grupos, pero con tendencia a una mayor frecuencia de infecciones fingicas. La supervivencia a los seis
meses y tras un afio de seguimiento se asemeja en los dos grupos.

Actualmente estd en curso un ensayo clinico, prospectivo, aleatorizado y multicéntrico, promovido por el Grupo
Europeo y Australiano, donde se compara la eficacia de tacrolimds mds micofenolato de mofetil frente a ciclospo-
rina mds micofenolato de mofetilo, cuyo principal objetivo es evaluar la incidencia de sindrome de bronquiolitis
obliterante a los tres afios.

Conclusiones

1) Tacrolimus frente a ciclosporina en asociacién con azatioprina y corticoides:
* En inmunosupresion primaria: menor incidencia de rechazo agudo en el grupo tratado con tacrolimus; sin dife-
rencias en cuanto a sindrome de bronquiolitis obliterante, infecciones y supervivencia.
* En rechazo agudo recurrente o persistente: es eficaz en su control.
* En sindrome de bronquiolitis obliterante: estabiliza o retarda el descenso del FEV .
2) Micofenolato de mofetilo frente a azatioprina en asociacion con ciclosporina y corticoides:
* En inmunosupresion primaria: es una alternativa segura, con similar perfil de seguridad e igual incidencia de
rechazo agudo y supervivencia.
* En rechazo agudo recurrente y sindrome de bronquiolitis obliterante: experiencia muy limitada.
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3) Tacrolimus en asociacién con micofenolato de mofetilo y corticoides: resultados alentadores como inmunosu-
presiéon de mantenimiento frente a otros régimenes inmunosupresores.

Como resumen final, el tacrolimus y el micofenolato de mofetilo son tan o mds eficaces que la ciclosporina y
la azatioprina, respectivamente, con similar perfil de seguridad, con tendencia a disminuir la incidencia de rechazo
agudo y con igual toxicidad. Sin embargo, hacen falta mas estudios controlados para comprobar el impacto sobre
el sindrome de bronquiolitis obliterante.

MONITORIZACION C, EN EL TRASPLANTE DE PULMON

A. Roman
Servei de Pneumologia, Trasplante Pulmonar, Hospital Vall d’Hebron, Barcelona

Introduccién

Desde que el Dr. Borel descubri6 la ciclosporina A, y pocos afios después se introdujo en el tratamiento inmunosu-
presor del trasplante de 6rganos, han pasado casi 20 afios. Durante este tiempo se han desarrollado todos los tras-
plantes de 6rganos sdlidos, a excepcion del trasplante renal. Los resultados han ido mejorando paulatinamente, y
también se ha avanzado en la inmunosupresion. Concretamente, el tratamiento inmunosupresor con ciclosporina A
se mejord gracias a la formulacion Neoral, que disminuyd la variabilidad de absorcion del farmaco, tanto intra como
interindividual. Esta nueva formulacién presenta la caracteristica de alcanzar la C_, a las dos horas de la ingesta,
frente a la C . a las cuatro horas de la ciclosporina A clésica.

Varios estudios avalan la idea de que la biodisponibilidad de la ciclosporina A estd relacionada con la aparicién
de rechazo. Asi, una baja biodisponibilidad o un aclaramiento aumentado de la ciclosporina representa un riesgo de
rechazo incrementado. Por otra parte, la concentracion de ciclosporina A en sangre se ha relacionado con su efecto
inmunosupresor, segin estudios que observan variaciones de la inhibicién de la calcineurina en los leucocitos o del
porcentaje de linfocitos que expresan IL-2.

Una aproximacion al drea bajo la curva (AUC) de la ciclosporina, en su forma Neoral, objetiva que la mayor
variabilidad en la concentracion del fairmaco en sangre se produce durante las primeras cuatro horas tras la toma, y
por lo tanto serd el drea bajo la curva de las primeras cuatro horas (AUC, ,) la que mejor se va a correlacionar con
la biodisponibilidad real del farmaco.

Objetivo

Se trata de conocer de la forma mds sencilla posible la biodisponibilidad real de la ciclosporina A para cada
paciente y para cada situacion clinica. Se debe tener en consideracion que existen al menos dos fases bien dife-
renciadas en el posoperatorio del trasplante de un 6rgano. La primera fase se denomina temprana, y es conside-
rada de maximo riesgo inmunolégico por acumular en todos los trasplantes de 6rganos sélidos la mayor inci-
dencia de rechazo agudo. Este periodo también se conoce como fase de induccién. La segunda fase del posope-
ratorio, o fase tardia, se distingue por una menor incidencia de crisis de rechazo agudo, por la aparicién de recha-
70 crénico en algunos pacientes y por la presencia de efectos secundarios a largo plazo relacionados con el tra-
tamiento inmunosupresor.
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Mejorando la monitorizacion de la ciclosporina A

Las evidencias de que el AUC,_, de la ciclosporina A es la mejor aproximacion a la biodisponibilidad real del far-
maco se deben validar en cada tipo de trasplante. La validacién pasa por realizar estudios retrospectivos y trans-
versales observacionales como primer paso. Este tipo de trabajos se han completado con los trasplantes hepatico y
renal. Ademas, son necesarios estudios prospectivos en pacientes trasplantados de novo para tener datos en todas
las fases del posoperatorio. A partir de aqui se debe intentar simplificar la metodologia, y en este punto todos los
estudios realizados apuntan que la C, es la que mejor se correlaciona con el AUC, . Por dltimo, a partir de los resul-
tados de los estudios prospectivos, en cada 6rgano hay que definir las concentraciones de C, deseables para cada
situacién y para cada momento del posoperatorio.

En los trasplantes renal y hepdtico ya se han dado pasos importantes para conseguir estos objetivos. Por ejemplo,
en 1999 Mahalati y cols. observaron en trasplantes renales de novo que los pacientes que alcanzaban un AUC_, de
4400 a 5500 ng-h/ml entre el tercero y el quinto dia del posoperatorio presentaban durante los tres primeros meses
una tasa de rechazo muy inferior a los pacientes con un AUC,_, inferior a 4400 ng-h/ml. De los numerosos estudios
que existen sobre trasplante renal y hepatico, tanto retrospectivos como prospectivos multicéntricos, todos han pre-
sentado resultados en la misma linea.

El problema del estudio sistemdtico en la clinica del AUC_, es que se trata de un método poco practico, especial-
mente por la necesidad de la toma de numerosas muestras. Por ello, los trabajos anteriores se han complementado con
la bisqueda de una estrategia de muestreo limitado que se correlacione adecuadamente con el AUC, . Los resultados
en este sentido han sido claros: la C, es el punto que mejor se correlaciona con el AUC,_,. Ademads, se ha demostra-
do que la C,, que es la monitorizacion cldsica de ciclosporina A, presenta una mala correlacin con el AUC, ,. C, se
correlaciona bien desde la primera semana en el trasplante renal, y esta correlacion se ha observado en todos los tipos
de trasplante de 6rgano estudiados. Claramente, es en el trasplante renal donde los datos son mds abundantes, lo cual
ha permitido definir, por ejemplo, la probabilidad de ausencia de rechazo relacionada con las concentraciones de C,.

Después de estos resultados, en febrero de 2002 tuvo lugar en Parfs una reunién de consenso (CONCERT Inter-
national Consensus) donde se aceptaron las concentraciones diana de C, para los trasplantes renal y hepatico en los
distintos periodos posoperatorios. En esta reunién, se concluyé que la monitorizacién de C, es la mejor opcién de
control del tratamiento con ciclosporina A en el trasplante renal y el hepético de novo. Ademads, los pacientes ya
trasplantados con sospecha de toxicidad por ciclosporina A se pueden beneficiar del control mediante C,.

Datos en-el trasplante pulmonar

Existen escasos estudios sobre trasplante pulmonar, la mayor parte de ellos publicados en el dltimo afio. Se han
hecho ensayos transversales en pacientes estables, observandose unas concentraciones de C, intermedias entre las
recomendadas para el trasplante renal y para el hepatico. Un estudio reveld algunas diferencias en la farmacociné-
tica de los pacientes con fibrosis quistica que toman ciclosporina A, en el sentido de una menor biodisponibilidad
y una mejor correlacion de C, con el AUC_, en estos pacientes, que sin duda constituyen un grupo especial de tras-
plantes pulmonares. Por dltimo, algunos trabajos sobre pacientes con toxicidad atribuible al tratamiento con ciclos-
porina A han permitido observar que el descenso de la dosis de este fdmarco, controlado mediante C,, ha sido segu-

ro y se ha producido una mejoria parcial de los pacientes.

Estrategia de implantacion de la monitorizacion
de la ciclosporina A mediante C,

Una vez que se tienen estas pruebas, estd claro que el estudio del AUC, , de forma simplificada es absolutamente
necesario para el mejor control del tratamiento con ciclosporina A. El cambio de estrategia pasa por un proceso que
ha de incluir sucesivamente cuatro puntos:
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1) Aceptar la racionalidad del uso de C,.

2) Constatar que todos los estudios disponibles, aunque insuficientes, apoyan la idea de que la C, es una estrategia
de monitorizacién mejor que C,,.

3) Iniciar el estudio del AUC,,_, y la C, en los pacientes con la necesaria adaptacion de todas las personas que cui-
dan de ellos y de los pacientes mismos. Esta puede ser una tarea complicada y con malos resultados si no se hace
un esfuerzo informando a todos aquellos que estdn relacionados con el trasplante.

4) Por ultimo, se ha de ganar en experiencia prospectiva, tanto individual como multicéntrica, mediante estudios
bien planificados, que permitan conseguir la informacién necesaria para que esta estrategia beneficie a los
pacientes.

Tal como concluyeron los expertos que se reunieron en Paris en la conferencia de consenso, son necesarios mas
estudios prospectivos para evaluar los posibles beneficios a largo plazo de la monitorizacién de la ciclosporina A
mediante C, en los pacientes ya trasplantados y trasplantados de novo, a fin de constatar la eficacia en la preven-
cion del rechazo y la seguridad de esta estrategia de monitorizacion.

PROFILAXIS Y TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES FUNGICAS
EN EL TRASPLANTE PULMONAR

P. Morales

Servicio de Neumologia, Unidad de Trasplante Pulmonar, Hospital Universitario La Fe, Valencia

El riesgo de infeccidn en el paciente inmunodeprimido es significativamente mayor que en la poblacién general. En
el paciente receptor de un trasplante, y por tanto subsidiario de tratamiento inmunosupresor permanente, la infec-
cion y el rechazo son los dos pilares basicos en su seguimiento. Las infecciones son la principal causa de mortali-
dad precoz en el trasplante pulmonar; dentro de éstas, las producidas por microorganismos oportunistas, tanto viri-
cas como flingicas, ocupan un puesto primordial. El riesgo de infeccién en los pacientes con trasplante pulmonar es
mayor que en los receptores de otros 6rganos, posiblemente como resultado de una combinacién de factores. Entre
otros, destaca el hecho de que el pulmoén es el tnico 6rgano trasplantado que tiene contacto continuado con el exte-
rior, sirviendo como puerta de entrada y asiento para la infeccion. Ademds, la relacion directa con la morbilidad
tiene importantes consecuencias inmunoldgicas en la génesis y en el curso clinico del rechazo, tanto agudo como
crénico, y de la bronquiolitis obliterante.

La incidencia de infecciones fingicas es inferior a la de las infecciones causadas por bacterias y virus, pero pro-
ducen mayor mortalidad, por varios motivos: la dificultad del diagndstico precoz, la ausencia de un tratamiento efi-
caz frente a hongos filamentosos, como el Aspergillus spp., y la toxicidad e interacciones de ciertos agentes antifin-
gicos con los farmacos inmunosupresores. El ajuste de la inmunosupresion puede conducir a la pérdida del injerto.

La infeccion fingica se da en el 15% a 25% de los pacientes tras el trasplante pulmonar. En el 80% de los casos
estd causada por Candida spp. y Aspergillus spp., con una mortalidad global de cerca del 60%. La mds prevalente
e importante la produce Aspergillus spp. y, a pesar del diagndstico precoz y el tratamiento agresivo, la mortalidad
sigue siendo elevada.

Aspergillus es un hongo filamentoso con una amplia distribucion ambiental (se encuentra en el polvo, el suelo
y la vegetacion). Las especies que mas cominmente afectan a los pacientes inmunodeprimidos son A. fumigatus,
A. flavus, A. nigery A. terreus.

La infeccidn por Aspergillus puede manifestarse en el receptor de un trasplante pulmonar en tres formas dife-
rentes: colonizacion, traqueobronquitis y aspergilosis invasiva. Aunque se han notificado casos de aspergilosis
broncopulmonar alérgica, raramente ocurre en pacientes con fibrosis quistica (prevalencia del 0,5% a 11%). La cla-
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sificacion utilizada corresponde a la del Grupo Cooperativo de Infecciones Fingicas Invasivas (IFICG) de la
Organizacién Europea para la Investigacién y Tratamiento del Cancer (EORTC), junto con el Grupo de Estudio de
las Micosis del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas (NIAID MSG).

Comparado con otros trasplantes de érganos solidos, la aspergilosis pulmonar invasiva es mds frecuente en el
trasplante pulmonar, con una incidencia del 3% al 18% y una mortalidad de entre el 45% y el 90%, dependiendo
del tipo de trasplante, el tratamiento inmunosupresor y el lugar de la infeccidn (afectacion cerebral en el 88%). El
grado de inmunosupresion, el ambiente hospitalario, el rechazo pulmonar, las infecciones viricas y la utilizacién o
no de profilaxis antifiingica son factores contribuyentes.

Es dificil saber el valor clinico del aislamiento de Aspergillus u otro hongo en una muestra respiratoria, tenien-
do en cuenta que una colonizacién por este hongo es uno de los factores de riesgo de aspergilosis pulmonar invasi-
va que se han identificado en algunos trabajos (de 11 a 22 veces mayor durante los seis primeros meses después del
trasplante, seguin diferentes estudios).

Objetivo

La finalidad de este trabajo es presentar los datos actuales referentes a la profilaxis y el tratamiento de las infec-
ciones fingicas.

Métodos

Como metodologia, se expondra la casuistica del propio centro hospitalario en la prevencién y el tratamiento de la
infeccién fingica, y se hard una revision de la literatura.

Profilaxis

— Pretrasplante: administracion de fluconazol (100 mg/12 horas) en caso de cultivo positivo para Candida spp. o
itraconazol (100 mg/12 horas) para Aspergillus spp. (anfotericina inhalada, segtin los usos), hasta un mes después
de su negativizacion con cultivo repetido.

— Postrasplante: durante el primer mes posoperatorio, administracion de fluconazol (200 mg/12 horas) y anfoterici-
na B nebulizada (0,2 mg/kg/8 horas), seguido de dosis mds reducidas de anfotericina B nebulizada (<0,5 mg/
kg/dia) hasta el tercero o el sexto mes después del trasplante, especialmente si el paciente estaba recibiendo tra-
tamiento antibiético de amplio espectro para las infecciones intercurrentes bacterianas, o si tenia un cultivo posi-
tivo para Aspergillus antes del trasplante.

Tratamiento

— Pretrasplante: itraconazol (200 mg/dia) y anfotericina B nebulizada (<0,5 mg/kg/dia) hasta un mes después de su
negativizacion con cultivo repetido. Supone la exclusion de la lista de espera para trasplante durante ese periodo.

— Postrasplante: la colonizacion en los seis primeros meses tras el trasplante se trata con anfotericina B nebulizada
(0,2 mg/kg/8 horas) e itraconazol oral (200 mg/dia), hasta un mes después de su erradicacion con cultivo repeti-
do. Hasta la fecha, después de los seis meses s6lo se administraba anfotericina B nebulizada o itraconazol oral,
segun la tolerancia del paciente y bajo estrecha vigilancia. En la actualidad se administran ambos tratamientos.

En caso de traqueobronquitis siempre se recurre a un tratamiento combinado, independientemente del tiempo
transcurrido.
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Si existen ulceraciones se administra tratamiento intravenoso con formulaciones lipidas de anfotericina B, a
dosis ajustada segtn la funcién renal durante tres semanas, seguido de itraconazol a dosis de 200 mg/dia.

En la aspergilosis pulmonar invasiva, el tratamiento inicial consiste en anfotericina B liposomal a dosis ajusta-
da segun la funcién renal durante tres semanas, en combinacion con dosis superiores de anfotericina B nebulizada
(>0,5 mg/kg/dia), hasta conseguir la mejoria clinica del paciente.

En todos los casos, el tratamiento inmunosupresor se ajusta por la interaccion de algunos antifingicos (sobre
todo itraconazol y voriconazol) con la ciclosporina y el tacrolimdis, con elevacion secundaria de ambos. Al mismo
tiempo, se intenta mantener dosis eficaces minimas para disminuir la yatrogenia secundaria.

Obtenciéon de muestras

— Cultivos seriados de esputo para bacterias y hongos cada cinco dias durante el primer mes, y posterior-
mente en cada visita si el paciente mantiene una expectoracién o ante cualquier sintoma de infeccién res-
piratoria.

— Fibrobroncoscopia con estudios microbioldgicos de lavado broncoalveolar durante el primer mes (al menos en
tres ocasiones), y posteriormente si se ha considerado clinicamente indicada por semiologia de infeccién mante-
nida o rechazo.

Resultados

Durante el periodo analizado, que comprende 200 trasplantes consecutivos con profilaxis antifiingica (14 unipul-
monares), se han diagnosticado 64 casos de aspergilosis (32%, y 33% en la serie publicada por Monforte y cols.
[J Heart Lung Transp 2001], de los 55 trasplantes pulmonares consecutivos tratados con profilaxis). De éstos, en 19
(29%) 1a indicacion del trasplante correspondia a un enfisema, en 18 (28%) a fibrosis pulmonar, en 15 (23%) a
fibrosis quistica y en 6 (9%) a bronquiectasias, siendo en el 11% restante indicado por otras patologias. Las formas
clinicas de presentacion se distribuyeron de la siguiente forma:

1) Colonizacién por Aspergillus en 48 pacientes (75%): A. fumigatus 59%, A. flavus 35% y A. niger 4%.
2) Alteraciones de la via aérea o traqueobronquitis debida a Aspergillus en 6 casos (9%).

3) Aspergilosis pulmonar invasiva en 10 pacientes (16%), de los cuales en tres fue diseminada. Todos los casos fue-
ron causados por A. fumigatus en cultivos monomicrobianos, excepto en uno coincidente con Scedosporium
apiospermium.

La fecha promedio de deteccion fue de 15,5 a 14,38 meses (para la aspergilosis pulmonar invasiva fue de 10,7
a 9,6 meses), aunque en 28 casos (41%) se detectd durante el primer afio.

La supervivencia actual para los pacientes con infeccion por Aspergillus fue aproximadamente del 87,5% al
4,2% anual (serie global del 61,3% a 4,5%), del 60,1% al 6,8% a los tres afios (serie global 55,7% a 4,7%) y del
50,7% al 7,6% después de cinco afios (serie global 52,2% a 5%) (p=0.6). La infeccién por Aspergillus se correla-
cioné significativamente con la supervivencia a partir del diagndstico (p=0.003). En el punto de corte de seis
meses, los casos diagnosticados en los primeros cinco meses tuvieron una menor supervivencia (p=0.002). Se
observaron diferentes grados de rechazo crénico en el 45% (29/64), asociado con una menor probabilidad de super-
vivencia (p=0.009). El diagndstico de infeccion por Aspergillus precedid al de rechazo agudo (de 1,8 a 4 meses),
a la administracion de 4dcido micofendlico (de 0,5 a 12 meses) y tacrolimus (de 1,3 a 9 meses). No se encontrd aso-
ciacién significativa con la infeccién por citomegalovirus debida a la administracién de esteroides. En s6lo uno de
los casos de aspergilosis pulmonar invasiva habia colonizacion previa por Aspergillus. La mortalidad por aspergi-
losis pulmonar invasiva fue del 80%; en dos casos el diagndstico fue postmortem.
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Conclusiones

La infeccion por hongos filamentosos plantea serios problemas debido a su alta morbilidad y mortalidad. Existe difi-
cultad de interpretacion de las muestras respiratorias aisladas en los pacientes asintomaticos. En el trasplante pul-
monar, ademds de las alteraciones en la inmunidad celular y humoral comunes a otros trasplantes, hay otras del
huésped secundarias a la propia cirugia (tos improductiva por dolor posoperatorio, denervacién pulmonar), drena-
je linfético alterado, aclaracion ciliar alterado, transferencia pasiva de microorganismos, y finalmente por la expo-
sicion continua del injerto al medio exterior. En el momento actual no hay guias de actuacion establecidas, tanto de
profilaxis como de tratamiento. La profilaxis debe comenzar por las fuentes de contaminacién ambientales, sobre
todo hospitalarias y de la vivienda del paciente (por el aire o el agua). El hecho de que la infeccién fingica tienda
a asociarse con una disfuncidn del injerto hace recomendable instituir una profilaxis antiftingica, e incluso terapéu-
tica, en los pacientes con rechazo crénico y cultivos positivos para Aspergillus sin otra evidencia de enfermedad. El
tratamiento combinado, y sobre todo precoz, con anfotericina intravenosa o inhalada e itraconazol, o en la actuali-
dad con caspofungina o voriconazol, puede resultar esperanzador.

VENTAJAS DE LA MONITORIZACION C, DE NEORAL
EN EL TRASPLANTE HEPATICO

F.G. Villamil
Unidad de Hepatologia, Cirugia Hepatobiliar y Trasplante Hepdtico, Fundacion Favaloro, Buenos Aires, Argentina

Introduccién

La ciclosporina A es un metabolito del hongo Tolypocladium inflatum que inhibe la actividad de fosfatasa de la cal-
cineurina y la transcripcion del gen de la interleucina 2, interfiriendo asi en las etapas precoces de la serie de acon-
tecimientos que llevan a la respuesta y proliferacién de los linfocitos T frente a aloantigenos.

La introduccién en la practica clinica de la inmunosupresion con ciclosporina A, a principios de la década de
1980, se asoci6 a un incremento muy significativo de la supervivencia tras el trasplante hepdtico (del 35% al 70%),
en comparacion con el régimen histdrico con azatioprina y corticoides. A pesar del impacto de la ciclosporina A en
los resultados del trasplante hepdtico, diversos estudios demostraron que en su formulacién de preparado liposolu-
ble el farmaco tenia una pobre absorcidn intestinal, particularmente en el posoperatorio inmediato, con una biodis-
ponibilidad de sélo el 34%. Debido a las grandes variaciones en la absorcién de la ciclosporina A de individuo a
individuo, o incluso en el mismo paciente (en gran medida dependiente de la concentracién de sales biliares en el
intestino para dispersar y liberar la ciclosporina A), y también por la imposibilidad de obtener concentraciones pre-
decibles en sangre después de la administracion oral, la mayoria de los centros utilizaban la via intravenosa duran-
te la primera semana postrasplante hepdtico. Tales dificultades fueron superadas en los afios siguientes, con dos
avances de trascendencia. El primero fue el desarrollo de una microemulsién de ciclosporina A (Neoral) que es rapi-
damente absorbida por via oral, atin en pacientes con colestasis o drenaje biliar externo. Estudios farmacocinéticos
demostraron que, en comparacion con el preparado liposoluble, la administracion en microemulsién dio como resul-
tado un incremento significativo del drea bajo la curva (AUC), la concentracién médxima (C )y el tiempo para
obtener la concentracion médxima (T, . ) de ciclosporina A, tanto en los adultos como en los nifios. El incremento
de la biodisponibilidad sistémica utilizando Neoral suprimi6 la necesidad de administrar la ciclosporina A por via
intravenosa. Las ventajas farmacocinéticas del Neoral se tradujeron en un claro beneficio desde el punto de vista
clinico, con una disminucion significativa de la incidencia de rechazo celular agudo. Debido a que se requieren
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dosis menores de microemulsion que de formulacién liposoluble para obtener la misma exposicién a la ciclospori-
na A, la mejoria de los resultados se asocié ademds a una menor toxicidad y una mejor relacién coste-beneficio.
El segundo avance, de introduccién mds reciente, surgié del andlisis de la farmacocinética y absorcién de la
ciclosporina A. Se ha demostrado que la monitorizacién de las concentraciones de ciclosporina A a las dos horas de
la ingesta (C,) es mds eficaz que la cldsica determinacion a las 12 horas de la dltima dosis (C), para disminuir la

incidencia y gravedad del rechazo agudo después del trasplante hepatico.

Racionalidad de la monitorizacion C2

La farmacocinética de la ciclosporina A tras la administracion de Neoral ha sido extensamente estudiada. Al obser-
var las concentraciones de ciclosporina A obtenidas de un gran nimero de pacientes, resulta claro que a las 12
horas de ingerir el farmaco la mayoria estin comprendidas en un rango reducido de concentraciones en sangre. De
esta observacion surgio la idea de que en los pacientes inmunosuprimidos con inhibidores de la calcineurina exis-
te una estrecha “ventana” entre eficacia y toxicidad. La maxima absorcién del Neoral se da en las primeras horas
después de su ingestion, y varia de individuo a individuo. Por lo tanto, las concentraciones de ciclosporina A obte-
nidas durante las primeras cuatro horas se distribuyen en un rango mucho mayor, en comparacién a lo menciona-
do para el C. Los estudios farmacocinéticos han demostrado que, dentro del grupo de pacientes con concentra-
ciones similares de ciclosporina A que utilizan la monitorizacién C,, algunos de ellos presentan concentraciones
bajas en las primeras horas posteriores a la dosis, asociadas a un mayor riesgo de rechazo, y en otros pacientes, en
cambio, se observan concentraciones elevadas, con mayor incidencia de toxicidad. La racionalidad de la monito-
rizacion C, en gran medida surgi6 del estudio de Grant y cols., que investigaron el AUC abreviada (0-6 horas) en
189 receptores de trasplante hepdatico. Los autores canadienses demostraron una correlacion significativa entre la
exposicion a la ciclosporina A y la incidencia de rechazo agudo; es decir, a mayor AUC, menor rechazo. Segin
estas observaciones, podria concluirse que la determinacién del AUC es el método ideal para la monitorizacién de
la inmunosupresion con ciclosporina A. Sin embargo, investigar este indice es caro, laborioso y poco préctico.
Ademads, se ha demostrado que la administracion intravenosa de ciclosporina A permite obtener una elevada AUC
y concentraciones adecuadas, pero es poco eficaz en la prevencion del rechazo agudo. Estos hallazgos, junto con
otros estudios farmacocinéticos, sugirieron que la eficacia inmunosupresora de la ciclosporina A estaria relacio-
nada con las concentraciones obtenidas en las primeras horas después de administrar la dosis. Asi, Grant y cols.
hallaron una correlacion significativa entre la incidencia de rechazo y la C_. de la ciclosporina A, un marcador
que sustituye al AUC, pero no con las concentraciones de C,. En este trabajo se demostr6 ademds que el T, . de
la ciclosporina A a los 10 dias, 15 dias y 16 semanas del trasplante hepético ocurri6 a las 2,2, 2,1 y 2 horas, res-
pectivamente. Por lo tanto, segiin un razonamiento aritmético simple, puede concluirse que el C, refleja la expo-
sicién a la ciclosporina A al expresar indirectamente la C_. y el AUC. En el estudio de Grant y cols. se observé
una correlacién estadisticamente significativa entre el C, y el AUC (r=0,93), hallazgos también confirmados por
Dunn y cols. en los nifios (r=0,89). Los beneficios de la monitorizacién C, fueron asimismo validados desde el
punto de vista inmunoldgico, en los humanos y en modelos experimentales. Halloran y cols. demostraron que la
maxima inhibicién de la actividad de la calcineurina en trasplantados renales y en ratones (sangre y tejidos) ocu-
rrié en las dos primeras horas tras la administracion de una dosis unica de ciclosporina A. Del mismo modo, Sindhi
y cols. encontraron que la proporcién de linfocitos CD4 con expresion de interleucina 2 (el llamado efecto ciclos-
porina) en los trasplantados renales fue significativamente menor a las 2 horas que a las 12 horas de administrar
la ciclosporina A.

La concentracién de metabolitos de la ciclosporina A es significativamente mayor a las 12 horas de ingerir el far-
maco que en la fase de absorcion precoz. Se ha demostrado que los metabolitos pueden tener reaccion cruzada con los
anticuerpos monoclonales que se utilizan en los reactivos para dosificar la ciclosporina A. Por tal motivo, las concen-
traciones de C, son similares utilizando cualquiera de los reactivos comercialmente disponibles (RIA, CEDIA, EMIT,
LCMS, TDx), cosa que no ocurre con la monitorizacion C, donde la presencia de los metabolitos puede modificar sig-
nificativamente los resultados.

Puede concluirse entonces que la monitorizacion C, constituye hoy el método mds racional para controlar la
inmunosupresion con ciclosporina A desde el punto de vista farmacoldgico, bioldgico y también metodolégico.
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Resultados de la monitorizacion C, en trasplantados de novo

La utilidad en la préctica clinica de la monitorizacién C, en el trasplante hepético fue inicialmente demostrada en
un estudio piloto realizado en Canadd y comunicado por Levy y cols., que incluy6 a 30 pacientes inmunosuprimi-
dos con Neoral (15 mg/kg/dia) y esteroides. Las dosis de ciclosporina A fueron modificadas para obtener concentra-
ciones de C,de 0,8 a 1,2 pg/ml. Uno de los aspectos mas importantes de este trabajo fue haber obtenido las concen-
traciones deseadas de C, en el 80% de los pacientes a los tres dfas, y en el 97% a los cinco dias del trasplante hepd-
tico. Con esta estrategia, la incidencia de rechazo celular agudo fue sélo del 7%. La mayoria de los episodios de
rechazo fueron leves y respondieron rapidamente a la administracién de dosis suplementarias de esteroides. A pesar
de utilizarse dosis maximas de Neoral desde el posoperatorio inmediato, no se observo toxicidad renal significativa.

Los beneficios de la monitorizacion C, en el trasplante hepdtico se confirmaron en un estudio multicéntrico
internacional (Neo-INT-06), recientemente publicado, en el que participaron 29 centros de nueve paises. Se inclu-
yeron 307 pacientes inmunosuprimidos con Neoral (15 mg/kg/dia), de los cuales 158 fueron aleatorizados a la
monitorizacién C, y 148 a la C,. Las concentraciones predefinidas para la monitorizacién C, fueron de 1,0 pg/ml
en los tres primeros meses, 0,8 pg/ml entre los tres y los seis meses posteriores, y 0,6 ug/ml a los seis meses del
trasplante hepatico. La incidencia global de rechazo agudo en los tres primeros meses del trasplante hepatico fue
del 31,6% en el grupo C y del 23,6% en el grupo C, (p=0.06). Estas diferencias no fueron estadisticamente signi-
ficativas, debido a que la incidencia de rechazo agudo en el grupo C, resulté menor a la esperada (45%), de acuer-
do con el andlisis de los estudios controlados con Neoral publicados anteriormente. Cuando se disefi6 el estudio era
habitual utilizar ciclosporina A por via intravenosa, seguida de la administracién de Neoral. Después se comprob6
que el uso de Neoral por sonda nasogastrica desde el posoperatorio inmediato, sin utilizar la via intravenosa, se aso-
ciaba a una menor incidencia de rechazo agudo, del 30% al 35%, y similar al 31,6% observado en el grupo C. De
todos modos, la incidencia de rechazo agudo del 23,6% en el grupo C, es de las mds bajas publicadas en estudios
controlados de inmunosupresion en el trasplante hepatico. La proporcién de rechazos agudos moderados o graves,
segtin la biopsia hepdtica, result6 significativamente menor en los pacientes con monitorizacion C, (47%) que en
los aleatorizados a la monitorizacion C, (73%, p=0.01). A su vez, la proporcién de pacientes libres de rechazo
agudo moderado o grave fue significativamente menor (p=0.006) en el grupo C, durante los tres meses del estudio.
Estos hallazgos tienen trascendencia, ya que se ha demostrado que sé6lo los rechazos moderados o graves pueden
comprometer la supervivencia alejada del injerto postrasplante hepatico. En los pacientes trasplantados por enfer-
medades no vinculadas al VHC, la incidencia global de rechazo fue del 33% en el grupo C y del 21,2% en el grupo
C, (p<0.05). No ocurri6 lo mismo en los pacientes con hepatitis C que presentaron una incidencia similar de recha-
zo en ambas ramas del estudio (del 26,1% en el grupo C, y del 28,6% en el grupo C). Tales resultados seguramente
reflejan la dificultad para diferenciar histolégicamente el rechazo agudo de la recurrencia precoz de hepatitis C en
algunos pacientes. De forma similar a lo observado en el estudio piloto canadiense, la incidencia de rechazo en los
pacientes con monitorizacion C, tuvo una clara relacion con el intervalo de tiempo para alcanzar las concentracio-
nes predeterminadas de ciclosporina A: un 33,5% al dia 10, un 26,3% al dia 7 y un 12,5% al dia 3 (p<0.03). Por
tanto, cuando se utiliza la monitorizacién C, es importante no s6lo obtener las concentraciones deseadas de ciclos-
porina A en sangre, sino ademds hacerlo en el menor intervalo de tiempo posible. En el grupo de pacientes con
monitorizacién C; no se observd ninguna relacion entre la incidencia de rechazo y el tiempo necesario para obtener
concentraciones adecuadas de ciclosporina A. La pérdida del injerto por muerte o por un nuevo trasplante hepético
a los tres meses de seguimiento fue del 7% en el grupo C, y del 6,8% en el grupo C,. A pesar de utilizarse las dosis
mdximas de ciclosporina A para llegar rdpidamente a concentraciones eficaces de C,, no se registraron diferencias
significativas en ambos grupos en cuanto a la incidencia de efectos adversos, como complicaciones infecciosas,
insuficiencia renal, hipertension arterial o neurotoxicidad. La proporcion de pacientes en quienes se suspendid la
administracion de Neoral por sus efectos adversos fue del 7% en el grupo C,y del 9,5% en el grupo C,.

Lake y cols. demostraron que los beneficios de la monitorizacién C, observados en los primeros tres meses del
trasplante hepético se mantuvieron al afio de seguimiento, con una menor incidencia de rechazo agudo (26,6% fren-
te a 33,5%), rechazo moderado o grave (13,5% frente a 23,4%, p=0.02) y menos necesidad de esteroides (4879 mg
frente a 5640 mg) y azatioprina (10% frente a 27%, p=0.02). No se observaron diferencias significativas en la
supervivencia (83,4% frente a 82,3%), pérdida del injerto por muerte o por otro trasplante hepdtico (16,6% frente a
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17,7%), asi como en la incidencia de rechazo crénico (1,7% frente a 2%), cancer de novo (3,9% frente a 3,6%) o
enfermedad linfoproliferativa (0,6% frente a 0%). Las concentraciones medias de creatinina sérica a los 12 meses
del trasplante hepdtico fueron 118 ugmol/l en el grupo C, y 115 pgmol/l en el grupo C,.

Préximamente se conocerdn los hallazgos de un ensayo multicéntrico internacional (LIS2T), que compara los
resultados del trasplante hepdtico en 600 pacientes aleatorizados a inmunosupresion con Neoral y monitorizacion
C,, frente a la inmunosupresion con tacrolimis y monitorizacion C,.

Monitorizacion C, en el seguimiento a largo plazo postrasplante hepatico

Recientemente, Levy y cols. presentaron los beneficios de la monitorizacion C, en el seguimiento a largo plazo tras
el trasplante hepatico (Congreso de la International Liver Transplantation Society, Chicago, 2002). La conversion
de C, a C, fue investigada en 351 pacientes con funcién estable del injerto, después de un seguimiento de 3 a 164
meses. El objetivo del estudio era obtener concentraciones de C, de 0,6 pug/ml (0,4 a 0,8 ug/ml) en pacientes con un
seguimiento posterior al trasplante de mas de seis meses, asi como evaluar el impacto de la conversion en la pre-
valencia de efectos adversos de la ciclosporina A. Se observd una ausencia de correlacion entre las concentraciones
basales de C, y C,. El 48,2% de los pacientes con monitorizacion C, presentaban concentraciones de ciclosporina
A en sangre dentro del rango deseado de C,, el 36,5% tenian valores elevados (>0,8 pg/ml) y el 15,3% valores bajos
(<0,4 pg/ml). La optimizacion de las concentraciones de C, en los pacientes con valores elevados se asoci6 a una
disminucién significativa de las concentraciones séricas de creatinina, triglicéridos y colesterol, asi como de la inci-
dencia de diabetes y la necesidad de insulina. La incidencia de hipertension arterial disminuy6 del 42% al 23%
(p<0.002), y el requerimiento de formacos antihipertensivos de 2,6 a 1,1 por paciente (p <0.0003). La modificacién
de las dosis de Neoral para obtener las concentraciones deseadas de C, en los pacientes con valores bajos y con fun-
cién estable del injerto en el seguimiento a largo plazo después del trasplante hepatico atin no se ha investigado.
Puede concluirse que la monitorizacion C, en los pacientes con un seguimiento postrasplante hepdtico de mas de
seis meses permitié disminuir de forma significativa los efectos adversos de la inmunosupresién con ciclosporina
A en una proporcién notable de los receptores. Se han notificado hallazgos similares en los trasplantados renales.

Recomendaciones para optimizar la monitorizacion C,

Un detalle importante de la monitorizacion C, es extraer la muestra de sangre exactamente a las dos horas de haber
ingerido el Neoral. Hacerlo después, y especialmente antes de las dos horas, puede modificar sustancialmente los
resultados. Se ha establecido como margen “aceptable” de error un periodo de 15 minutos antes o después de esas
dos horas. En la préctica, el valor real de C, se debe multiplicar por 0,9 o 1,1 cuando la muestra se obtiene antes o
tras las dos horas, respectivamente.

La modificacién de las dosis de Neoral para lograr el valor deseado de C, debe basarse en la aplicacion de una
férmula sencilla: dosis anterior x (concentracion deseada/concentracion anterior).

Algunos pacientes absorben el Neoral de forma mas tardia (“absorbedores lentos”). Esto se debe sospechar en los
pacientes con valores bajos de C, a pesar de recibir dosis terapetticas de Neoral (15 mg/kg/dia). Pueden diferenciarse
de los llamados “absorbedores pobres” obteniendo una concentracién de ciclosporina A a las seis horas después de la
dosis (Cy), la cual serd superior al C, en el primer grupo e inferior también al C, en el segundo. La identificacion de los
absorbedores lentos es importante para disminuir el riesgo de toxicidad de la inmunosupresion con ciclosporina A.
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ROLE OF SIROLIMUS IN LIVER TRANSPLANTATION

P. Neuhaus
Klinik fiir Allgemein-, Viszeral-, und Transplantationschirurgie, Universitdtsklinikum Charité, Campus Virchow-Klinikum,
Humboldt-Universitdt, Berlin, Germany

Inhibitors of the mammilian target of rapamycin are a new class of immunosuppressants. In contrast to other
macrolides such as tacrolimus or ciclosporin, they do not inhibit calcineurin and therefore do not affect signal I of
T-cell activation. However, given their inhibition of signal III, sirolimus (rapamycin) and its derivative RAD exhib-
it a mechanism of action and side effects which are distinct from those of other immunosuppressants. Reports of
synergism with ciclosporin and tacrolimus in preclinical and clinical studies, avoidance of nephrotoxicity, and pos-
sible prevention and treatment of chronic allograft rejection are leading to high expectations for this new class of
immunosuppressants. Furthermore, studies evaluating tolerance induction are being conducted (1). Experience with
sirolimus after liver transplantation is still limited, and published data are based on small patient populations.
However, due to its ability to inhibit tumor growth and its antiproliferative properties, sirolimus appears to have
therapeutic potential, especially in patients suffering from hepatocellular carcinoma or hepatitis C.

29 I



The first multicenter study on the efficacy and safety of rapamycin as induction treatment combined with
tacrolimus in liver transplants was halted early. This randomized, open-label study was conducted in 23 different
centers in the United States, Europe, Canada and Australia. The study compared a triple-therapy regimen of
sirolimus/low-dose tacrolimus/steroids (n=110) with a standard tacrolimus/steroids (n=114) regimen (2). The first
analysis of the study showed similar efficacy failures in both groups. However, graft survival was significantly
impaired in sirolimus-treated patients. Additionally, the number of hepatic artery thromboses, occurring mainly in
the early period after transplantation, was higher in the sirolimus-treated patients.

However, these data stand in contrast to several previous single-center studies. At the 53" AASLD meeting,
Trotter et al. reported on 104 patients treated with sirolimus as primary immunosuppressant in combination with
calcineurin inhibitors and steroids. Results from this study, in which the use of steroids was limited to three days,
showed an excellent one-year patient survival of 94% and graft survival of 89%. Despite the excellent survival fig-
ures in the study, the rejection rate was 48% (3). The incidence of hepatic artery thrombosis in these patients was
2.9%, a figure similar to those found in other primary immunosuppressive regimens. These data have been con-
firmed by other groups utilizing sirolimus as primary immunosuppressant in small pilot studies. Moreover, the
excellent renal function observed in studies performed thus far indicates that the drug has minimal nephrotoxicity,
a finding also seen in renal transplantation studies.

In addition, the use of sirolimus may not be limited to the early period after liver transplantation. At a later stage,
the drug may have applications as a rescue agent to avoid the severe side effects of the calcineurin inhibitors, to
treat chronic rejection and to reduce the recurrence of hepatocellular carcinoma. In this context, several groups
reported independently on their experience with sirolimus as a rescue agent in liver transplantation. A summary of
the data from these studies showed that sirolimus offered the possibility of calcineurin inhibitor-free long-term
immunosuppressive therapy without the nephrotoxic side effects of calcineurin inhibitors.

Patients suffering from chronic rejection were also effectively treated with the additional application of
sirolimus. Nishida et al. reported on 16 patients with chronic rejection after liver transplantation. Of these patients,
15/16 were alive after a mean follow-up of 178 days and 8/16 patients showed a resolution of the chronic rejection
within this follow-up period (4).

The antitumor effect of sirolimus observed in vitro has not yet been clinically confirmed. At the present time
there are still no data available on the antitumor effects of sirolimus after human liver transplantation.

Our study group conducted a prospective trial of sirolimus in 21 patients suffering from T3 or T4 hepatocellular
carcinoma (HCC). Of these, nine patients had T3 HCC and six of these nine exhibited angioinvasion. The remaining
12 patients had T4 HCC and eight of these 12 also showed angioinvasion. Five of the 21 patients developed a HCC
recurrence within a follow-up period of five to 16 months. The side effects were diarrhea (n=1), hypertriglyceridemia
(n=1) and rejection (n=1). These findings highlight the safety of sirolimus after liver transplantation.

Large multicenter studies are needed to further investigate the clinical efficacy of sirolimus in preventing tumor
recurrence. The first promising results were presented showing a durable PTLD remission with sirolimus treatment
after liver transplantation in children. A randomized, controlled, multicenter trial including 600 patients will soon
be under way to evaluate the long-term efficacy of sirolimus to improve renal function in stable liver transplant
recipients. In this study, the patients will be randomized to continuation of the calcineurin inhibitor or to a switch
to sirolimus.
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INMUNOSUPRESION SIN ESTEROIDES
EN LOS PACIENTES CON TRASPLANTE HEPATICO

V. Cuervas-Mons Martinez
Unidad de Trasplante Hepdtico, Hospital Universitario Puerta de Hierro, Madrid;
Departamento de Medicina, Universidad Autonoma de Madrid

Desde la década de 1960 los corticosteroides siempre han formado parte de la inmunosupresion bdsica en el tras-
plante de érgano sélido, inicialmente asociados a la azatioprina y a sueros antilinfocitarios, y desde hace dos déca-
das también se han asociado a un inhibidor de la calcineurina (ciclosporina o tacrolimus). La experiencia acumula-
da muestra claramente que los protocolos inmunosupresores con corticosteroides son eficaces para reducir la inci-
dencia de rechazo agudo; pero también demuestra que su uso prolongado de corticosteroides se acompaiia de fre-
cuentes efectos adversos, que disminuyen la supervivencia a largo plazo del injerto y del paciente. La hipertension
arterial, la hiperlipidemia, la diabetes mellitus, la obesidad y la osteoporosis son algunos de estos efectos secunda-
rios asociados a la utilizacién continuada de esteroides. Ademas, la administracion de dosis altas y prolongadas de
corticosteroides se ha relacionado con la intensidad de viremia de los virus de la hepatitis B y C, y con la gravedad
de recidiva de la hepatitis C después del trasplante hepatico. Por este motivo, muchos grupos de trasplante hepati-
co han intentado interrumpir la administracion de esteroides lo mds precozmente posible (1, 2) después del tras-
plante hepético, e incluso evitar por completo su utilizacién (3).

Varios trabajos demuestran que la retirada tardia de esteroides (después del tercer mes del trasplante) se acom-
paiia de disminucidn en la incidencia y gravedad de la hipertension, de la diabetes mellitus y de la hipercolestero-
lemia, sin aumentar la incidencia de rechazo. En una revision de la literatura realizada por Everson y cols. (4), los
autores analizan cinco trabajos de trasplante hepdtico pedidtrico, con un total de 152 pacientes, en los cuales la reti-
rada tardia de esteroides se pudo realizar con éxito en el 76% de los casos, permaneciendo los pacientes con ciclos-
porina a azatioprina. En esta misma revision se analizan 11 trabajos sobre trasplante hepatico en la poblacién adul-
ta, con un total de 749 pacientes, siendo posible suspender definitivamente los costicosteroides en el 93% de ellos.
En todos estos estudios, la retirada de los esteroides se acompafié de una mejoria en los efectos adversos mas comu-
nes asociados a su uso, como la hipertensién, la diabetes y la hipercolesterolemia, sin aumentar significativamente
el nimero de rechazos y permitiendo un tratamiento monoterdpico con inhibidores de la calcineurina. La tasa de
rechazo después de la retirada de los corticosteroides fue del 4,5% al 14% (4). En la mayoria de dichos trabajos, la
interrupcion de los esteroides se realizé a partir del primer afio, y generalmente sélo se incluyeron pacientes que
presentaban una funcion estable del injerto y no habian sufrido episodios de rechazo en los seis meses previos.

Belli y cols. (5) comprobaron que la interrupcion de los corticosteroides después del tercer mes del trasplante
no repercutia negativamente sobre la supervivencia del injerto ni del paciente a los diez afios del trasplante. En un
trabajo prospectivo, aleatorizado y controlado, estos autores observaron que la tasa de supervivencia de los 50
pacientes en quienes se suspendieron los corticosteroides a partir del tercer mes fue igual a los dos afios (82%), a
los cinco afios (75%) y a los diez afos (72%) del trasplante, respecto a los 54 pacientes que siguieron con esteroi-
des durante los primeros cinco afios del trasplante (83%, 72% y 65%, respectivamente, todos NS). La incidencia de
rechazo crénico fue similar en ambos grupos (2% y 1,8%, respectivamente).

De igual modo, existen varios estudios que demuestran que es posible suspender precozmente los corticoste-
roides, incluso a partir de la segunda semana, y que esto no se acompana de una mayor incidencia de rechazo del
injerto. Stegall y cols. (6) mostraron que se podian retirar los corticosteroides a los 14 dias del trasplante, si los
pacientes recibian micofenolato de mofetilo asociado a tacrolimus o ciclosporina. La incidencia de rechazo fue del
42,3% en los pacientes del grupo de tacrolimis y del 46% con ciclosporina (NS). En el seguimiento de seis meses,
el 81% de los pacientes seguia sin esteroides y la supervivencia media era del 91,5%. La incidencia de diabetes de
novo y de hipercolesterolemia fue significativamente menor en los pacientes que no recibian esteroides respecto al
grupo control con corticosteroides.

Hasta el momento son pocos los estudios que investigan la posibilidad de realizar un trasplante hepatico con
protocolos inmunosupresores desde el inicio sin esteroides. Recientemente se han publicado los resultados prelimi-

31—




nares de un estudio piloto, abierto, sin grupo control, realizado en ocho centros espafioles, que investigaba si un pro-
tocolo de inmunosupresién primaria sin esteroides, consistente en la utilizacién de daclizumab asociado a micofe-
nolato de mofetilo y tacrolimus, podia evitar la morbilidad asociada al uso de corticosteroides y al mismo tiempo
podia disminuir la incidencia de rechazo (7). Participaron en este trabajo 102 pacientes, cuya edad media aproxi-
mada era de 52,5 a 11 afios (valores extremos 18 a 67 afios). Los pacientes eran sobre todo varones (75,5%), y como
indicaciones mas frecuentes para el trasplante se incluia cirrosis alcohdlica (39%), seguida de cirrosis por virus de
la hepatitis (34%), cirrosis por virus de la hepatitis B (10%) y hepatoma (5%). Antes de la reperfusion del injerto
se administrd a los pacientes una dosis tnica de 0,5 a 1 g de metilprednisolona, no estando permitido el uso de nue-
vas dosis de corticosteroides, a excepcion del tratamiento del rechazo agudo. Todos ellos recibieron el mismo tra-
tamiento inmunosupresor, que consistié en daclizumab, micofenolato de mofetilo y tacrolimus. Los 102 pacientes
completaron los seis meses de seguimiento. Sin embargo, finalmente 84 de los sujetos sometidos al estudio lo ter-
minaron, mientras que los 18 restantes fueron retirados por efectos secundarios (en 11 casos), fallecimiento (4), vio-
lacién del protocolo (2) y retrasplante (1). La supervivencia del paciente y del injerto a los seis meses fue del 95%
y del 94%, respectivamente. Diez pacientes (9,8 %) presentaron rechazo agudo durante los primeros seis meses. La
mitad de los episodios de rechazo fueron moderados y todos se controlaron, seis de ellos aumentando la dosis de
tacrolimus y los cuatro restantes mediante pulsos de corticosteroides. Ningun caso precisé OKT3 ni timoglobulina.
No se apreci6 diferencia en la incidencia de rechazo entre los pacientes con cirrosis por virus C y los que tenian
otras etiologias (8,6% frente a 10,4%, NS). Treinta y un pacientes (30,4%) presentaron 37 episodios infecciosos, la
mayoria de ellos de etiologia virica (14 citomegalovirus, 3 herpes simple). Ochenta y nueve pacientes completaron
12 meses de seguimiento. En ese momento, siete pacientes (8,3%) precisaban tratamiento por hipertension arterial
de novo, cinco (6,0%) tenian diabetes mellitus de novo y habia un caso (1,2%) de hipercolesterolemia; todos ellos
porcentajes muy inferiores a los observados con regimenes cldsicos que incluyen esteroides.

Los resultados de este estudio muestran que el protocolo de inmunosupresion sin esteroides, constituido por la
asociacion de daclizumab, micofenolato de mofetilo y tacrolimdus, es eficaz en la prevencion del rechazo agudo, sin
aumentar el riesgo de mortalidad, infeccion ni otros efectos adversos. Especialmente es ttil para disminuir los fac-
tores de riesgo cardiovascular asociados al uso prolongado de corticosteroides. Sin embargo, no se pueden obtener
conclusiones sobre la seguridad y la influencia de esta pauta en la gravedad o en la incidencia de recidiva de la hepa-
titis C en estos pacientes. Tales conclusiones deben ser confirmadas en estudios controlados. Resultados similares
han obtenido otros autores asociando basiliximab y ciclosporina microemulsion, daclizumab y tacrolimus, o rapa-
micina, tacrolimus y timoglobulina.
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APPROACHING THE PROBLEM
OF LATE RENAL ALLOGRAFT DETERIORATION

P.F. Halloran
University of Alberta, Edmonton, Alberta, Canada

Many thousands of renal allografts still fail each year. In the USA and Canada, about 120,000 kidney transplants
are functioning and about 15,000 new transplants are performed each year. About 6-7.5% of the existing transplants
fail, giving about 7,000-8,000 failures each year. The main causes of failure are death with function (about 45%),
recurrent disease (about 10%), and a slow form of scarring and atrophy previously know as chronic rejection (about
35-40%), but which we will here call allograft nephropathy. The causes of failure in the remainder are complex and
multifactorial. It is difficult to classify failures accurately.

We have recently proposed a new classification based on five general entities (American Journal of
Transplantation 2002, 2(3): 195-200). Thus, our approach to the graft which is losing function is to use biopsy, cli-
nical and laboratory parameters to determine: 1) if there is active rejection (T cell-mediated or antibody-mediated);
2) the extent of fibrosis and atrophy and the loss of function; 3) if there is transplant glomerulopathy (double con-
tours); 4) if there are specific diseases (polyoma virus nephropathy, recurrent or de novo glomerulonephritis; and 5)
if there are factors accelerating progression of other conditions (e.g., proteinuria, hypertension or calcineurin inhi-
bitor toxicity).

Separate factors affect function after transplant and the progression of function. Function at six months, and its
pathologic correlates, interstitial fibrosis and tubular atrophy, reflect all the main types of injury and stress that affect
a transplant (donor age, brain death, preservation and implantation injury, rejection and other stresses in the reci-
pient environment such as drug toxicity and cytomegalovirus). However, our analyses suggest that the progressive
loss of glomerular filtration rate in the years after transplant is mainly attributable to uncontrolled alloimmunity and
recurrent disease. Thus, many stresses such as cold ischemia are injurious, but in the human they are not progressive.

Due to the increased success in preventing early graft loss, the late posttransplant course is now “where the
action is” in terms of transplant research. The results from many studies indicate that the nihilism that has pervaded
the approach to late graft dysfunction should be replaced by an aggressive new investigative approach to identify
the causes of loss of glomerular filtration rate in unstable grafts. In many cases the graft can be restabilized. In this
way renal transplants will become, in our opinion, permanent solutions, within the limits of our ability to control
recurrent renal disease.

NEFROPATIA CRONICA DEL TRASPLANTE:
PAPEL DE LAS BIOPSIAS DE PROTOCOLO

D. Rush
Universidad de Manitoba, Winnipeg, Canadd

La nefropatia crénica del trasplante es un concepto impreciso que probablemente engloba una decena o mds de afec-
taciones, algunas de fisiopatologia inmunoldgica (rechazo, glomerulonefritis de novo o recurrente), otras de origen
toxico (por inhibidores de la calcineurina), virales (por virus BK), etc. Las biopsias precoces y los métodos no inva-
sivos de diagndstico (metabondmica, proteémica), al igual que los estudios gendmicos, podrian discriminar entre
las numerosas patologias ahora incluidas bajo la designacion de nefropatia crénica del trasplante.
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Nuestro grupo en la Universidad de Manitoba siempre ha tenido interés por la correlacion clinicopatolégica en
el trasplante renal. Desde hace mds de diez afios nuestro programa ha obtenido biopsias de protocolo en trasplanta-

dos renales con funcién renal estable. Hemos extraido cerca de mil quinientas biopsias, lo cual hacemos mensual-
mente durante los tres primeros meses del trasplante y al sexto mes. Antes obteniamos también una biopsia al afio,
pero abandonamos esa practica cuando observamos que los hallazgos histopatoldgicos entre la biopsia de seis meses
y la del aflo eran similares. Finalmente, como practican otros grupos, desde hace algunos afios realizamos biopsias
preimplantacion. Nuestra experiencia sobre biopsias de protocolo nos ha permitido estudiar la inflamacién subcli-
nica del trasplante renal y las fases iniciales de la fibrosis intersticial.

En un trabajo publicado en 1998, nuestro grupo observé que entre los 6 y los 24 meses posteriores al trasplan-
te el 80% de los pacientes mantenia o mejoraba su funcién renal, mientras que sélo en el 20% de los trasplantados
se producia un empeoramiento. La fraccién que empeoraba se caracterizaba por presentar mds fibrosis intersticial
y atrofia tubular, asi como una inflamacién aguda que reunia los criterios de rechazo agudo (tipo I) en el esquema
de Banff 97. En otro estudio demostramos que parte de la fibrosis se debia a los rechazos agudos subclinicos, cuya
prevalencia era del 30% en los pacientes tratados con ciclosporina, azatioprina y prednisona. Posteriormente cons-
tatamos que la prevalencia de los rechazos subclinicos no disminuia con el uso de ciclosporina (Neoral), micofe-
nolato y prednisona, y lanzamos la teoria de que la patogenicidad de estos rechazos inapreciables era en parte res-
ponsable de la escasa mejoria de la supervivencia a largo plazo en los trasplantados renales.

Nuestros trabajos iniciales se basaron en pacientes tratados con ciclosporina. Actualmente estamos participan-
do en un estudio canadiense multicéntrico, en el cual la inmunosupresion de base consiste en tacrolimis y micofe-
nolato. En este estudio, cien pacientes por grupo serdn aleatorizados a recibir o no biopsias de protocolo precoces
(en los meses 1, 2 y 3), con tratamiento del rechazo subclinico si éste es detectado. A ambos grupos se les practi-
card una biopsia a los seis meses, y la comparacion de la patologia crénica en esta biopsia es el objetivo principal
del estudio. Ademas, en todos los casos habra biopsia preimplantacién como punto de referencia.

La patologia crénica en el rindn trasplantado que mejor se correlaciona con su longevidad es la fibrosis inters-
ticial. Desafortunadamente, en los métodos semicuantitativos, como el esquema de Bantff, la fibrosis intersticial es
una variable categdrica y no continua, lo cual imposibilita su cuantificacion precisa. Por ejemplo, en el esquema de
Banff la fibrosis del 26% y del 49% del parénquima tienen la misma asignacién (grado II). Nuestro grupo ha estu-
diado la cuantificacion del area de fibrosis en biopsias de protocolo tefiidas con Sirius Red mediante computadora.
Los resultados obtenidos muestran una buena correlacion entre el indice de fibrosis intersticial y la longevidad del
trasplante (r=0,64). Pensamos que la fibrosis intersticial cuantificada con este método puede ser util para sustituir
la pérdida del injerto.

En nuestra opinidn, las biopsias deberan ser reemplazadas por métodos no invasivos de diagndstico, lo cual
podrd hacerse mas frecuentemente. No creemos que un solo test (por ejemplo, la medicién en plasma de la con-
centracion de una citocina) vaya a tener la suficiente sensibilidad y la especificidad para diferenciar la variedad de
enfermedades que puede presentar el rifidn trasplantado. Nuestro grupo estd trabajando desde hace algunos afios en
tratar de generar un “biomarcador” en la orina que permita diferenciar a los pacientes con rechazo subclinico de
aquellos con parénquima normal. Se trata de detectar los espectros urinarios correspondientes a metabolitos de bajo
peso molecular (metabondmica), especificos para cada afeccion (usando la biopsia de protocolo como gold stan-
dard), lo cual creemos posible a corto plazo. El andlisis de sensibilidad y especificidad de los espectros se realiza
mediante la informdtica. Es interesante que el diagndstico no invasivo de la enfermedad coronaria se puede hacer
con esta metodologia, como se publicé en diciembre del pasado afio en Nature Medicine (2002; 8: 1439).

Por dltimo, nuestro grupo ha empezado a trabajar en protedmica. El andlisis de los distintos tipos de proteinas
que aparecen en la orina, en relacion a la patologia observada en las biopsias, es de gran interés, y podra conducir
a la elucidacién de la fisiopatologia de las lesiones detectadas. El andlisis de la sensibilidad y especificidad de las
proteinas urinarias en relacion a los diagndsticos histolégicos también se hard informdticamente.

En resumen, de las biopsias de protocolo hemos aprendido la cronologia de las lesiones inflamatorias del rifién
trasplantado y la evolucién de las lesiones proliferativas. En la actualidad estamos usando las biopsias de protoco-
lo para evaluar la eficacia de nuevos esquemas inmunosupresores, y como gold standard para el desarrollo de méto-
dos no invasivos de diagndstico.

— 34



Barcelona, 2-5 de febrero de 2003

EVALUACION DE LA PROGRESION DE LAS LESIONES
HISTOLOGICAS EN ALOINJERTOS RENALES

F. Moreso
Servicio de Nefrologia, Hospital de Bellvitge, Barcelona

La primera causa de fracaso del aloinjerto renal durante los primeros seis meses postrasplante es el rechazo agudo.
En cambio, a partir del sexto mes la razén fundamental de pérdida del injerto es la llamada nefropatia crénica del
aloinjerto renal. En diversos trabajos se ha establecido una clara asociacién entre los episodios de rechazo agudo y
el desarrollo de esta nefropatia.

Durante las dos ultimas décadas se han llevado a cabo estudios que han permitido la introduccién en la practi-
ca clinica de muchos inmunosupresores. Sin embargo, no se han realizado ensayos clinicos que traten la nefropatia
cronica del aloinjerto renal.

Con el objetivo de valorar la existencia de lesiones renales agudas y crénicas en los aloinjertos con funcion esta-
ble, varios grupos han puesto en marcha programas de investigacion basados en el estudio de biopsias de protoco-
lo. Antes de entrar de lleno en el andlisis de estas lesiones, podemos suponer que con el tiempo aumentaran las lesio-
nes agudas y disminuirdn las crénicas.

La valoracidn de las biopsias de protocolo se puede realizar de distintas maneras. Dado que la disfuncién aguda
y crénica del aloinjerto se evalia histolégicamente mediante los criterios de Banff, muchos grupos los han utiliza-
do para valorar las biopsias de protocolo. Cabe destacacar que en este nuevo contexto (la biopsia de protocolo) se
debe validar la utilidad de unos criterios disefiados para la disfuncién del injerto. Como es bien conocido, éstos
evaldan la presencia de lesiones agudas y crénicas en cada uno de los compartimentos renales. Los diagndsticos
mds frecuentes dentro de los injertos con funcién estable son la ausencia de lesiones y la presencia de lesiones de
rechazo agudo o nefropatia crénica del aloinjerto renal. Debido a que estas alteraciones no tienen una clara traduc-
¢idn clinica, nos referiremos a ellas como subclinicas.

Rechazo agudo subclinico

En el estudio de las biopsias de protocolo, muchos grupos han mostrado una prevalencia de rechazo agudo sub-
clinico cercana al 30% durante los primeros tres meses postrasplante, disminuyendo ésta a menos del 10% a partir
del sexto mes. Se ha propuesto que, al igual que existe un nexo entre el rechazo agudo clinico y el crénico, también
lo debe haber entre los episodios de rechazo agudo subclinico y el rechazo crénico. En este sentido, el grupo de
Winnipeg en Canada, en un estudio prospectivo aleatorizado, ha demostrado que el tratamiento de los episodios de
rechazo agudo subclinico durante los primeros tres meses se asocia a una menor lesion cronica en la biopsia de pro-
tocolo realizada a los seis meses, ademds de a una mejor funcion renal a los dos afios del trasplante.

Sin embargo, en un estudio con mas de 280 biopsias de protocolo realizadas aproximadamente a los cuatro me-
ses del trasplante, nuestro grupo ha observado una prevalencia mucho menor de rechazo agudo, de tan sélo el 5%.
Para explicar estas discrepancias se debe tener en cuenta que las poblaciones de estudio son distintas, asi como tam-
bién son diferentes los tratamientos inmunosupresores utilizados. De todas maneras, hay que recordar que se han
realizado diversos trabajos para evaluar la reproducibilidad de las lesiones agudas. Tanto el trabajo liderado por el
Dr. Furness como el realizado por el Dr. Marcusen muestran que la reproducibilidad de las lesiones agudas y el
diagndstico de rechazo agudo dista de ser tan elevado como seria deseable.

Nefropatia cronica del aloinjerto subclinica

La prevalencia de lesiones de nefropatia cronica del aloinjerto renal es muy elevada en las biopsias de protocolo.
Revisando los distintos trabajos publicados en la literatura, podemos describir la aparicion y progresién de estas
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lesiones. Debemos tener en cuenta que en los donantes renales ya existen lesiones crénicas. Diversos grupos han
demostrado que en las biopsias preimplantacion existen lesiones de fibrosis intersticial, atrofia tubular y fibrosis
intimal que son indistinguibles de las de la nefropatia crénica del aloinjerto renal. A pesar de que existen variacio-

nes en funcién del tipo de donante (por edad y causa de muerte), nuestro grupo ha mostrado una prevalencia del
15% en los donantes. Durante los primeros seis meses postrasplante se produce un incremento progresivo de estas
lesiones, alcanzando el 40% a 45% a los cuatro o seis meses después del trasplante. A partir de este momento la
progresion es menor, hasta el 60% a 65% a los dos afios de la intervencion.

Se ha observado que la presencia de lesiones se asocia a una peor supervivencia del aloinjerto, especialmente
en aquellos casos en que éste se acompaiia de lesiones vasculares, es decir, nefropatia crénica del aloinjerto renal
(b) segtn los criterios de Banff. En el andlisis de supervivencia se observa como la existencia de esta nefropatia sin
lesiones vasculares, la llamada nefropatia crénica del aloinjerto renal (a), se asocia a una tasa de supervivencia cer-
cana al 80% a los diez afios, y en cambio la nefropatia crénica del aloinjerto renal (b) va asociada a una supervi-
vencia inferior al 40%.

Aunque las discrepancias en la prevalencia de lesiones cronicas es menor, hay que destacar que el Dr. Furness
también demostré la existencia de una gran variabilidad interindividual en la evaluacion de dichas lesiones.
Debemos recordar que en el estudio de las biopsias con funcidn estable la mayor parte de ellas mostrardn ausencia
de lesiones o lesiones de grado I, siendo las de grado II poco frecuentes y las de grado III excepcionales. Asi pues,
la utilizacién de métodos de cuantificacién nos debe permitir un mejor conocimiento de la progresion de las lesio-
nes renales.

Biopsias de protocolo secuenciales

Con el objetivo de valorar como progresan las lesiones renales en los injertos estables, nuestro grupo realizé un estu-
dio con dos biopsias secuenciales a los cuatro meses y a los 14 meses en 155 pacientes. En este trabajo observamos
una disminucion de los indices agudos de Banff y un aumento de los indices crénicos. Los cambios histoldgicos se
produjeron sin ningtin cambio significativo en la funcién renal, medida como creatinina sérica. Aunque se dio un
incremento estadisticamente significativo de la proteinuria, éste no mostraba una clara relevancia clinica. Cabe des-
tacar que segun nuestra practica clinica habitual se redujo la dosis de ciclosporina y sus concentraciones valle.

En este ensayo especialmente nos interesaba valorar la concordancia entre los diagnésticos realizados en la pri-
mera y en la segunda biopsia. Observamos que en un 25% de los casos hubo una progresion de las lesiones, y en
cambio en el 12% la presencia de lesiones de nefropatia crénica del aloinjerto renal en la primera biopsia no se pudo
demostrar en la segunda. Dado que la regresion de dichas lesiones es poco probable, intentamos evaluar las carac-
teristicas de los distintos grupos de pacientes, segtin la presencia de nefropatia crénica del aloinjerto renal en ambas
biopsias. Agrupamos a los pacientes entre los que no tenfan lesiones en ninguna biopsia, con lesiones de nefropatia
crénica del aloinjerto renal en ambas biopsias, con progresion a nefropatia crénica del aloinjerto renal y con regre-
sién de nefropatia crénica del aloinjerto renal. El comportamiento de los pacientes con progresion y regresion no
s6lo fue bastante parecido desde el punto de vista clinico, sino que la supervivencia a largo plazo de los dos grupos
fue también similar. Por lo tanto, asumiendo que las lesiones de nefropatia crénica del aloinjerto renal no regresan,
y dado que la prevalencia de regresion es la mitad que la de progresion (p <0.05), podemos afirmar que en aproxi-
madamente el 25% de las biopsias el diagnéstico de nefropatia crénica del aloinjerto renal puede asociarse a un error
de clasificacion. Este fallo serd derivado del error de muestreo y de la variabilidad interobservador.

Histomorfometria aplicada a las biopsias de protocolo
Dado que la utilizacién de medidas semicuantitativas se acompafia de una elevada variabilidad interobservador,

nuestro grupo ha valorado la utilizacién de técnicas de histomorfometria aplicadas al estudio de biopsias de proto-
colo. Este tratamiento nos permite obtener medidas en una escala continua, con mayor reproducibilidad y precision.
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Desgraciadamente son técnicas laboriosas que requieren de bastante tiempo. Las mds simples se basan en la utili-
zacion del método de recuento de puntos, con el cual es posible estimar fracciones porcentuales de volumen. Asi,
podemos medir el ensanchamiento del espacio intersticial y expresarlo como una fraccién de volumen del cortex
renal (Vvint/cértex). Se ha demostrado que una Vvint/cértex superior al 25% a los seis meses del trasplante se aso-
cia a una peor supervivencia a los seis afios. No sucedia asi con este mismo pardmetro, medido en biopsias de pro-
tocolo realizadas tras uno y tres meses de haberse realizado el trasplante. El hallazgo esta relacionado con el hecho
de que el ensanchamiento del intersticio renal no siempre es debido a la presencia de fibrosis intersticial. Nuestro
grupo ha demostrado que en los biopsias preimplantacién y en aquellas practicadas a los 14 meses Vvint/cortex se
correlaciona con la fibrosis intersticial, mientras que en las realizadas a los cuatro meses del trasplante la correla-
cién de Vvint/cortex se establece con el infiltrado inflamatorio y no con la fibrosis intersticial.

Dado que la presencia de nefropatia crénica del aloinjerto renal (b) se asocia a una peor supervivencia, valora-
mos mediante histomorfometria la progresion de la fibrosis mioendotelial en aloinjertos estables. Los pardmetros
morfométricos que hemos considerado son la fraccién de volumen intimal arterial (Vvintima/arteria) y la fraccién
de volumen muscular arterial (Vvmuscular/arteria). Nuestro grupo, en colaboracién con el grupo de Amberes (del
Dr. Bosmans) ha demostrado una buena correlacién entre la medicién del engrosamiento intimal mediante recuen-
to de puntos y con la aplicacién de otro método morfométrico, como el ortogonal (r=0,74).

Hemos aplicado las técnicas de morfometria al estudio de 40 pacientes con biopsias secuenciales (donante, 4
meses y 14 meses). En este trabajo demostramos que Vvint/cortex y Vvintima/arteria aumentaban especialmente
entre la biopsia inicial y la realizada a los cuatro meses. El andlisis anatomoclinico nos puso de manifiesto que el
engrosamiento intimal se asocia a la lesion preexistente, a la incompatibilidad del sistema HLA y a la hipercoleste-
rolemia, mientras que el ensanchamiento intersticial estd relacionado con la demanda metabdlica del receptor (utili-
zamos una medida subordinada de ésta, como la superficie corporal) y con la necrosis tubular aguda postrasplante.

Creemos que el estudio de la progresion de las lesiones renales debe completarse con la estimacion de distintos
pardmetros morfométricos (inflamacidn, fibrosis) en los compartimentos renales en diferentes momentos del segui-
miento. Finalmente, todavia estd por demostrar la utilidad que nos puede ofrecer la aplicacién de técnicas de andli-
sis de imagen para obtener los parametros descritos. Es obvio que con estas técnicas se podria evitar la mayor limi-
tacion de la histomorfometria, su laboriosidad.

TRASPLANTE HEPATICO DE DONANTE VIVO EN EL NINO

M. Lépez Santamaria
Departamento de Cirugia Pedidtrica, Unidad de Trasplantes Digestivos, Hospital Universitario La Paz, Madrid

En paises donde son posibles otras opciones técnicas de trasplante no se discute ya la conveniencia del trasplante
hepatico con injerto de donante vivo en el nifio; por el contrario, estd cada vez mas extendida la opinién de que esta
técnica debe incluirse en el arsenal quirdrgico de cualquier programa de trasplante pedidtrico (Broelsch y Otte,
Pediatr Transplantation 2001). Los buenos resultados obtenidos con el trasplante hepético con injerto de donante
vivo en el niflo, junto a la confianza que supone poseer una amplia experiencia previa en el procedimiento, han
impulsado ademds su extension al adulto. En este articulo revisamos el estado actual del trasplante hepdatico con
injerto de donante vivo en el nifio, y finalizamos mostrando la experiencia de nuestro grupo con dicha técnica.

Consideraciones éticas

El trasplante hepatico con injerto de donante vivo plantea un problema ético singular, derivado de someter al donan-
te a un procedimiento innecesario, cuyo riesgo estd suficientemente documentado y del que sélo puede obtener un

37 I



beneficio psicoldgico. Por ello, para que la técnica tenga justificacion se deben verificar los aspectos éticos y orga-

nizativos, que esquemdaticamente se exponen a continuacion:

— Existencia de un marco legal adecuado.

— Cumplimiento de un protocolo ético y operativo, que incluya un seguimiento del donante a largo plazo y apoyo
psicolégico.

— No debe existir otra motivacién que no sea de naturaleza médica.

— El trasplante de donante caddver debe ser imposible o problematico.

— La mortalidad y morbilidad en el donante deben ser bajas.

— Posibilidades razonables de supervivencia para el receptor, con una buena calidad de vida.

— Posibilidad de retrasplante con donante cadaver.

— El trasplante hepdtico debe ser la tinica opcidn terapéutica.

— En los nifios, no presentar criterios formales para la contraindicacion de trasplante de cadaver, no estando justifi-
cadas en estas edades, a diferencia de lo que ocurre en los adultos, las indicaciones “extendidas”.

Indicaciones de trasplante hepatico con injerto de donante vivo en el niio

En los paises occidentales, donde son posibles otras alternativas técnicas de trasplantes, se deben priorizar las
siguientes indicaciones o situaciones:

1) Insuficiencia hepdtica aguda grave: aunque estos enfermos tienen prioridad absoluta entre los donantes de cada-
ver y las posibilidades de acceso al trasplante son altas (del 80% en Espaiia durante el afio 2001), el trasplante
hepatico con injerto de donante vivo puede ser una opcidn; especialmente en los nifios, para quienes muchos
donantes de caddver no son adecuados, bien por su edad o por otras circunstancias. No obstante, si el nifio estd
en situacion de fallo multiorgénico, este tipo de trasplante debe estar contraindicado, al reducirse significativa-
mente las probabilidades de éxito.

2) Extranjeros no residentes en el territorio nacional: pese a que Espafia cuenta con la tasa de donantes mds eleva-
da del mundo, el nimero de donantes de caddver es insuficiente para cubrir la demanda de érganos para tras-
plantes (el 53,4% de probabilidades de acceso al trasplante hepético durante el afio 2001, incluidos todos los gru-
pos de edades, y el 64% para los nifios). Esta indicacion es éticamente discutible, pero se hace necesaria en una
situacion de escasez relativa de donantes de cadaver, siendo su propdsito no perjudicar a los nifios residentes en
Espana candidatos a trasplante hepatico.

3) Tumores hepaticos no resecables: la opcion de trasplante de vivo es excelente, pues el periodo disponible para el
trasplante suele ser muy corto por los siguientes motivos:
— Necesidad de quimioterapia pre y postrasplante, aceptando en el caso de los hepatoblastomas (los mds fre-
cuentes) solo seis ciclos de quimioterapia para no desarrollar toxicidad irreversible.
— Desarrollo de periodos de depresion medular, con neutropenia grave, lo cual coloca a los nifios en situacién
de exclusién temporal.
— Riesgo de extension tumoral extrahepatica, mientras aguardan el trasplante de donante cadaver.

4) Atresia biliar en los nifios pequefios: enfermedad que representa cerca de la mitad de las indicaciones de tras-
plante hepatico en el nifio. Los nifios que no restablecen el flujo tras la operacién de Kasai se convierten habi-
tualmente en candidatos a trasplante hepatico antes del primer afio de vida. La hepatopatia produce un grave y
rapido deterioro fisico y nutricional, ademds de un importante retraso ponderoestatural, complicacion tnica en el
nifio y que conlleva graves consecuencias, en caso de sobrevivir. Ademads, se ha demostrado que en la atresia
biliar la corta edad y el retraso en el crecimiento se asocian a una mortalidad muy precoz en lista de espera,
pudiendo ser problemadtico en estos casos el trasplante de cadaver.
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Contraindicaciones relativas. Situaciones especiales

No se puede hablar de contraindicaciones absolutas, especialmente en una disciplina cuyas fronteras se alejan con-
tinuamente. No obstante, existen situaciones que requieren una especial consideracion:

1) Anatomia desfavorable, ya sea en el donante o en el receptor: el trasplante hepdtico con injerto de donante vivo
es técnicamente exigente, por lo cual se deben de evitar situaciones en que se den variantes anatomicas, especial-
mente vasculares, que dificulten el procedimiento. No obstante, se han documentado casos de este tipo de tras-
plante realizado con éxito en nifios, pese a la existencia de importantes malformaciones en el donante (por ejem-
plo, complejo malformativo de vesicula de localizacién izquierda, atrofia de segmento IV y ausencia de bi-
furcacion extrahepatica de la porta) o en el receptor (por ejemplo, sindrome de polisplenia asociado a situs inver-
so abdominal).

2) Incompatibilidad de grupo sanguineo entre el donante y el receptor: contraindicacién que tampoco es absoluta,
especialmente si el receptor es un nifio de corta edad con titulos de anticuerpos preformados muy bajos, siendo
minimo el riesgo de rechazo humoral. No obstante, se ha relacionado a un incremento en la tasa de complica-
ciones biliares, por lo cual estd indicada sélo en los paises donde no es posible la opcién de transplante de donan-
te cadaver.

3) Enfermedades genéticamente transmisibles: representan una proporcion importante entre las indicaciones de
trasplante en el nifio (32% en nuestra serie global). En estos casos el donante, si es relacionado, puede ser porta-
dor de la enfermedad, existiendo la posibilidad de recurrencia con el trasplante. La experiencia documentada
tampoco excluye absolutamente el trasplante hepatico con injerto de donante vivo en estas situaciones:

— Hiperoxaluria: existe un caso documentado de trasplante con éxito entre hermanos, en que el paciente recibi
simultineamente dos injertos, uno hepatico y uno renal.

— Enfermedad de Crigler-Najjar, déficit de a.-1 antitripsina, enfermedad de Wilson, déficit de piruvato carboxi-
lasa: en todos estos casos se han utilizado padres heterocigotos como donantes sin problemas.

— Colestasis intrahepdtica familiar: existe un caso documentado de recurrencia en un nifo.

— Citrulinemia: se ha documentado un caso de recurrencia, aunque en un trasplante auxiliar.

— Déficit de ornitina transcarbamilasa: el trastorno se localiza en el cromosoma X, por lo cual las madres que
son portadoras no deberian ser utilizadas como donantes. No obstante, Tanaka ha realizado el trasplante hepa-
tico con injerto de donante vivo en dos nifios utilizando a sus madres como donantes, tras un estudio exhaus-
tivo de éstas, incluyendo su perfil de aminodcidos.

— Hipercolesterolemia homocigédtica familiar: tanto el padre como la madre son heterocigotos e hipercoleste-
rolémicos, y no deben ser utilizados como donantes.

— Sindrome de Alagille (forma sindrémica de escasez de conductos biliares intrahepdticos, displasia arterio-
hepdtica): enfermedad que tiene un patrén de herencia autosémica dominante, con penetrancia completa pero
muy variable expresion. Por ello, aunque tanto el padre como la madre permanezcan asintomdticos, uno de
ellos es portador. Existen dos casos documentados en que la cirugia del donante tuvo que interrumpirse una
vez iniciada, al no haber podido encontrar una via biliar adecuada para una posterior reconstruccion en el
receptor, asi como otro caso de posible recidiva de la enfermedad con el trasplante hepético con injerto de
donante vivo.

Experiencia del Hospital Infantil La Paz
Enfermos y técnicas quirurgicas
Entre junio de 1993 y diciembre de 2002 se han realizado 26 trasplantes hepdticos con injerto de donante vivo en

nifios de edades entre 0,5 y 14,8 afios (mediana 1,16). Entre ellos se incluye el primer caso realizado en nuestro pais
(29 de junio de 1993), en una nifia que conserva el injerto, y representa ademads el caso de mayor supervivencia en
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Espaiia (casi 10 afios) con un injerto hepatico de donante vivo. Las indicaciones fueron atresia biliar (n=19), tumo-
res (dos hepatoblastomas, un hepatocarcinoma), cirrosis (n=2), insuficiencia hepdtica aguda grave (n=1) y sindro-
me de Alagille (n=1). Uno de los nifios con cirrosis era candidato a trasplante hepatointestinal y el trasplante hepa-
tico con injerto de donante vivo se realizé en el contexto de un trasplante secuencial. Se usé un segmento lateral

izquierdo (s. II-III) en 23 casos (transformado uno a monosegmento), un 1ébulo izquierdo (s. II-III-IV) en uno y un
16bulo derecho (s. V-VI-VI-VIII) en dos. La arterializacion se hizo mediante un injerto de la vena safena interpuesto
a la aorta en los tres primeros casos, y terminoterminal en los restantes, con técnica microquirtrgica, habitualmen-
te bajo microscopio (puntos sueltos, polipropileno 9/0 o nailon 10/0). Sélo dos de los cuatro casos en que existia
arteria doble precisaron de doble anastomosis; un 16bulo izquierdo con arterias separadas para cada uno de los seg-
mentos requirié de triple anastomosis. La reconstruccidn biliar se realizé en todos los casos mediante hepaticoye-
yunostomia, con material reabsorbible, puntos sueltos y sin tutorizacion. En tres ocasiones (una en un lébulo dere-
cho) el injerto tenia una via biliar doble.

Resultados

No hubo morbilidad mayor en ninguno de los donantes (estancia hospitalaria rango 5 a 21 dfas, 6 de mediana). Dos
casos desarrollaron una fistula biliar en la zona de corte, que cerré espontineamente manteniendo el drenaje abdo-
minal antes de la tercera semana poscirugia. Sélo un nifio fallecié (el candidato a trasplante hepatointestinal). Se
perdieron cuatro injertos, dos en los primeros tres trasplantes (trombosis de injerto de vena safena y rechazo refrac-
tario). Las complicaciones biliares precoces fueron frecuentes, con tres casos de estenosis anastomotica y dos de
fistula biliar, corregidos todos ellos quirtrgicamente. Un caso de fistula en la zona de corte cerré espontdneamente
tras drenaje percutdneo. Dos casos de estenosis anastomotica tardia fueron tratados con dilatacion percutdnea. Hubo
un caso de trombosis portal, que se corrigié mediante reanastomosis, y dos nifios fueron reintervenidos por hemo-
peritoneo, sin encontrar causa aparente, pudiendo relacionarse con la heparinizacién de los receptores. Cuatro nifios
desarrollaron rechazo celular, resistente sélo en uno de ellos, que requirié de retrasplante. No ha habido hasta el
momento ningiln caso de rechazo crénico. La supervivencia del injerto a los seis meses, uno y cinco afios fue del
91%, 85% y 85%, respectivamente, y la de los enfermos alcanzé el 100%, 96% y 96%, respectivamente. En com-
paracion con la serie general, existe un sesgo importante en el grupo sometido a trasplante hepdtico con injerto de
donante vivo en cuanto a indicaciones por atresia biliar (73% frente al 43%) y tumores (12% frente al 4%). El
mismo sesgo se produce a la inversa respecto a indicaciones genéticamente transmisibles (3% en trasplante hepati-
co con injerto de donante vivo frente al 35% en la serie general).

Comentarios

En el nifio, el trasplante hepatico con injerto de donante vivo es una excelente opcion técnica de trasplante hepati-
co, con un riesgo para el donante, aunque real, reducido y con claras ventajas para el receptor (menor dafio isqué-
mico, eleccién del momento adecuado, etc.). El beneficio se extiende incluso al resto de nifios no trasplantados con
este procedimiento, en un doble sentido:

— Permitiendo que otros nifios reciban un injerto de caddver.
— Disminuyendo el tiempo de estancia en lista de espera de donante caddver, lo cual permite al niflo llegar al
momento del trasplante en mejor situacion clinica, mejorando indirectamente con ello los resultados.

Entre los problemas atin no resueltos destaca la tasa de complicaciones biliares, que es alta incluso una vez supe-
rada la curva de aprendizaje (Tanaka refiere una tasa del 18,2% en 400 trasplantes hepaticos con injerto de donan-
te vivo), y posiblemente ello sea inherente a la técnica.

Con mds de una década de experiencia en el trasplante hepdtico con injerto de donante vivo en el nifio, el pro-
cedimiento no deja de evolucionar. Recientemente se ha demostrado la posibilidad técnica de hepatectomia del
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donante mediante laparoscopia (segmento lateral izquierdo), técnica que, en caso de generalizarse, podria incre-
mentar en el futuro la divulgacién del procedimiento.

Lecturas recomendadas

1. Testa, G., Malagd, M., Broelsch, C. From living related to in-situ split liver transplantation: How to reduce
waiting-list mortality. Pediat Transplant 2001; 5: 16-20.

2. Lacaille, F., Sokal, E. Living-related liver transplantation. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2001; 33: 431-438.

3. Otte, J.B. The availability of all technical modalities for pediatric liver transplant programs. Pediatr
Transplant 2001; 5: 1-4.

IMPACTO DE LA FUNCION RETRASADA DEL INJERTO
EN EL PACIENTE HIPERSENSIBILIZADO

M. Arias
Servicio de Nefrologia, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Universidad de Cantabria, Santander

Introduccién

El andlisis de las grandes bases de datos de trasplantes, tanto europeas como americanas, asi como de multiples estu-
dios monocéntricos han demostrado repetidamente la influencia negativa de la funcidn retrasada del injerto y de la
presencia de anticuerpos anti-HLA pretrasplante sobre la supervivencia de los injertos de rifién.

La presencia de funcién retrasada del injerto en un paciente hipersensibilizado se debe analizar teniendo en
cuenta diferentes aspectos, algunos ya demostrados en el pasado y otros mas recientemente:

1) La funcidn retrasada del injerto se asocia con un mayor nimero de rechazos agudos.

2) El dafio por isquemia reperfusién produce funcién retrasada del injerto mds frecuentemente bajo la forma his-
tolégica de necrosis tubular aguda.

3) Se ha demostrado que la isquemia reperfusion estd genéticamente determinada en animales de experimentacion,
y la inmunidad y la reactividad humoral del sistema inmune tiene también un componente genético.

4) La isquemia fria prolongada se ha manifestado recientemente que se relaciona con un aumento en la produccion
de anticuerpos anti-HLA.

5) Los rifiones de donantes mayores padecen mas frecuentemente funcién retrasada del injerto, y ademas estos
rifiones de pacientes de edad avanzada tienen disminuida su capacidad de recuperacion del dafio intersticial
inmunoldgico, ya que carecen de una respuesta a la apoptosis de las células tubulares.

6) La funcidn retrasada del injerto en los pacientes hipersensibilizados es muy dificil de tratar en la clinica, ya que
el rechazo subclinico aparece frecuentemente de manera asintomadtica.

7) Elrechazo en los pacientes hipersensibilizados con funcién retrasada del injerto puede simular una necrosis tubu-
lar histolégicamente aguda.

8) Los pacientes que tienen una recuperacion lenta de la funcién renal después de un trasplante, aunque no nece-
siten dialisis, lo que se ha llamado recuperacion lenta de la funcion renal, desarrollan también més rechazos agu-
dos, tienen una supervivencia del injerto peor a corto y a largo plazo, y en biopsias de rifién protocolizadas expre-
san un aumento de las proteinas citoliticas inductoras de dafio, granzyme y perforina.
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Hemos analizado la experiencia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla en cuanto a los resultados del
trasplante renal de caddver en el grupo de pacientes que presentaron necrosis tubular, la influencia de la presencia
de anticuerpos anti-HLA pretrasplante y la asociacién de ambas situaciones, intentando definir el momento que
tiene mayor repercusion en la pérdida del injerto.

Hemos centrado nuestra investigacion en la base de datos del Servicio de Nefrologia de este mismo hospital,
donde se han realizado 1315 trasplantes renales de caddveres desde febrero de 1975 a diciembre de 2002, habien-
do recibido estos pacientes un régimen de inmunosupresion consistente en azatioprina y prednisona hasta el afio
1985, y luego un régimen basado fundamentalmente en ciclosporina, a la que se ha asociado mds recientemente una
triple terapia con micofenolato de mofetilo. Un porcentaje importante de los dltimos trasplantes realizados han
recibido diferentes regimenes de inmunosupresion, dependiendo de su afio de realizacién. En este estudio no se ana-
liza la influencia de la inmunosupresién en los resultados, sino simplemente el impacto de la necrosis tubular aguda
y de la presencia de anticuerpos anti-HLA, independientemente del tipo de inmunosupresion utilizado.

Resultados

La sensibilizacion de los pacientes que esperan un trasplante renal ha disminuido en tanto en cuanto lo han hecho
las transfusiones y los embarazos de las mujeres en didlisis. Sin embargo, ha aumentado el nimero de retrasplan-
tes. En nuestra serie, un 85% de los pacientes en lista de espera tienen menos del 25% de anticuerpos actuales, en
el momento del trasplante un 4,6% tenia entre el 26% y el 50% de reactividad contra PRA, un 7,7% presenta una
PRA del 51% al 75%, y en un 1,5% la PRA es superior al 75%. Si se analiza el nivel mdximo de anticuerpos, lo que
se llama el pico de reactividad, l6gicamente la sensibilizacién aumenta, y mds de un 50% de los pacientes tienen
una reactividad contra panel superior al 50%, de los cuales el 14% presenta una reactividad mayor del 75%. Con
una experiencia de 28 afios y una gran actividad trasplantadora, la situacion actual de la lista de espera muestra que
el 63,5% de los pacientes incluidos en este registro lo hacen para un segundo, tercer o cuarto trasplante, y s6lo un
37% no ha recibido previamente ningin trasplante. Es cldsico observar un aumento de la frecuencia de necrosis
tubular aguda en los pacientes hipersensibilizados. En nuestra serie esta asociacién no se observa, probablemente
debido al insuficiente nimero de pacientes. En los pacientes de toda la serie con cualquier tipo de inmunosupresion
que no desarrollaron necrosis tubular aguda se observé una frecuencia de rechazo agudo de un 30%, mientras que
aquellos con funcién retrasada del injerto presentaron rechazo en un 47% de los casos (p=0.0026). La presencia de
anticuerpos anti-HLA, tanto en el momento del trasplante como analizando la reactividad maxima histdrica contra
panel, demostré una influencia clara en la supervivencia a largo plazo de los pacientes con PRA superior al 50% e
inferior al 50% (Log Rank p=0.0000).

La influencia de la necrosis tubular aguda sobre la supervivencia del injerto demuestra una diferencia signi-
ficativa (p=0.04) entre los pacientes que desarrollaron necrosis tubular aguda y los que no lo hicieron, cuando se
analiza de forma global, poniéndose de manifiesto en dichas curvas de supervivencia que la diferencia fundamen-
tal se produce en los primeros meses y hasta el afio, para luego acercarse las diferencias a partir del quinto afio, y a
los diez afios unos resultados muy similares entre los pacientes que desarrollaron dicha complicacién y los que no.
Cuando los pacientes con necrosis tubular aguda se comparan con aquellos que no sufrieron rechazo agudo ni necro-
sis tubular aguda, las diferencias estadisticas aumentan (p=0.014), pero el perfil de las curvas es similar, con una
separacion importante en los primeros afios para igualarse al décimo afo.

La influencia del rechazo agudo, simplemente diferenciado en si o no, muestra una alta significacién entre los
pacientes, que se mantiene desde los momentos iniciales de la curva hasta el final, sin que lleguen nunca a unirse
ambas curvas. El efecto del rechazo agudo es precoz y duradero, y esta significaciéon aumenta cuando la presencia
de rechazo agudo se compara con pacientes que no han sufrido rechazo agudo ni necrosis tubular aguda.

Cuando se analizan todas las posibilidades (los pacientes que no han tenido funcién retrasada del injerto ni
rechazo agudo, aquellos s6lo con necrosis tubular sin rechazo agudo, los que han presentado rechazo agudo pero no
necrosis tubular aguda y los que han tenido ambas complicaciones), se observa, en porcentaje de supervivencia a
corto y a largo plazo, que la necrosis tubular aguda manifiesta una incidencia mayor en el primer afio y en los perio-
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dos de supervivencia a medio plazo, mientras que el rechazo agudo produce un efecto de deterioro sobre la super-
vivencia precoz y tardfa. La presencia tanto de anticuerpos actuales méaximos superiores al 50% como de anticuer-
pos maximos de este nivel supone un importante descenso en los porcentajes de supervivencia del injerto de forma
precoz y tardfa. Cuando se realiza un andlisis multivariable de todas estas posibilidades mediante regresién multi-
ple de Cox, son los anticuerpos en el momento del trasplante los tinicos que conservan significacion estadistica. El
peso de la sensibilizacion previa al trasplante es el factor mas importante de disminucion de la supervivencia.

Cuando se analiza la vida media de los injertos, un concepto diferente al de supervivencia actuarial, ya que aqui
se eliminan los injertos fracasados en el primer afio y se analiza el tiempo que sobrevive el 50% de los injertos rea-
lizados, se observa que la circunstancia que influye mds negativamente es la presencia de anticuerpos previos al
trasplante, debido a que una cifra mayor del 50% en los anticuerpos actuales proporciona una vida media de 2,2
afios, siendo la de los anticuerpos médximos también muy corta, de 2,4 afios. La presencia de rechazo agudo aso-
ciado a necrosis tubular aguda, una situacién muy frecuente en el hipersensibilizado, lleva la vida media de los injer-
tos a cinco afios aproximadamente. El rechazo agudo aislado que aparece sobre un injerto que no ha desarrollado
necrosis tubular aguda tiene una supervivencia de 6,4 afios, la necrosis tubular aislada 8,7 afios, y en la serie gene-
ral, habiendo analizado todos los pacientes, la supervivencia estd muy préxima a los 10 afos; una vez depurados
aquellos pacientes que no han sufrido ninguna de las dos complicaciones, ni necrosis tubular aguda ni rechazo, la
vida media en nuestra serie es de 11,6 afios, sumando todos los casos de la época histdrica que fueron tratados, como
se ha dicho antes, con azatioprina y prednisona, y los actuales con los mds modernos inmunosupresores.

Conclusion

La situacion actual del trasplante renal muestra que la frecuencia del rechazo agudo ha disminuido en los tltimos
afios, en relacion con los mejores tratamientos inmunosupresores, pero que la necrosis tubular aguda en la mayoria
de las series permanece estable alrededor del 30%. La necrosis tubular aguda influye negativamente en la supervi-
vencia del injerto a corto plazo, y es un dato muy controvertido si produce una repercusion negativa también a largo
plazo. Esta circunstancia, producida por el dafio de isquemia reperfusion sobre el injerto renal, tiene la particulari-
dad de que aparece mas frecuentemente y de forma mds grave en los rifiones procedentes de donantes de edad avan-
zada, que es la situacién mds frecuente hoy dia en la practica clinica.

La necrosis tubular aguda se define normalmente por la necesidad de didlisis en la primera semana después del
trasplante, pero este hecho es gradual, como también lo es la necrosis tubular a diuresis conservada, que no necesi-
ta didlisis y tienen influencia situaciones de dafio tubular minimo, sobre todo en la supervivencia a corto plazo del
injerto y en el desarrollo de rechazo agudo. La presencia de anticuerpos anti-HLA pretrasplante ensombrece el
prondstico de los trasplantes y su asociacidn con necrosis tubular aguda multiplica el riesgo de daiio renal.

En nuestra experiencia, como en la de otros autores, la necrosis tubular aguda y el dafio tubular intermedio y de
mayor gravedad parecen tener influencia negativa fundamentalmente en las etapas precoces del trasplante, mientras
que el rechazo agudo lo hace desde el primer afio, continuando luego de forma prolongada durante toda la evolu-
cion de los pacientes.
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PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO EN EL TRASPLANTE RENAL

J. Torras

Servicio y laboratorio de Nefrologia, Hospital de Bellvitge, Barcelona

En el trasplante renal, la isquemia-reperfusion puede producir un dafio directo sobre el 6rgano o activar la alorres-
puesta del receptor e influir en la aparicién tanto del rechazo agudo como de la nefropatia crénica del aloinjerto.
Por tanto, las maniobras protectoras de la isquemia pueden modificar el futuro del injerto.

Periodos breves de isquemia caliente y reperfusion confieren a un 6rgano resistencia frente a una isquemia pro-
longada o sostenida posterior. Este fendmeno se conoce como precondicionamiento o tolerancia isquémica, y ha
sido principalmente estudiado y caracterizado en el corazon, pero también se ha descrito en el higado, el intestino
delgado y el cerebro. El precondicionamiento activa las defensas naturales de las células. Se puede inducir no sélo
con el estimulo isquémico, sino que otros estimulos, que pueden ser fisicoquimicos (como la hipertermia o el ejer-
cicio) o farmacoldgicos (como dosis bajas de ciclosporina o FK506), también lo producen.

El estudio del precondicionamiento cardiaco, paradigma de este fendmeno, ha permitido establecer dos venta-
nas de proteccidn. Existe una proteccion precoz que ocurre en los primeros minutos hasta dos o tres horas después
del estimulo, en la cual participan mediadores celulares preformados y de accién inmediata. Aqui se ha incluido el
6xido nitrico, la adenosina a través del receptor A |, la proteincinasa C y diversas MAP cinasas, y finalmente las heat
shock proteins, unas proteinas celulares filogenéticamente muy antiguas y que son protectores naturales de las célu-
las frente a las agresiones primarias.

Pero existe una segunda ventana que se inicia mds alld de las 24 horas, y que en algunos érganos puede pro-
longarse hasta siete o diez dias. A pesar de que los mecanismos celulares que lo desencadenan son similares, exis-
te un proceso de sintesis proteica que proporciona estabilidad y durabilidad al fendmeno en el tiempo. Aunque
menos estudiado, en el periodo tardio intervienen la 6xido nitrico sintetasa inducible, algunas MAP cinasas, como
el p38, el INK y la ERK1/2, o diversas enzimas antioxidantes, como la catalasa, la glutacién peroxidasa y la super-
6xido dismutasa. El conocimiento de estos fendmenos tardios tiene como principal objetivo desarrollar estrategias
o farmacos utiles en el tratamiento y la prevencién de la cardiopatia isquémica.

Finalmente, se sabe que los mecanismos protectores en el precondicionamiento actian localmente en el érgano
manipulado, pero que otros 6érganos a distancia pueden verse beneficiados. Asi, se ha demostrado que el precondi-
cionamiento intestinal o renal protege al miocardio de la isquemia coronaria, o también que el precondicionamien-
to hepético protege a los pulmones y a los rifiones frente a la isquemia caliente.

Uno de los inconvenientes que tienen los protocolos de precondicionamiento es que generalmente comprenden
varios ciclos breves de isquemia-reperfusion, en general cuatro de, por ejemplo, cuatro, seis u ocho minutos de
isquemia, seguidos de cinco o diez minutos de reperfusion. Si bien estos protocolos son eficaces en el corazén y en
algun otro 6rgano, su aplicacion en la practica clinica del trasplante seria especialmente dificultoso. Algunos gru-
pos han introducido un protocolo mas sencillo de precondicionamiento, que es igualmente eficaz en ciertos 6rga-
nos. Nos referimos al protocolo de un ciclo con un solo periodo de isquemia y otro de reperfusién, con instauracion
inmediata de la isquemia caliente o la preservacion del érgano. Este protocolo ha mostrado una gran eficacia en la
proteccion hepatica, tanto en modelos de isquemia caliente sobre higado sano o esteatésico como en la preserva-
cion hepdtica, con varias soluciones de preservacion.

En cuanto al rifién se dispone de poca informacion y todavia es un tema controvertido. Un trabajo de principios
de los afios 1980 demostré que se podia conferir al rifién una resistencia tardia frente a la isquemia mediante la
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induccién de enzimas antioxidantes intrinsecas, gracias a una breve isquemia previa. Este es un mecanismo depen-
diente de la sintesis proteica, similar al del precondicionamiento tardio del corazén. Otros trabajos fueron menos
afortunados, no pudiendo demostrar el efecto protector del precondicionamiento, posiblemente dependiente del pro-
tocolo protector disefiado. Mds recientemente, se han publicado algunos estudios que si han demostrado eficacia en
la proteccidn renal, con protocolos de proteccién tanto precoz como tardia.

La caracterizacion del fenémeno de precondicionamiento en el rifién y de los mediadores moleculares que par-
ticipan en él revelard mecanismos celulares innatos de supervivencia. Estos mecanismos enddgenos son suscepti-
bles de modificarse o inducirse para ofrecer proteccion a las células frente a la isquemia caliente, o durante la pre-
servacion en el trasplante renal clinico. Por ello, nuestro grupo disefié un estudio para demostrar, en primer lugar,
si se podia inducir precondicionamiento precoz en el rifidn y, en ese caso, cudl era el mejor protocolo de aplicacion.
Asimismo, para aproximarnos a los mecanismos del precondicionamiento, evaluamos el papel del 6xido nitrico en
el rifién, introduciendo grupos precondicionados que se trataron con un inhibidor de la 6xido nitrico sintetasa y gru-
pos isquémicos tratados con un donante de 6xido nitrico. Finalmente, ya que el mayor interés del precondiciona-
miento es su aplicacién al trasplante renal clinico, determinamos si este efecto protector se hacia patente en el tras-
plante renal experimental.

En primer lugar, dentro del denominado Estudio A, en el terreno de la isquemia caliente demostramos que un
ciclo de 15 minutos de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusion era el protocolo de tiempos optimo, ya que
protegia tanto la funcién como la histologia renal. Alternativamente, comprobamos que tanto 5 como 10 minutos
de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusion ofrecian proteccion funcional completa, pero sélo parcial de la
estructura. Sin embargo, cuando la ventana isquémica se prolongaba més de 15 minutos el efecto protector del pre-
condicionamiento desaparecia. La mayoria de estudios con protocolos de un ciclo s6lo evaldan los tiempos de la
ventana isquémica, manteniendo la reperfusion fija. Nosotros también analizamos el efecto que tiene la modifica-
cion del tiempo de reperfusion en el protocolo de precondicionamiento, y observamos que cuando ésta se prolon-
gaba a 20 o 40 minutos después de 15 minutos de isquemia, desaparecia el efecto protector. Estos resultados son
diferentes a los obtenidos en el corazén, y sugieren que el intervalo de proteccién inducido por el precondiciona-
miento varia segun el érgano, siendo extremadamente corto en el rifién.

El 6xido nitrico se ha asociado al precondicionamiento isquémico en diferentes 6rganos. Por lo que sabemos, el
papel del 6xido nitrico en el rifién sélo se ha estudiado en los mecanismos del dafio isquémico, como un protector
innato celular, pero escasamente se ha relacionado con el precondicionamiento. Asi, se ha publicado una genera-
cion renal rapida de 6xido nitrico después de diversos periodos de isquemia caliente (15 a 45 minutos), que fue cre-
ciente a medida que se prolongaba la reperfusiéon. Aunque tanto una isquemia corta como una larga inducian una
produccién similar de 6xido nitrico, la primera se asociaba a una menor produccién de radicales libres de oxigeno
y de dafio histolégico. Nuestros resultados en el llamado Estudio B muestran un comportamiento similar, ya que las
concentraciones de nitrito y nitrato se incrementaron al final del protocolo 6ptimo de precondicionamiento (15/10),
con un incremento muy moderado de la 8-0x0-2’-desoxiguanosina tisular. Asi el 6xido nitrico puede ejercer su fun-
cion fisioldgica protectora Optima, con una minima interferencia por los radicales libres. El efecto protector del tra-
tamiento con el donante de 6xido nitrico, reproduciendo el precondicionamiento, corrobora esta hipdtesis.

A pesar de la mayor produccion renal de nitrito y nitrato, cuando se prolong6 la reperfusién a 20 o 40 minutos
el efecto del precondicionamiento no se produjo. Esto sugiere que la ventana protectora inducida por el éxido nitri-
co enddgeno es tremendamente estrecha. Intentamos por tanto entender tales resultados. Durante la reperfusion, la
8-0x0-2’-desoxiguanosina tisular, un marcador muy sensible del dafio oxidativo celular, se incrementd paralela-
mente a las concentraciones renales de nitrito y nitrato. Aunque la produccién de radicales libres es un hecho pre-
coz y relativamente transitorio, a medida que el dafo de la reperfusion avanza las estructuras celulares, incluyendo
el ADN, se oxidan progresivamente. Asi, el mayor indice de 8-0x0-2’-desoxiguanosina tisular en los grupos Prec
15/20 y Prec 15/40 refleja la presencia masiva de radicales libres que pueden oxidar el 6xido nitrico, y de esa mane-
ra inactivar su accion protectora. Las grandes concentraciones de 6xido nitrico pueden, por tanto, convertirse en
citotoxicos, probablemente por la formacién de peroxinitrito. En estudios en el higado se han publicado resultados
similares, sugiriendo que el intervalo de precondicionamiento optimo estd definido por el equilibrio entre la con-
centracion tisular de adenosina y de 6xido nitrico.
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Los resultados obtenidos en el Estudio B con la manipulacién farmacoldgica del bloqueante no selectivo de la
6xido nitrico sintetasa corroboran también la implicacién del 6xido nitrico en el precondicionamiento renal. En pri-
mer lugar, las concentraciones tisulares de nitrito y nitrato se redujeron después de la administraciéon de L-NAME.
En segundo lugar, no se protegié la funcién renal, lo que sugiere que el efecto beneficioso del precondicionamien-
to se habia perdido. Y finalmente, la administracion de 6xido nitrico del donante a los animales precondicionados
y tratados con L-NAME restablecio el efecto protector. Tal como reflejan nuestros resultados, y como otros grupos
han demostrado, el uso de L-NAME agravd la disfuncion renal y causé una gran mortalidad. De esta manera se con-
firma que el sistema del 6xido nitrico es una defensa natural frente al dafio isquémico.

Finalmente, en el denominado Estudio C evaluamos el efecto de nuestro protocolo de precondicionamiento
sobre la isquemia fria en el modelo de trasplante renal experimental para aproximarlo a la clinica del trasplante. El
precondicionamiento mejord la funcidn renal a lo largo de los siete dias de seguimiento, y lo que es mds importan-
te, también se protegio el dafio histoldégico. Aunque cinco horas de preservacion en Eurocollins parece un periodo
corto, estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que se produce un fallo renal agudo grave. En los pro-
tocolos clinicos de extraccion de rifiones, las posibles maniobras de protecciéon deben ser muy simples. Por tanto,
el procedimiento que se propone aqui de precondicionamiento de un ciclo con isquemia y reperfusion breves puede
ser adecuado para el trasplante renal en humanos.

En resumen, el precondicionamiento isquémico mejora el fracaso renal agudo inducido tanto por isquemia
caliente como fria. En el rifién, 15 minutos de isquemia caliente y 10 minutos de reperfusion es el procedimiento
optimo para el precondicionamiento. Nuestros datos indican que el efecto protector del precondicionamiento esta
mediado por la produccién local de éxido nitrico. Este mecanismo protector endégeno puede ser una herramienta
valiosa en la preservacion renal clinica.

POSTTRANSPLANTATION ACUTE INFLAMMATION
IN ISCHEMIA-REPERFUSION

J.M. Goujon!, A. Vandewalle?, M. Abdoul, S. Milinkevitch!, I. Petit3, J.P. Faure® and T. Hauet?

1Service d’Anatomo-Pathologie and Service de Biochimie, CHU La Milétrie, Poitiers Cedex; *Unité U478, Institut fédératif de
la Recherche, Faculté de Médecine X Bichat, Paris XVIII; and *GRTMV-EA 2624 IFR FR CNRS 59, Université de Poitiers et
Laboratoire de transplantation expérimentale de génétique animale, INRA, Le Magneraud, Surgeres, France.

Introduction

In recent years, chronic allograft nephropathy has become one of the main causes of late organ loss following trans-
plantation. Several clinical and experimental studies have suggested that, in addition to alloantigen-dependent fac-
tors, a number of alloantigen-independent factors may also be involved in this process (1). The most commonly
accepted alloantigen-independent risk factors for chronic allograft nephropathy are cytomegalovirus infection, drug
cytotoxicity, patient noncompliance, donor age, hyperlipidemia and hypertension. These nonimmunological factors
certainly play an important part in the onset of chronic allograft nephropathy by directly damaging the transplanted
kidney and also through their interaction with a variety of immune factors such as histoincompatibility and acute
rejection episodes. Nonimmune renal injury of the kidney destined for transplantation may also begin before the
brain death of the donor and continue after transplantation (2).

Until recently, the impact of ischemia-reperfusion injury, an antigen-independent event in the process of organ
transplantation, on delayed graft function and late allograft deterioration tended to be underestimated (3, 11).
Ischemia-reperfusion injury is a complex sequence of events that involves depletion of cellular ATP, entry of cal-
cium, sodium and water into cells, activation of endothelial cells and infiltration of neutrophils into ischemic tis-
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sues (4). The onset of nonspecific inflammatory processes has been shown to initiate and modulate antigen-speci-
fic immunity (5). The response to ischemia-reperfusion injury closely resembles an immune response, and inclu-
des the upregulation of major histocompatibility complex (MHC) antigens (6) and adhesion molecules, and the
production of cytokines and chemokines, leading to inflammatory infiltrates (7, 8). The exact role of ischemia-
reperfusion injury as an additional risk factor for delayed graft function and kidney graft survival remains a mat-
ter of debate. The conditions of storage of donor kidney may influence the deleterious consequences of ischemia-
reperfusion injury on delayed graft function. The main steps required to preserve the organ to be transplanted
include flushing, cooling and sometimes the use of drugs. The preservation solutions (Euro-Collins [EC] solution
and University of Wisconsin [UW] solution) commonly used contain impermeable ions to minimize cell swelling
and high concentrations of potassium to prevent intracellular potassium loss. Both the EC and UW preservation
solutions have their own limitations in preventing ischemia-reperfusion injury. Modifications of the ionic content
of preservation solutions intended to reduce reperfusion injury have therefore been proposed (9). Since the pig kid-
ney seems to be the most attractive organ for xenotransplantation, we have developed an autotransplanted large
pig kidney model to investigate the influence of ischemia-reperfusion and the conditions of cold storage on dela-
yed graft function (10).

Methods

Morphological analysis of cold ischemia-reperfusion injury was performed in an experimental model of autotrans-
planted large pig kidneys. Biopsies from deep cortex outer medulla were performed at various times to analyze
several morphological parameters. The degree of proximal tubule cell injury at 30 minutes, 1 hour and day 7 and
the degree of interstitial inflammation at day 14 affecting a certain percentage of surface area (0, none; 1 <10%; 2,
10-25%; 3, 50-75%; 4 >75%) were evaluated using a semiquantitative graded scale. Considering that fibrosis is the
final common pathway for nearly all forms of disease that progress towards end-stage organ failure, tissue sections
(5 um) of late biopsies performed between weeks 2 and 12 were labeled with picrosirius, known to stain collagens
I and III deposited within the interstitium and recommended for the diagnosis of chronic renal allograft injury (11).
The degree of inter-stitial fibrosis stained with picrosirius was determined by a semiquantitative imaging technique.
The percentage of picrosirius-stained surface was measured on five different tissue sections viewed at x 100 magni-
fication for each experimental condition and expressed as a percentage of the total surface area examined. In all expe-
rimental conditions, the nature of inflammatory cells and/or the expression of adhesion molecules were assessed by
immunohistochemistry studies.

Results

Using this model of cold ischemia-reperfusion, we showed that the development of inflammatory injury was close-
ly correlated to the conditions of cold preservation. The influx of inflammatory cells, particularly T cells, was shown
to be of importance during ischemia-reperfusion injury. We also demonstrated that the cells recruited into an
inflamed interstitium in the early phase of fibrosis consist mainly of CD4* T lymphocytes and macrophages and that
the number of infiltrating monocytes/macrophages and CD4* and CD8* T lymphocytes depends mainly on the ini-
tial conditions of cold preservation (11). A biphasic period of CD4* infiltration occurred between weeks 2-12 fol-
lowing transplantation. The number of CD4* T cells gradually decreased from weeks 2-5 and then gradually
increased from weeks 4-5 to weeks 10-12. In contrast to the phenomenon observed in CD4* T cells, the number of
CD8* T cells increased from weeks 2-5 and remained at a plateau or slightly decreased from 4-12 weeks following
surgery. Thus, the number of CD8* T cells counted per surface area was always lower than that of CD4+ T cells in
all experimental groups analyzed. Macrophages and monocytes progressively infiltrated the kidneys after a lag time
of two weeks and were well correlated with the degree of interstitial fibrosis. At all times studied, no inflammato-
ry cells were labeled by B-cell markers.

47 I



The de novo tubular expression of cell adhesion molecule VCAM-1 depends on the conditions of pig kidney
cold storage and reflects the intensity of inflammatory reactions. Interstitial fibrosis, characterized by the destruc-
tion of renal tubules as well as by the accumulation of extracellular matrix proteins, is significantly associated with
progressive loss of renal function (11).

Renoprotective effects of trimetazidine and PEG-20M

We investigated the effects of adding trimetazidine or polyethylene glycol 20000 (PEG-20M) to the perfusate of
cold-stored kidneys on the function and morphology of reperfused autotransplanted pig kidney.

The addition of the antiischemic drug trimetazidine (TMZ, 1-[2,3,4-trimethoxy-benzyl] piperazine, 2 HCI), which
prevented renal injury in the isolated perfused pig kidney exposed to prolonged cold ischemia (12), also had signifi-
cant beneficial effects on the renal function of autotransplanted pig kidneys (11). Trimetazidine has been registered
since 1978 and marketed in a number of countries as a safe drug able to prevent cellular ischemia without producing
adverse hemodynamic effects (13). Although the clinical efficacy of trimetazidine has been demonstrated in several
double-blind trials, and its antianginal effect has been shown to be equivalent to that of propranolol, the molecular
mechanism of its antiischemic effects is not yet fully understood. Trimetazidine has been shown to improve energy
metabolism and ATP synthesis in various models of myocardial and liver ischemia (14, 15). In the experimental
model of autotransplanted large pig kidneys, trimetazidine added to the classical EC and UW preservation solutions
protected cold-preserved proximal tubule cells, limited the extent of inflammatory changes in outer medulla and
partly inhibited the occurence of interstitial fibrosis and tubular atrophy (11).

We also tested the effects of polyethylene glycol (PEG), particularly PEG-20M, used as a colloid during cold
preservation, on renal function and on the occurrence of interstitial fibrosis in the autotransplanted pig kidney
model. This colloid can form a reversible complex with lipids in cell membranes and prevent osmotic swelling (16).
We and others have demonstrated that PEG reduces lipid peroxidation (17) and modifies or reduces immunogeni-
city when combined with normally immunogenic antigens (18, 19). In a preliminary study, we have shown that
adding PEG to a simplified high-potassium perfusion solution both improves renal function and significantly re-
duces early cellular and interstitial infiltrates in retransplanted pig kidneys, as compared to retransplanted kidneys
cold-flushed with conventional EC and UW solutions (20). Recently, we demonstrated that adding PEG to simpli-
fied isoosmotic solutions reduced the overexpression of MHC class II molecules that was detected in epithelial
tubule cells, inhibited the early inflammatory response to ischemia-reperfusion injury, improved renal functions and
may have prevented the progression of interstitial fibrosis in long-term autotransplanted pig kidneys (21). These
promising findings call for further studies to assess the long-term capacity of PEG alone and in association with
antiischemic drugs to prevent chronic transplant nephropathy.

Conclusions

Chronic transplant nephropathy is a multifactorial process. It is the main cause of late graft loss. Morphologically,
it is characterized by interstitial fibrosis, tubular atrophy and glomerular sclerosis. Chronic transplant nephropathy
is caused by both alloreactive and nonalloreactive factors. Cold ischemia may lead to both alloantigen-independent
lesions and allogenic-mediated injury. We have demonstrated in a recent study that the cause of delayed graft func-
tion in the absence of alloreactivity is closely related to the upregulation of MHC class II molecules and, according
to the recent findings of Burnes et al. (22), to the activation of CD4* T lymphocytes. The inflammation due to ische-
mia-reperfusion injury, which is largely independent of immunological processes, is clearly one of the main early
deleterious events that promote chronic renal allograft dysfunction and graft loss. More attention should be devoted
to preventing the initial injury caused by ischemia-reperfusion injury. This should allow optimized organ preserva-
tion before transplantation (23).

I 48



Barcelona, 2-5 de febrero de 2003

Acknowledgments

We would like to thank Drs. P. Babin, P. Levillain, J.P. Tillement, M. Carretier and M. Eugene for their collabora-
tion. We also thank Mrs. N. Quellard and B. Fernandez for technical assistance. Our studies presented in this review
have been supported by grants from the Etablissement Frangais des Greffes, 1’ Association pour le Développement

de la Dialyse en Charente-Maritime and the Institut International de Recherche Servier.

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Monaco, A.P., Burke. J.E, Jr., Ferguson, R.M. et al. Current thinking on chronic renal allograft rejection:
Issues, concerns and recommendations from a 1997 roundtable discussion. Am J Kidney Dis 1999; 33: 150-
160.

Halloran, P.F.,, Melk, A., Barth, C. Rethinking chronic allograft nephropathy: The concept of accelerated
senescence. J Am Soc Nephrol 1999; 10: 167-181.

Du Bose, T.D., Jr., Warnock, D.G., Mehta, R.L. et al. Acute renal failure in the 21 century: Recommendation
Jor management and outcomes assessment. Am J Kidney Dis 1997; 29: 793-799.

Massberg, S., Messmer, K. The nature of ischemia/reperfusion injury. Transplant Proc 1998; 30: 4217-4223.
Fearon, D.T. Seeking wisdom in innate immunity. Nature 1997; 388: 323-324.

Shoskes, D.A., Parfrey, N.A., Halloran, P.F. Increased major histocompatibility complex antigen
expression in unrelated ischemic acute tubular necrosis in the mouse. Transplantation 1990; 49: 201-
207.

Tilney, N.L., Guttmann, R.D. Effects of initial ischemia/reperfusion injury on the transplant kidney.
Transplantation 1997; 64: 945-947.

Sheridan, A.M., Bonventre, J.V. Cell biology and molecular mechanisms of injury in ischemic renal failure.
Curr Opin Nephrol Hypertens 2000; 9: 427-434.

De Boer, J., De Meester, J., Smits, J.M. et al. Eurotransplant randomized multicenter kidney graft preserva-
tion comparing HTK with UW and Euro-Collins. Transplant Int 1999; 12: 447-453.

Hauet, T., Goujon, J.M., Vandewalle, A. et al. Trimetazidine reduces renal dysfunction by limiting the
cold ischemia/reperfusion injury in autotransplanted pig kidneys. J Am Soc Nephrol 2000; 11: 138-
148.

Goujon, J.M., Vandewalle, A., Baumert, H., Carretier, M., Hauet, T. Influence of cold-storage conditions on
renal function of autotransplanted large pig kidneys. Kidney Int 2000; 58: 838-850.

Hauet, T., Mothes, D., Goujon, J.M. et al. Trimetazidine prevents renal injury in the isolated perfused pig kid-
ney exposed to prolonged cold ischemia. Transplantation 1997; 64: 1082-1086.

Harpey, C., Clauser, P., Labrid, C., Freyria, J.L., Poirier, J.P. Trimetazidine, a cellular anti-ischemic agent.
Cardiovasc Drug Rev 1989; 6: 292-312.

Elimadi, A., Settaf, A., Morin, D. et al. Trimetazidine counteracts the hepatic injury associated with ischemia-
reperfusion by preserving mitochondrial function. J Pharmacol Exp Ther 1998; 286: 23-28.

Fantini, E., Demaison, L., Sentex, E., Grynberg, A., Athias, P. Some biological aspects of the protective effect
of trimetazidine on rat cardiomyocytes during hypoxia and reoxygenation. J Mol Cell Cardiol 1994; 26: 949-
958.

Ganote, C.E., Worstell, J., lannotti, J.P., Kaltenbach, J.P. Cellular swelling and irreversible myocardial injury.
Am J Pathol 1977; 88: 95-99.

Mack, J.E., Kerr, J.A., Vreugdenhil, P.K., Belzer, F.O., Southard, J.H. Effect of polyethylene glycol on lipid
peroxidation in cold-stored rat hepatocytes. Cryobiology 1991; 28: 1-7.

Collins, G.M., Wicomb, W.N., Levin, B.S., Verma, S., Avery, J., Hill, J.D. Heart preservation solution con-
taining polyethylene glycol: An immunosuppressive effect? Lancet 1991; 338: 890.

49 I



19.  Murad, K., Mahany, K.L., Brugnara, C., Kuypers, F.A., Eaton, J.W., Scott, M.D. Structural and functional
consequences of antigenic modulation of red blood cells with methoxypoly (ethylene glycol). Blood 1999; 93:
2121-2127.

20. Hauet, T., Baumert, H., Ben Amor, L. et al. Protection of autotransplanted pig kidneys from ischemic-reper-
fusion injury by polyethylene glycol. Transplantation 2000; 11: 1569-1575.

21. Hauet, T., Goujon, J.M., Baumert, H. et al. Polyethylene glycol reduces the inflammatory injury due to cold
ischemia-reperfusion injury. Kidney Int 2002; 62: 654-667.

22.  Burne, M.J., Daniels, F., El Gandour, A. et al. Identification of the CD4(+) T cell as a major pathogenic fac-
tor in ischemic acute renal failure. J Clin Invest 2001; 108: 1283-1298.

23. Hauet, T., Goujon, J.M., Vandewalle, A. To what extent can limiting cold ischemia/reperfusion injury prevent
delayed graft function? Nephrol Dial Transplant 2001; 16: 1982-1985.

PHARMACODYNAMICS OF CALCINEURIN INHIBITORS

P.F. Halloran
University of Alberta, Edmonton, Alberta, Canada

The most important drugs in transplantation over the past two decades have been the calcineurin inhibitors
ciclosporin and tacrolimus. These drugs engage ubiquitous intracellular proteins called immunophilins, name-
ly, cyclophilin and FKBP, respectively. The new drug—immunophilin complexes thus formed are the active
drugs. They engage calcineurin, also known as protein phosphatase 2B, and inhibit its phosphatase activity for
protein substrates. Of the large number of substrates of calcineurin, most interest has focused on the NFAT fam-
ily of transcription factors. Some of these are involved in regulating the transcription of cytokines such as IL-
2. By dephosphorylating NFAT proteins, calcineurin causes them to translocate to the nucleus and activate tran-
scription.

The administration of ciclosporin results in a sharp decline in calcineurin activity as monitored by assaying the
phosphatase activity against specific substrates in cell supernatants ex vivo. Our studies indicate that calcineurin
inhibition closely reflects ciclosporin levels and effects in vivo in mice and humans. Calcineurin inhibition is not
complete in humans receiving ciclosporin. For this reason, it is necessary to adjust and monitor doses and levels
carefully. In the case of tacrolimus, the correlations among drug concentration, drug effects and calcineurin activi-
ty are less satisfactory. Part of this problem may lie in limiting amounts of the binding protein FKBP, but the stoi-
chiometry of calcineurin, FKBP and tacrolimus in the assay may simply not simulate that in vivo. We have postu-
lated that the problem may be that FKBP and calcineurin are preassembled in some compartment that is disrupted
in the ex vivo assay conditions. Speculation aside, our findings indicate that the relationship between calcineurin
inhibition in the assay and tacrolimus effects in vivo are less clear than they are for ciclosporin.

Calcineurin inhibition represents the probable explanation of the immunosuppressive and toxic effects of
ciclosporin and tacrolimus, but other mechanisms are invoked as well, such as induction of TGF-. This relation-
ship remains murky, however. TGF-f is an abundant and complex factor in development, inflammation, scarring,
repair of injury and oncogenesis, and it has many paradoxical effects. For example, TGF-$ is induced in many forms
of renal injury. But, when TGF- is associated with nephrotoxicity, is it a cause or an effect? These issues are as yet
unresolved.
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RAPAMICINA

M. Brunet
Laboratori de Farmacologia, Centre de Diagnostic Biomédic, Hospital Clinic, Universitat de Barcelona

La rapamicina es un fairmaco que posee un elevado potencial inmunosupresor y antiproliferativo. Su mecanismo de
accion se basa en la inhibicién de la enzima intralinfocitaria mTOR, enzima multifuncional que desempefia un papel
relevante en la sintesis del ADN y proteinas necesarias para la division celular desde la fase G1 a la S. La rapami-
cina es un profarmaco que presenta una elevada afinidad por las inmunofilinas intralinfocitarias, en especial por la
FKBP12, a la cual se une formando el complejo farmacolégicamente activo FKBP12-SRL, cuya diana especifica
de accién es la mTOR.

Diversos estudios multicéntricos han puesto de manifiesto que se establece una estrecha correlacion entre las
concentraciones sanguineas de la rapamicina y su efecto inmunosupresor o la aparicién de efectos adversos. Por
ello, la monitorizacion de este firmaco permite elegir las dosis y las concentraciones mds adecuadas de rapamicina
en situaciones de monoterapia, o bien en terapias combinadas con inhibidores de la calcineurina o con micofenola-
to de mofetilo.

La monitorizacién de la rapamicina queda ampliamente justificada por la elevada variabilidad farmacocinética
intra e interindividual, por las notables interacciones farmacocinéticas y farmacodindmicas que se producen entre
este farmaco y la ciclosporina, el tacrolimus, el micofenolato de mofetilo y otros sustratos del citocromo P450 3A4,
asi como por la estrecha correlacion entre las concentraciones sanguineas y el efecto farmacolégico o toxico. En el
caso de la rapamicina, es de destacar que se establece una buena correlacion entre las concentraciones antes de la
dosis matinal (C_; )y el valor del drea bajo la curva (AUC). Por ello, la monitorizacién de su C,_, permite ajustar
la dosis para alcanzar en cada paciente el grado de inmunosupresion adecuado con un minimo de toxicidad.

Los primeros estudios multicéntricos de fases Il y III en pacientes adultos trasplantados renales demostraron que
concentraciones de rapamicina superiores a 20 ng/ml se asociaban a la aparicion de hiperlipidemia y mielosupre-
sién, mientras que si éstas eran inferiores a 4 ng/ml ello se correlacionaba con mayor incidencia de ineficacia
terapéutica. Los resultados obtenidos en estos estudios multicéntricos europeos y americanos permitieron estable-
cer un margen terapéutico preliminar para la rapamicina de 4 a 12 ng/ml (por HPLC/UV; de 5 a 15 ng/ml método
enzimatico), en los pacientes trasplantados renales que reciben ciclosporina concomitantemente. Para alcanzar estas
concentraciones se aconseja iniciar la terapia con una dosis de carga de 6 mg de rapamicina, seguida de una dosis
de mantenimiento diaria de 2 mg/dia, que se ajustard en cada paciente para alcanzar las concentraciones dentro del
margen terapéutico.

Respecto a las interacciones farmacoldgicas entre la ciclosporina y la rapamicina, se conoce que la ciclospori-
na aumenta en un 50% el valor de la C_; y del AUC de la rapamicina, cuando ésta se administra cuatro horas des-
pués de la dosis matinal de ciclosporina. Esta notable interaccion farmacocinética se explica porque la ciclosporina
compite con la rapamicina en el proceso de biotransformacién a través de la isoenzima CYP 3A4, a nivel gastro-
intestinal y hepdtico, y también porque la ciclosporina es un potente inhibidor de las p-glucoproteinas. Por su parte,
la rapamicina aumenta ligeramente las concentraciones de ciclosporina, y por ello la dosis de este inhibidor de la
calcineurina debe disminuirse aproximadamente un 15% para mantener las concentraciones dentro del margen
terapéutico.

La asociacion de ciclosporina y rapamicina presenta una notable sinergia en cuanto a su accién inmunosupre-
sora y también respecto a la aparicion de efectos adversos. En este sentido, estudios en animales de experimenta-
cién han demostrado que la ciclosporina altera significativamente la distribucion de la rapamicina, favoreciendo su
acumulacion tisular, especialmente en el rifién y en el higado. Por ello, la combinacién de ambos farmacos puede
favorecer la nefrotoxicidad asociada a la ciclosporina. La ciclosporina también puede potenciar la toxicidad de la
rapamicina mediante mecanismos farmacodindmicos que favorecen la mielosupresién o la hiperlipidemia. Estos
conocimientos indican que ambos agentes deben combinarse a dosis bajas, y que las concentraciones dptimas se
ajustardn en funcion del perfil de toxicidad que predomine en cada paciente.
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En cuanto a la asociacion de rapamicina y tacrolimus, la mayoria de estudios experimentales y clinicos demues-
tran que ambos formacos pueden administrarse simultdneamente en pacientes trasplantados. La concentracién de la
inmunofilina FKBP12 intralinfocitaria es lo suficientemente elevada como para que ambos fairmacos puedan formar
sus correspondientes complejos activos (FKBP12-TRL y FKBP12-SRL), incluso los dos inmunosupresores alcan-
zan su concentracién mdxima. La mayoria de estudios coinciden en que no se producen interacciones farmacociné-
ticas significativas en el perfil de absorcién de la rapamicina cuando se administra conjuntamente con tacrolimus.
Sin embargo, la rapamicina puede disminuir aproximadamente en un 20% a 30% el valor del AUC del tacrolimus.

La asociacidn de tacrolimus y sirolimus presenta una potente sinergia de accién inmunosupresora, que permite
administrar ambos medicamentos a dosis mas bajas de las convencionales. En los estudios piloto realizados en pa-
cientes trasplantados renales tratados con rapamicina mds tacrolimis mas esteroides, se observo que en un porcen-
taje elevado de casos no se conseguian concentraciones dentro del margen terapéutico establecido para cada far-
maco. La terapia con rapamicina se iniciaba segin los conocimientos adquiridos de su asociacién con ciclosporina
(rapamicina, una dosis de carga de 6 mg el primer dia, seguida de una dosis diaria de mantenimiento de 2 mg). Sin
embargo, al no producirse una interaccién farmacocinética entre la rapamicina y el tacrolimis que favorezca un
incremento significativo de las concentraciones de ésta, ha sido necesario modificar las dosis de carga y de mante-
nimiento, con el objetivo de alcanzar concentraciones de rapamicina dentro del margen terapéutico en los primeros
dias postrasplante y para prevenir con mayor eficacia los episodios de rechazo agudo. Estudios muy recientes
demuestran la importancia de administrar dosis de carga de 15 mg de rapamicina (de uno a tres dias) seguidas de
dosis de mantenimiento de 5 a 10 mg (durante una semana), para obtener una incidencia de rechazo agudo inferior
al 10%, sin que se observe un incremento significativo en la aparicion de efectos adversos.

En definitiva, la monitorizacion de la rapamicina, en monoterapia o combinada con ICN, es imprescindible para
la eleccion de las dosis mas adecuadas y poder establecer los margenes terapéticos que garanticen una inmuno-
supresion eficaz y segura.

MICOFENOLATO DE MOFETILO

L. Pou

Servicio de Bioquimica, Hospital Vall d’Hebron, Barcelona

El micofenolato de mofetilo es un profarmaco que se transforma en acido micofenélico por la accion de las esterasas.
El 4cido micofendlico ejerce su accién inmunosupresora inhibiendo a la inosinmonofosfatodeshidrogenasa, una enzi-
ma clave en la sintesis de novo de las purinas. El principal metabolito (inactivo) es el glucurénido del 4cido fendlico.
Se han identificado otros metabolitos, uno de ellos el derivado acilglucurénido, presenta actividad inmunosupresora y
se ha implicado en los mecanismos de toxicidad del farmaco. El glucurénido del dcido fendlico se elimina fundamen-
talmente por la orina; una pequeia parte puede llegar otra vez a la sangre mediante la circulacién enterohepatica, la
cual condiciona la farmacocinética del dcido micofendlico en la fase posdistributiva, ademas de ser responsable de la
aparicion de un segundo pico de concentracion, que se observa en el perfil cinético de algunos pacientes.

El dcido micofendlico presenta una amplia variabilidad farmacocinética, tanto inter como intraindividual, atri-
buida fundamentalmente a tres factores: la edad, la proporcién de farmaco libre (el aclaramiento del dcido mico-
fendlico es de tipo restrictivo) y la comedicacion con otros inmunosupresores.

Es conocido que los pacientes tratados con tacrolimis y micofenolato de mofetilo presentan concentraciones de
dcido micofendlico significativamente mas altas que los que han recibido las mismas dosis de micofenolato de
mofetilo y ciclosporina, independientemente del periodo postrasplante. En un principio se lanz6 la teoria de que el
tacrolimus inhibia el metabolismo del acido micofendlico, dado que in vitro es un inhibidor de la glucuronidasa 90
veces mds potente que la ciclosporina. En estudios posteriores, al comparar las concentraciones en poblaciones tra-
tadas sélo con micofenolato de mofetilo, se constatd que las de dcido micofendlico eran significativamente mds ba-
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jas cuando se administraba conjuntamente con ciclosporina. El mecanismo de interaccién entre el 4cido micofend-
lico y los anticalcineurinicos no esté totalmente aclarado, aunque varios autores sugieren que la ciclosporina inhi-
birfa la excrecion de glucurénido del dcido fendlico del hepatocito a la bilis. En este sentido, un trabajo de van
Gelder y cols. (2001) en ratas observa que los perfiles farmacocinéticos de los animales tratados con micofenolato
de mofetilo o micofenolato de mofetilo asociado a tacrolimus presentaban un segundo pico de concentracién con-
sistente con la circulacion enterohepatica, ausente en los que recibian micofenolato de mofetilo asociado a ciclos-
porina.

El andlisis retrospectivo de los primeros ensayos sobre trasplante renal demostraron que unos valores del drea
bajo la curva (AUC) de acido micofendlico superiores a 40 mg-h/l se asociaban a una menor incidencia de recha-
zo. Posteriormente, la mayor parte de estudios prospectivos han confirmado estos resultados. En el trasplante car-
diaco la menor incidencia de rechazo se observa con concentraciones predosis superiores a 2 mg/l.

Los estudios multicéntricos controlados no encuentran correlacion entre las concentraciones plasmadticas de
dcido micofendlico y la aparicion de efectos adversos, aunque algunos autores observan que la concentracién a los
30 minutos posteriores a la dosis se asocia a episodios de toxicidad. No se han hallado diferencias entre C_, C_
y AUC para discriminar la toxicidad del farmaco.

La utilidad de la monitorizacién del dcido micofendlico es un tema controvertido. Las recomendaciones del afio
2001 establecen objetivos de concentracién para AUC (30 a 60 mg-h/l) y C . (1 a 3,5 mg/l), aunque aconsejan valo-
rar mas de una concentracion predosis. Se debe evaluar el incremento de fraccién libre en los casos de insuficien-
cia renal, hipoalbuminemia e hiperbilirrubinemia.

min’

IMMUNOSUPPRESSIVE DRUG DISCOVERY

R.E. Morris
Novartis Pharma AG, Corporate Headquarters, Basel, Switzerland

Immunosuppressive drug discovery has two main goals: 1) to create novel low-molecular-weight organic molecules
and high-molecular-weight biologicals that effectively control all forms of allograft rejection and 2) to create mol-
ecules that are so selective in their actions on immune cell-specific targets that the side effects of these drugs will
be minimal. If these goals can be achieved, it is likely that improved immunosuppression will be used for applica-
tions in autoimmune disease, thus expanding the use of these drugs well beyond transplant patients. For im-
proved immunosuppression to be achieved, there are several stages that must be successful. Immune cell-selective
targets (normally proteins) must be identified by understanding the differences in genomic and proteomic profiles
between resting immune cells and alloactivated immune cells, and between immune cells in nonrejecting organs and
rejecting organs. These differences can be used to identify genes and proteins that may be responsible for rejection.
But before drugs can be discovered to block the actions of these targets, the targets must be validated (i.e., shown
to be pivotal for immune function). Validation is performed by using siRNA, knockout mice and monoclonal anti-
bodies to these targets to prove that inactivating either mRNA for the targets or the targets themselves suppresses
immune functions important for alloreactivity. Once a target has been validated, it is expressed in large quantity by
cDNA techniques and used in in vitro assays to screen hundreds of thousands of chemicals for their binding to the
target. The most promising of the chemicals are further tested for their immunosuppressive effects on immune cells
in vitro, and the most selective compounds from these secondary screenings are modified by medicinal chemistry
to improve immune cell selectivity, potency, pharmacokinetics, bioavailability, solubility and many more charac-
teristics required to convert a molecule into a drug. Extensive preclinical studies in experimental animals use phar-
macokinetic, pharamacodynamic and safety assessments after dosing in nontransplanted animals to select the com-
pounds in the drug class for the target which have the best pharmacokinetic and pharmacodynamic properties and
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which have the widest therapeutic index based on the difference in drug exposures required to produce pharmaco-
dynamic effects versus exposures that cause adverse effects. Finally, the best compound is tested in humans in
proof-of-concept assays to insure that it inhibits the desired target. After successful proof-of-concept testing, the
compound is ready for registrational clinical trials. The steps noted above precede registrational clinical trials and
can take over a decade.

UTILIDAD DE DACLIZUMAB EN LA TERAPIA DE INDUCCION EN EL
TRASPLANTE CARDIACO. RESULTADOS DEL ESTUDIO ZxHTX/00

G. Rabago
Facultad de Medicina y Clinica Universitaria, Departamento de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular,
Universidad de Navarra, Pamplona

La utilizacién de terapias de induccion con anticuerpos monoclonales anti IL-2 ha demostrado su eficacia en la pre-
vencion de episodios de rechazo agudo en los pacientes con trasplante cardiaco. Estos resultados nos animaron a
disefiar un estudio piloto, multicéntrico, con brazo tnico abierto y no comparativo, utilizando dos dosis de daclizu-
mab en asociacion con FK-506, micofenolato de mofetilo y dosis bajas de corticoides, en un intento por determi-
nar la eficacia y seguridad de este tratamiento.

Método

Cuarenta pacientes a los que se les habia realizado por primera vez un trasplante cardiaco recibieron dos dosis (en
los dias 1 y 14) de daclizumab (1 mg/kg) como terapia de induccién. Como inmunosupresor de base se les admi-
nistré FK-506 a dosis de 0,075 mg/kg, ajustado segtin concentraciones valle de 8 a 12 ng/ml, micofenolato de mofe-
tilo 1 gramo cada 12 horas y prednisona a dosis bajas (0,15 mg/kg). Los pacientes fueron controlados mediante
biopsia endomiocardica, segtn el protocolo establecido. Se presentaron los datos a tres meses.

Resultados

Dos pacientes fallecieron por fallo primario del injerto (el primer dia) y sepsis (después de dos semanas), siendo la
mortalidad durante el seguimiento del 5%. Tres pacientes fueron excluidos por cambio o utilizacion de una medi-
cacién no autorizada en el protocolo. En total se realizaron 173 biopsias, de las cuales el 8% fue igual o superior a
3A, segun la clasificacién de la ISHLT. De todos los pacientes, 11 (28%) presentaron un rechazo igual o superior a 3A,
pero resultd asintomatico (excepto en dos casos) y se resolvid con bolos de corticoides. Curiosamente, el 80% de
las mujeres incluidas en el estudio (cinco pacientes) presentaron algtin rechazo, y el 90% de todos los pacientes con
rechazo tenia concentraciones subdptimas de uno o dos farmacos inmunosupresores. La tolerancia al daclizumab
fue excelente, sin ningtin episodio grave relacionado con su administracién. No se produjeron alteraciones hema-
toldgicas, enzimaticas ni metabdlicas. En cuanto a los episodios de infecciones, se registraron siete virales (cinco
por citomegalovirus) y dos neumonias no filiadas.

Conclusion

El tratamiento inmunosupresor que consiste en dos dosis de daclizumab en asociacién con micofenolato de mofe-
tilo, FK-506 y dosis bajas de esteroides es eficaz en el trasplante cardiaco. Se ha presentado una tasa aceptable de
rechazo, con una baja mortalidad. Este tratamiento es seguro, con un perfil de efectos adversos esperable para dicha
asociacion. La induccién con dos dosis de daclizumab constituye una eleccion valida en el trasplante cardiaco.
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OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO CLASICO
CON MONITORIZACION DE NEORAL MEDIANTE C,

B. Diaz Molina, J.L. Rodriguez Lambert, M.J. Bernardo Rodriguez, L. Tricas y M.E. Gutiérrez Arias
Servicio de Inmunologia, Hospital Central de Asturias, Oviedo

Introduccién

La farmacocinética de la ciclosporina es compleja, siendo la variable clave su absorcién sistémica. La fase de absor-
cion se produce en las cuatro horas siguientes a la toma del medicamento, precisamente cuando el efecto inmuno-
supresor es maximo. En esta fase hay una gran variabilidad tanto inter como intraindividual. Se ha observado que
el drea bajo la curva en estas cuatro horas (AUC,_,) es el mejor predictor de aparicion del rechazo agudo. Por razo-
nes practicas se ha buscado cudl es el punto de muestreo que mejor se correlaciona con el AUC, ,, y el resultado
son las concentraciones dos horas después de la dosis (C,). Actualmente hay datos que apuntan que la monitoriza-
cién C, en el trasplante cardiaco estable (de mds de un afio) consigue un mejor control del paciente.

Objetivos

Los objetivos del presente estudio son:

1) Averiguar cudl es la proporcion de malos absorbedores entre los pacientes tratados con ciclosporina en micro-
emulsion.

2) Hallar si existe correlacion entre las concentraciones C, y las concentraciones valle.
3) Hallar si existe correlacion entre las concentraciones C, y la dosis por kg.

4) Determinar la relacion entre las concentraciones C, y la existencia de rechazo agudo.
5) Determinar la relacion entre las concentraciones C, y la presencia de toxicidad renal.

Pacientes y métodos

En 25 pacientes consecutivos con trasplante cardiaco de novo (menos de un afio desde el trasplante) se determina-
ron las concentraciones valle (C,) y las concentraciones C,. Todos recibieron tratamiento inductor, bien con OKT3,
o bien con basiliximab, prednisona en dosis decrecientes y micofenolato de mofetilo.

Con objeto de evitar errores en el muestreo, las extracciones sanguineas para determinar las concentraciones
valle 'y a las dos horas se realizaron en régimen de ingreso hospitalario, siempre por la misma persona. Coincidiendo
con la extraccion para hallar las concentraciones de ciclosporina, se determind la uremia y la creatinina sérica. Asi
mismo, se recogié la dosis diaria de Neoral, el peso del paciente y la fecha en que se realiz6 la extraccion. No se
alter¢ la programacion de las biopsias endomiocérdicas efectuadas segtn el protocolo de nuestro centro, es decir, a
las dos semanas y en los meses 1, 2, 3,4, 5, 6,9 y 12 postrasplante.

Los pacientes fueron divididos en cuatro grupos, segtin la media de las concentraciones C,. Asi, el grupo 1 inclufa
a aquellos cuya media de C, era inferior a 1000 ng/ml, en el grupo 2 las concentraciones eran de 1000 a 1200 ng/ml, en
el grupo 3 éstas oscilaban entre 1200 y 1500 ng/ml y en el grupo 4 superaban los 1500 ng/ml.

Los ajustes de dosis se realizaron segtn las concentraciones valle, con un objetivo de 200 a 250 ng/ml en los
primeros seis meses postrasplante y de 150 a 200 ng/ml entre los meses 6 y 12. Se tenian en cuenta la situacion cli-
nica del paciente y las concentraciones C,, sirviendo de referencia unas cifras de entre 1200 y 1500 ng/ml en los
primeros seis meses postrasplante y de 1000 a 1200 ng/ml del sexto al décimo segundo mes.
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En la practica clinica, algunos pacientes manifiestan un marcado retraso en la absorcion de la ciclosporina
(absorbedores lentos). Si modificamos la dosis de Neoral segtin C, podemos ocasionar sobreexposicién. Un cocien-
te entre C, (g/ml) y dosis (mg/kg) inferior a 0,2 identifica a los malos absorbedores.

Resultados

En total se realizaron 107 determinaciones C,, con una media de 4,28 muestras por paciente, y se practicaron 72
biopsias endomiocdrdicas, lo cual supone una media de 2,88 biopsias por paciente.

El seguimiento medio de los pacientes fue aproximadamente de 141 a 120 dias, siendo el minimo de cuatro y
el maximo de 364 dias.

Entre C, y C, existe un pobre coeficiente de correlacion de Pearson de 0,598, con un valor de p=0.002, no exis-
tiendo correlacion entre la dosis por kg con las concentraciones valle ni con las determinadas a las dos horas posdosis.

De los 25 pacientes estudiados, en tres casos resultaba un cociente entre las concentraciones C, (ug/ml) y la
dosis recibida (mg/kg) inferior a 0,2 pg/ml/mg/kg, es decir, eran malos absorbedores, lo cual supone un 12% de los
pacientes trasplantados en tratamiento con ciclosporina en microemulsion.

En cuanto a la distribucion de los pacientes segtin la concentracién de C,, 20 individuos (80%), pertenecian al grupo
1, cuatro (16%) al grupo 2 y uno (4%) al grupo 3. Ningin paciente tenia concentraciones superiores a 1500 ng/dl.

En el grupo 1 el 60% de los pacientes tenian algtin grado de rechazo agudo, y en el grupo 2 el 50%. En el grupo
3 no se detectd ningtn episodio de rechazo.

Ademas de ser el grupo con mayor nimero de episodios de rechazo, el grupo 1 presentd los episodios de recha-
zo de més gravedad, con un episodio de rechazo 3A y dos de rechazo 2, mientras que en el grupo 2 se hall6 un epi-
sodio de rechazo 1Ay cuatro de rechazo 1B, y en el grupo 3 se registraron cuatro episodios de rechazo 1A, todos
ellos grados de la ISHLT. No hubo diferencias estadisticamente significativas respecto a los porcentajes de cada
grado de rechazo en los cuatro grupos de estudio (prueba 32, p=0.074).

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medias de la creatinina sérica en los cuatro
grupos (Kruskal-Wallis, p=0.819). En el grupo 1 la media de creatinina era de 1,58 mg/dl + 0,37, 1,56 mg/dl + 0,06
en el grupo 2 y 1,57 mg/dl en el grupo 3.

Conclusiones

— Al igual que en el trasplante renal y en el hepético, existe una pobre correlacién de las concentraciones C, con las
valle, mientras que ni la C ni la C, se correlacionan con la dosis por kg.

— Aproximadamente un 12% de los pacientes son malos absorbedores.

— Existe una tendencia a presentar menos rechazo agudo y menor toxicidad renal en pacientes con concentraciones
de C, entre 1000 y 1500 ng/ml.

— En el trasplante cardiaco, como en el renal y en el hepdtico, la C, parece ser la mejor herramienta para monitori-

zar el tratamiento con ciclosporina en miocroemulsion.

Esta experiencia con 25 pacientes nos proporciona datos preliminares que deben validarse con otros ensayos mul-
ticéntricos en curso, como el Motown (Monitoring of Neoral two hours absorption with Simulect in heart transplantation,).
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EXPERIENCIA CON TACROLIMUS
EN EL TRASPLANTE CARDIACO

M.G. Crespo-Leiro
Programa de Trasplante Cardiaco, Hospital Juan Canalejo, La Coruiia

El tacrolimds, antes llamado FK-506 (Fujisawa Pharmaceutical Co., Healthcare, Japén), es un macrdlido derivado
del hongo Streptomyces tsukubaensis, con gran potencia inmunosupresora. Aunque la estructura molecular es dife-
rente de la de la ciclosporina, ambos farmacos, mediante la unién a una inmunofilina citoplasmatica especifica (en
el caso del tacrolimus la FKPB-12), bloquean la actividad de la calcineurina e inhiben la transcripcion de diferen-
tes genes responsables, como el causante de la sintesis de la IL-2, y frenan la proliferacion de las células T y B. La
primera utilizacién del tacrolimus en trasplante cardiaco fue en la Universidad de Pittsburgh en 1989, inicialmente
como tratamiento de rescate y después como inmunosupresion primaria, utilizando un régimen de triple terapia.

En dos estudios multicéntricos aleatorizados de tacrolimus frente a ciclosporina (formulacion estdndar), asocia-
dos a azatioprina y esteroides, el tacrolimis, comparado con la ciclosporina, mostrd una eficacia similar en cuanto
a incidencia de rechazos y supervivencia, ninguna diferencia respecto a nefrotoxicidad, diabetes o infecciones y un
efecto mds favorable que la ciclosporina en la hipertension arterial y la dislipidemia. Se realiz6 un ensayo clinico
en Europa comparando el tacrolimus con la ciclosporina (formulacién Neoral), en asociacién con azatioprina, este-
roides y un tratamiento de induccidn con anticuerpos, cuyos resultados estan pendientes. En un estudio piloto que
asociaba tacrolimis con micofenolato de mofetilo y esteroides, se sugiere que ajustando la dosis de micofenolato
de mofetilo para mantener unas concentraciones de dcido micofendlico en sangre de 2,5 y 4,5 pg/ml se consigue
una baja incidencia de rechazo, con una toxicidad similar a las asociaciones anteriores. Esta en marcha el estudio
europeo PANEUHTYX, aleatorizado y multicéntrico, que compara tacrolimds mas micofenolato de mofetilo frente a
ciclosporina Neoral mds micofenolato de mofetilo, ambos asociados a esteroides y tratamiento de induccién. En
pacientes que reciben inmunosupresion primaria con ciclosporina, el tacrolimus ha mostrado ser eficaz como trata-
miento de rescate del rechazo agudo refractario a esteroides. Existe experiencia preliminar notificada, pero con
resultados prometedores en la utilizacién del tacrolimis como inmunosupresor primario asociado a esteroides, con
retirada posterior de éstos y permaneciendo el tacrolimis como monoterapia, aunque estd por definir la eficacia y
seguridad a largo plazo de dicha pauta.

En resumen, el tacrolimus puede ser empleado como alternativa a la ciclosporina en los actuales regimenes
inmunosupresores. Dado que no produce hiperplasia gingival ni hirsutismo (ambos relacionados con la ciclospori-
na), puede ser de utilidad en las mujeres y en los pacientes pedidtricos, con el fin de mejorar su calidad de vida y
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su adherencia al tratamiento, asi como en los que tienen hipertensién arterial o dislipidemia de dificil control.
Estudios futuros que parecen prometedores aclararan la eficacia y seguridad del tacrolimus en asociacién con mico-
fenolato de mofetilo o rapamicina.

PROPHYLACTIC IMMUNOSUPPRESSIVE REGIMENS
IN RENAL TRANSPLANTATION

Y. Vanrenterghem
The Leuven Collaborative Group for Kidney Transplantation, Department of Nephrology, University Hospital Gasthuisberg,
Leuven, Belgium

After the introduction of ciclosporin in 1983, prophylactic immunosuppression in renal transplantation has mainly
consisted of a combination of ciclosporin and steroids (dual therapy), in some countries associated with azathio-
prine (triple therapy). Over the last decade we have seen an almost explosive increase in the number of new
immunosuppressive agents. The triple drug combination of either ciclosporin or tacrolimus, mycophenolate mofetil
and steroids has now become the golden standard. One-year patient survival is often 95% or higher with a one-year
graft survival of around 90%. The incidence of acute rejections during the first year after transplantation has been
reduced to 20%.

In two ramdomized, double-blind, multicenter trials, one using a combination of ciclosporin, mycophenolate
mofetil and steroids, and the other using tacrolimus, mycophenolate mofetil and steroids, it was shown that with
this induction regimen, steroids can be safely withdrawn three months after transplantation, with an acute rejection
rate after withdrawal of 4-5%. Replacing mycophenolate mofetil with monoclonal antibodies against the IL-2 recep-
tor has been shown to be safe, yielding comparable patient and graft survivals, but with a slightly higher incidence
of acute rejections. Calcineurin inhibitor-free regimens have been attempted, mainly with the goal of improving the
function of the renal allograft. Combination induction with IL-2R monoclonal antibodies, mycophenolate mofetil
and steroids has shown excellent patient and graft survival, but an excessively high 52% incidence of acute rejec-
tion. The combination of rapamycin and azathioprine plus steroids also resulted in an excessive incidence of rejec-
tion; however, the replacement of azathioprine with mycophenolate mofetil led to an acceptable incidence of acute
rejections.

More recently, the combination of tacrolimus with various doses of rapamycin has been tested. Based on the
currently available data from the phase II trials, it can be concluded that this combination may result in a very low
incidence of acute rejections (10% or less), with improvement of renal function. Reduced doses of tacrolimus in
combination with IL-2R monoclonal antibodies, mycophenolate mofetil and steroids also result in better renal func-
tion. At present, several trials have been initiated to determine whether steroids can be completely avoided from the
very beginning after transplantation. Whether this approach will result in higher tolerance remains to be proven.

IMMUNOSUPPRESSION OF HYPERIMMUNIZED PATIENTS

D. Glotz
Hopital Européen Georges Pompidou and Unité INSERM U430, Paris, France

Hyperimmunized patients, i.e., patients with sera anti-HLA antibodies that react with more than 80% of a panel,
pose the transplant physician with three types of difficulties: 1) giving these patients access to transplantation, main-
ly through deimmunization procedures; 2) avoiding rejection once transplantation has been performed and, last but
not least, 3) avoiding overimmunosuppression in the long term. Access of these patients to transplantation can only
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be achieved through specific procedures aimed at causing the disappearance of the anti-HLA antibodies. Our group
has pioneered the use of intravenous immunoglobulins for this purpose and has recently shown that three monthly
cycles of 1 g/kg intravenous immunoglobulins can lead, in more than 80% of patients, to a dramatic and sustained
drop in anti-HLA antibody titers. These findings have been confirmed by others, most notably Stanley Jordan et al.
in California. Another approach currently under investigation is the association of plasmapheresis with intravenous
immunoglobulins, an approach advocated by Lloyd Ratner et al. at John Hopkins University.

Once deimmunized, these patients need a heavy immunosuppressive protocol when transplanted to minimize
the risks of early vascular rejection. The benefits of an induction agent such as OKT3 or thymoglobulin in these
patients has been well documented, both in a metaanalysis by Szczech and in a randomized, single-center study by
Thibaudin er al. Our group uses —together with a 10-day course of thymoglobulin, tacrolimus, Cellcept and
steroids— an additional cycle of intravenous immunoglobulins. This approach, in our experience, leads to excellent
graft and patient survival, with a low incidence of rejection (less than 10%).

However, such heavy immunosuppression can lead, in the long term, to tumoral or infectious complications.
Thus, in our series of patients, we have had one case of PTLD and two cases of BK virus nephropathy. The challenge
ahead is to devise a way of reducing immunosuppression a few months after transplant to limit the side effects with-
out losing the efficacy that allowed those patients to finally benefit from transplantation.

NEORAL C, MONITORING IN RENAL TRANSPLANTATION

E. Thervet
Service de Néphrologie et Transplantation Rénale, Hopital Saint-Louis, Paris, France

Neoral C, monitoring is a patient management tool in which dose adjustment is determined based on the blood con-
centration of Neoral, the microemulsion formulation of ciclosporin (CsAME), at two hours after administration.

For almost 20 years, ciclosporin has been known to have a narrow therapeutic index: therapeutic drug moni-
toring is therefore necessary. It has been shown that the efficacy of CSAME is associated with CSAME variabili-
ty. Since the greatest variation of drug exposure occurs during the first four hours postdose, some authors have retro-
spectively analyzed their data to explore the role of AUC ,, on the incidence of acute rejection. For example, in a
retrospective study of 55 de novo renal transplant patients, an AUC,_,, above 4,400 ng.h/ml by days 3-5 posttrans-
plant was associated with a 3% incidence of acute rejection at six months, compared to 45% in patients who did not
achieve the target AUC, _,,. However, the AUC_ ,, analysis is not easy to perform in clinical practice. Therefore,
studies have been conducted to determine the best single time point that correlated with AUC,_,, in renal transplant
recipients. In various studies, out of all the single time points assessed, C, showed the best correlation with AUC
(1?=0.85). There was only a poor correlation between C, and AUC ,, (r*=0.12). C, remains the best single time
point for AUC,_, correlation between days 3-84 posttransplantation. This correlation has also been found for other
transplant populations, including liver, heart, lung and pediatric recipients.

Pharmacodynamic evidence, such as inhibition of calcineurin or the proportion of T lymphocytes that produce
IL-2, also supports the use of C, monitoring in CsAME-treated patients. The immunosuppressive effects of CSAME
are maximal and most consistent during the peak period of exposure, i.e., within the first 1.5-2.5 hours postdose.

The predictive value of C, in CsAME-treated renal transplant patients has been assessed retrospectively. Patients
managed by conventional C; monitoring were stratified according to whether their C, level was higher or lower than
1.5 pg/ml at day 7 posttransplant. A target CSAME C, level higher than 1.5 ug/ml at day 7 is associated with a low
rate of acute rejection.

After these retrospective studies, the objectives of the MO2ART (Monitoring Of C, After Renal Transplanta-
tion) study were to prospectively assess the clinical benefit of CSAME C, monitoring during the first three months
posttransplant and to evaluate optimal C, levels for maintenance therapy beyond three months in renal transplant
patients. MO2ART is a 12-month international study of de novo renal transplant recipients managed by CsAME C,
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monitoring. Centers in 10 countries have recruited a total of 296 patients. The immunosuppressive regimen used in
these patients associated CSAME, steroids and a purine synthesis inhibitor. Steroid dosage was used following local
protocols. CSAME was initiated within 24 hours posttransplant at a dose of 5 mg/kg twice a day. CSAME dose had
to be adjusted in order to achieve target C, range within five days posttransplant. In patients with delayed graft func-
tion, the use of a biological induction treatment was permitted and the C, target could be lowered by half. From day
5 and during the whole first month, this target was between 1.6-2 pg/ml. During the second month, this target was
1.4-1.6 pg/ml and during the third month, it was 1.2-1.4 pg/ml. The patients were then randomized to either: 1) the
high target group, with a target of 1-1.2 pg/ml during months 4-6 and 0.8-1.0 pg/ml until the first year posttrans-
plantation or 2) the low target group, with targets of 0.8-1.0 pg/ml and 0.6-0.8 pg/ml, respectively, for the same time
periods. The only data available are the efficacy and safety results at three months, before randomization. All of the
277 patients evaluable were recipients of a primary or secondary graft. Mean recipient age was 46 years, 62% were
male, 92% were Caucasian and 77% received a graft from a cadaveric donor.

Two thirds of the patients (n=182) experienced immediate graft function and one third (n=91) experienced dela-
yed graft function. Of the patients experiencing immediate graft function, 60% achieved or exceeded the target C,
range by day 5 posttransplant, with a median CsAME dose of 10.2 mg/kg/day at day 5. For patients with delayed
graft function, because a 50% decrease in target C, was acceptable, most of the patients were below the initial tar-
get. Patients with delayed graft function received a median CSAME dose of 6.8 mg/kg/day by day 5 and 20% achie-
ved or exceeded the standard target C, range by day 5. At one month posttransplantation, the majority of patients
with delayed graft function were within the acceptable C, range.

In the overall population at three months, patient survival was 96.8% and graft survival was 92.9%. For patients
with immediate graft function, patient survival was 98.1% and graft survival was 95.3%. In the 91 patients with
delayed graft function, patient survival was 95.2% and graft survival was 90.0%. Among all 277 patients, there were
31 episodes of biopsy-proven acute rejection, mostly grades IA or IB rejection according to the Banff classification.
The resulting Kaplan-Meier estimate is 11.9% at three months. In the group with immediate graft function, this inci-
dence was 9.7%. In the 91 patients with delayed graft function, the global incidence was 16.5%. Interestingly, when
antibody induction was used (n=31), only one patient in this group experienced an episode of acute rejection.

At three months, renal function was good in all groups of patients. The median serum creatinine was 132 pmol/l
in the overall population. This value was 130 pmol/l in patients with immediate graft function versus 139 pmol/l in
the population with delayed graft function. Mean blood pressure was within normal range. Twenty-seven patients
discontinued CsSAME prior to month 3 (excluding deaths and graft failure) due to adverse events (n=21), unsatis-
factory therapeutic response (n=5) and abnormal laboratory values (n=1). The MO2ART study is still ongoing and
will determine the targeted C, levels between three months and one year.

Retrospective data regarding the targeted C, levels after one year are scarce. It has been shown than adult renal
patients with chronic allograft nephropathy have significantly lower C, levels than those without chronic lesions,
with observed C, levels of 0.49 pg/ml and 1.05 pg/ml, respectively, for the two populations. We found similar
results when we analyzed C, levels in 165 renal transplant recipients after one year. A study from an Italian group
demonstrated that lowering C, levels below 0.8 ug/ml may lower serum creatinine and improve other ciclosporin-
related toxicities such as hypertrichosis and gum hyperplasia in renal transplant recipients long term.

One major drawback for the use of C, monitoring is related to the habits of the renal transplant community. We
and others have now switched all our transplant population treated with CsAME to routine C, monitoring, so some
guidelines for implementing this strategy may be derived from past experience. These recommendations focus on
a step-by-step approach to implementation in order to obtain the commitment of all staff and patients, to set up a
system that ensures that patients are sampled on time and to minimize the impact on workload. To achieve these
objectives, the first step involves a review of scientific and clinical rationale by the clinical team. The second step
is the more critical and involves the presentation of the C, monitoring concept to all team members, including cli-
nicians, nurses, laboratory staff and patients. The third step is to define a transition team which must train the staff
in every unit. After this transition team has developed specific tools and trained all personnel, pilot testing in a small
group of patients may enable the transplant team to become familiar with CSAME target levels in different clinical
situations. Finally, the full-scale implementation can take place.
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In summary, many studies have shown that the monitoring of Neoral treatment using C, levels is scientifically
sound and clinically relevant. The interim analysis of the MO2ART study has demonstrated that a high proportion
of patients may achieve the C, target soon after transplantation. The chosen C, target is associated with a low inci-
dence of biopsy-proven acute rejection and the safety profile is good. However, the optimal long-term (after three
months and after one year) targets need to be defined. Implementation in a transplant unit is feasible but requires
cooperation among transplant physicians, nurses, laboratory staff and patients. Many others questions, like iden-
tifying the C, targets for mTOR inhibitors, remain to be answered.

INTESTINAL TRANSPLANTATION IN CHILDREN

O. Goulet and Y. Révillon
Combined Program of Intestinal Transplantation, Hopital Necker-Enfants Malades, Paris, France

The results from the Intestinal Transplant Registry (www.intestinaltransplant.org) indicate that intestinal transplan-
tation is currently an acceptable clinical modality for selected patients with permanent intestinal failure. To date,
more than 800 intestinal transplantations have been performed throughout the world, essentially in the USA,
Canada, France and the UK. Currently, the registry has conducted follow-up on 696 transplantations in 656 patients
from 55 intestinal transplantation programs. Among recipients, 61% were children or adolescents. The transplants
involved the isolated small bowel with or without the colon (41.8%), the liver—small bowel (44.5%) and multiviscer-
al grafts (13.6%). The main indications in children were: short-bowel syndrome (62%), chronic intestinal pseudoob-
struction syndrome (11%), severe intractable diarrhea (10%) and total aganglionosis/Hirschsprung’s disease (7%).
In the 106 adults, the main indications were: ischemia (21%), Crohn’s disease (17%), trauma (15%), desmoid tumor
(13%) or cancer (13%). Immunosuppression included tacrolimus (97%) and steroids in association with a variety
of immunosuppressive agents, including mycophenolate mofetil, rapamycin, azathioprine and interleukin-2 block-
ers.

Overall, three-year patient survival is around 50-65%, depending on several factors related to the type of trans-
planted organ (e.g., isolated intestine or combined with liver), the experience of the center, the immunosuppres-
sive regimen and the period from 1991 to now. Posttransplant death was due mainly to infections (49%), multior-
gan failure (26%) or lymphoma (10%). Full nutritional autonomy with complete discontinuation of parenteral
nutrition has been achieved in 70% of the cases and partial recovery was documented in another 17%, giving a
total rehabilitation rate of 87% in survivors, 13% of intestinal graft being removed. It is clear from the intestinal
transplantation registry and from individual programs that prognosis has improved during the last 10 years.
Centers that have performed at least 10 transplants have comparatively better graft and patient survival.
Additionally, patient survival is associated with the type of organ transplanted, with better survival after small
bowel transplantation. Nevertheless, care must be taken in the interpretation of these results because they repre-
sent the first 12 years of experience involving a large number of programs in children and adults, using different
immunosuppressive regimens. In general, the clinical status of liver—small bowel recipients is poor at the time of
transplantation, as suggested by the one- and two-year survival rates of 30% and 22%, respectively, in patients
who have not undergone transplantation, as well as by the number of deaths of patients on a waiting list. On the
other hand, the isolated small bowel graft not only has the highest incidence of rejection, but also requires more
intense immunosuppression to control it.

At the Necker University Hospital in Paris, 20 isolated intestinal transplantations and 29 combined liver—intes-
tine transplantations were performed after November 1994 in 46 children (14 girls) ranging between the ages of 2.5-
15 years (median, 5 years). Associated right colon transplantation was performed 33 times (20 liver—intestine trans-
plantations). All patients were on long-term parenteral nutrition for a median duration of 4.5 years (range, 18
months-13 years) for congenital enteropathy (n=16), short-bowel syndrome (n=14), Hirschsprung’s disease
(n=11) and intestinal pseudoobstruction (n=4). Immunosuppression included tacrolimus, methylprednisolone, aza-
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thioprine (2 mg/kg/day) and IL-2 blockers (Simulect®, Novartis). All recipients received intravenous antibiotics
until intestinal transit recovery and total bowel decontamination had been achieved. Treatment included ganciclovir
for the first three months and EBV-PCR monitoring.

At follow-up ranging between six months and 8.5 years, 32 patients are alive (patient survival, 69.5%; graft sur-
vival, 55%). Recorded graft survival after liver—intestine transplantations is higher than after isolated intestinal
transplantations (p <0.03). Fourteen patients (8 receiving liver—intestine transplantations) died within 2.5 months
from early surgical failure (n=3), bacterial sepsis (n=5), fungal sepsis (n=4) and EBV-associated PTLD (n=2). The
first episode of intestinal rejection appeared a median of 13 days (range, 3-28 days) after grafting. Among 15
episodes of intestinal rejection, seven (six isolated intestinal transplantations) did not respond to three-day methyl-
prednisolone bolus requiring antilymphoglobulins (Pasteur-Mérieux). Two recipients out of the seven died from
EBV-associated PTLD, and five isolated intestinal transplantations recipients underwent graft removal. Acute liver
rejection occurred 11 times in six patients during the first two months and responded to three-day methylprednisone
bolus.

Surgical complications occurred in 20 recipients and were more frequent in combined liver—intestine than in iso-
lated intestinal transplantations recipients (62% vs. 25%; p <0.05). They included intestinal perforation, intestinal
bleeding, biliary leak or stenosis, hepatic artery thrombosis, intraabdominal abscess, occlusion, eventration and chy-
lous ascites. Infectious complications included bacterial sepsis (n=22), fungal sepsis (n=7), cytomegalovirus dis-
ease (n=8) and EBV-associated posttransplant lymphoproliferative disease (n=10). Three combined liver—intestine
transplant recipients presented with lymphoma (mediastinal, intestinal, abdominal) 3-18 months after transplanta-
tion. All three resolved by decreasing immunosuppression and the use of antiCD-20 monoclonal antibodies. The
following factors are significantly related to poor outcome (i.e., death or graft loss): age of more than 7 years
(p<0.01), multiple surgery before tranplantation (p<0.01), TPN-related complications (p<0.01), intestinal
pseudoobstruction (p <0.01), steroid-resistant intestinal rejection (p <0.01) and fungal sepsis (p <0.01). Right colon
grafting did not affect patient or graft survival regardless of the type of transplantation. Feeding was introduced at
a median of nine days posttransplant (6-62 days); 28 children (21 combined liver—intestine) were weaned from par-
enteral nutrition after 3-50 weeks and recovered normal growth velocity.

Intestinal transplantation is indicated for patients permanently dependent on parenteral nutrition. Functional
grafts lead to intestinal autonomy (weaning off parenteral nutrition). However, as parenteral nutrition is generally
well tolerated, even for long periods, each indication for intestinal transplantation must be carefully weighed in
terms of survival rate, morbidity and quality of life. A global strategy for the management of intestinal failure should
be designed.

INTESTINAL TRANSPLANTATION: ADVANCES
IN IMMUNOSUPPRESSION AND SURGICAL TECHNIQUES

A.G. Tzakis!, P. Tryphonopoulos', T. Kato!, S. Nishida', D.M. Levi', J.R. Nery', J. Madariaga!, W. De Faria', N. Mittal?,
J.F. Thompson? and P. Ruiz'?

!Department of Surgery, Division of Transplantation; *Department of Pediatrics, Division of Pediatric Gastroenterology; and
*Department of Pathology, Division of Immunopathology, University of Miami School of Medicine, Miami, Florida, USA

Campath-1-H is being utilized as induction immunosuppression for intestinal/multivisceral transplantation. Patient
and graft survival in this preliminary study were similar to those found previously, but a significant decrease was
observed in the incidence and severity of acute rejections, without an increase in opportunistic infections. Collage of
the abdominal wall (transplantation of a composite graft of the abdominal wall) can provide biological coverage of
the newly transplanted abdominal organs if necessary. Partial abdominal exenteration, ex vivo resection and intesti-
nal autotransplantation may be useful in removing otherwise unresectable lesions of the route of the mesentery.
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RESULTS AND QUALITY OF LIFE
AFTER INTESTINAL TRANSPLANTATION

D. Sudan
University of Nebraska Medical Center, Omaha, Nebraska, USA

Since its introduction in the late 1960s, parenteral nutrition has been the standard treatment for patients unable to
absorb nutrients from their intestine. Survival is generally excellent, with one-year patient survival over 90%.
Approximately 90% of deaths in patients dependent on parenteral nutrition are related to the underlying disease and
only 10% are a result of complications of the parenteral nutrition. A small group of individuals, however, develop
severe and life-threatening complications of parenteral nutrition, including liver disease, vascular occlusions and
infections. In these patients, intestinal transplantation can be a life-saving treatment for their intestinal failure.

Intestinal failure is a general term that encompasses all the causes for failure of absorption of nutrients from the
gut. Intestinal failure can be the result of resections (i.e., short-bowel syndrome), or the result of functional abnormal-
ities precluding the absorption of nutrients from the intestine (i.e., microvillous inclusion disease or pseudoobstruc-
tion). Although parenteral nutrition can provide adequate nutrition without serious complications in most individuals,
a small number develop life-threatening complications during parenteral nutrition administration. Children on par-
enteral nutrition have a higher risk for the development of liver disease and therefore account for more than half of
the recipients of intestinal transplantation.

Prior to the introduction of tacrolimus around 1990, there were only a few successful cases of intestinal transplan-
tation reported. The intestinal allograft appears to be much more immunogenic than other solid organ allografts, and
the immunosuppressive regimens that were available and provided for routine success in kidney and liver allografts
were insufficient to prevent severe exfoliating rejection of the intestinal allografts. Since the early 1990s, however,
tacrolimus has been used for standard immunosuppression in intestinal transplant recipients, and one-year patient sur-
vival has improved from 30% under ciclosporin-based immunosuppression to 65-70%. Despite the improved patient
survival, complications have been frequent in the intestinal transplant recipient. Acute rejection of the intestinal allo-
graft has been reported to occur in approximately 85% of intestinal transplant recipients. The incidence has been
decreased to approximately 35% with the more recent introduction of interleukin-2 inhibitors such as basiliximab.
Infections also occur in most recipients and include bacterial (90%), viral (45%) and fungal (30%) infections.

In recent years, more emphasis has been placed on quality of life as a measure of therapeutic interventions.
Prolonging survival that is filled with suffering is not the goal of therapy, and patients therefore want to know that
the quality of their lives will be good in addition to being prolonged. Measurements of quality of life, however, have
been difficult historically due to the subjective nature of these determinations. Early measures were brief, subjec-
tive and usually determined by a caregiver such as a nurse or physician. An example is the Karnofsky score. Studies
have shown, however, that a caregiver’s assessment may differ from the assessment made by the patient. Health-
related quality-of-life measures attempt to determine the level of functional well-being in terms of physical, social
and psychological aspects or domains. More recently, emphasis has been on the development of tools that are reli-
able, reproducible, internally consistent (i.e., when asked the same question in different ways the answer is the
same) and valid. An example of a quality-of-life measure in widespread use that has undergone rigorous testing and
been found to meet these qualifications of consistency and validity is the SF-36 form.

These quality-of-life measures were initially developed for adults due to concern over the ability of young chil-
dren to understand abstract concepts. Studies in pediatric oncology, however, revealed that patients as young as five
years old can reliably report on subjective symptoms such as pain. In the mid-1990s, a pediatric measure of quali-
ty of life was developed called the Child Health Questionnaire (CHQ). Initially, it was developed to be filled out by
the parent. Over time, evidence has accumulated that differences may be found between the responses of parents
and their children, with parents of ill children generally reporting worse scores than the child. Subsequently, child
forms were also developed and tested.

We initially performed an ad hoc evaluation of quality of life in our pediatric intestinal transplant recipients.
Although valuable preliminary data were obtained through a phone interview with the parents, ad hoc measures are
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prone to bias and difficulty with interpretation due to the lack of standardization and testing for reliability and valid-
ity. We therefore elected to administer the CHQ to both parents and pediatric transplant recipients from our center.
This could then be used to compare results with published norms, as well as with published results of children with
other chronic illnesses.

In this study, we selected all pediatric transplant recipients who had a functional graft at more than one year after
transplant and were more than five years old now. The mean age of these recipients was 10 years and they were at
a mean of five years after transplantation. This study was performed by sending an introductory letter inviting par-
ticipation in this study that contained all the elements of consent along with the pediatric patient (CF-87) and par-
ent forms (PF-50) of the CHQ. The child forms contain 87 questions and the parent forms contain 50 questions.
Each form takes approximately 20 minutes to complete. The questions ask about the ability to perform physical
functions and also explore the psychosocial aspects of well-being. There are 14 domains evaluated and summary
scores are calculated based on responses using a scale of 1-4 or 1-5. The domains evaluated included physical func-
tion, role limitations due to physical factors, general health, bodily pain, role limitations due to emotional factors,
role limitations due to social factors, change in health, self-esteem, mental health, behavior, effect on family activ-
ities, family cohesion, parental impact on emotion and parental impact on time. All questionnaires had personal
identifiers removed in order to maintain anonymity, and the patients and their parents were encouraged to be can-
did and as accurate as possible in answering the questions. The analysis was performed according to the instruc-
tions accompanying the questionnaires in the manual provided by the authors. Scores for each domain are reported
as the mean (£ standard deviation) for the entire group of patients or parents and are converted to a scale from 0-
100, with 100 being the highest level of function or well-being. Comparisons were made by comparing 95% con-
fidence intervals, with a level of significance set to p <0.05. Published results were used for population norms as
well as for other groups of children with chronic illness. Due to the small numbers, no subgroup analysis was per-
formed for patients that were father out from transplant, for older children or for patients that had hospitalizations
or illnesses within the six months or year prior to the questionnaire. It is likely that these factors and others may
impact the analysis. Hopefully these differences will be explored in future studies with larger numbers.

Responses were obtained from 21 children and 24 parents out of the 32 eligible recipients. Three children were
unable to answer the questions due to young age or autism. The demographics of the intestinal transplant recipients
who responded included nine males and 12 females, and nine of the recipients had completed the sixth grade or
higher levels of education. The parent form was completed by the recipient’s mother most of the time (21/24).

The children reported remarkably similar scores throughout all domains compared to normal schoolchildren.
When compared to pediatric patients on chronic dialysis, intestinal transplant recipients generally reported higher
scores in most domains. Due to the small sample sizes in each group, the standard deviation is larger, and therefore
only the difference in mental health scores reached the level of statistical significance set for this study. Parents of
intestinal transplant recipients reported worse scores in six domains compared to parents of normal schoolchildren.
These domains included physical function, role limitations due to physical problems, general health perception,
negative impact on the parent in terms of emotion and time, and a negative effect on family activities.

These preliminary data are very exciting and suggest that children who receive intestinal transplants are capa-
ble of resuming a normal life after transplantation. This study furthermore identifies no areas where pediatric recip-
ients perceive their functional well-being to be different from perceptions of normal schoolchildren. We know that
these children continue to require medications and hospitalizations to undergo surgical procedures or to treat infec-
tions; however, we hypothesize that the children have adjusted over time to the differences that exist between them
and normal schoolchildren so that they do not feel limited by their transplant. Parents of intestinal transplant recip-
ients, on the other hand, may have persistent anxiety that influences their perception of the child’s well-being. Many
of the children who receive intestinal transplants are either hospitalized or in the intensive care unit prior to trans-
plantation, and the fragility of the intestinal graft’s function and impact on their child’s well-being is fully realized
by most of these parents. It is not surprising, therefore, in light of previous studies comparing parental proxy
responses to those of children, that some differences were identified. Further studies in the same recipients over time
may help to further understand these differences and evaluate the impact of complications on the overall percep-
tions. Additional studies are ongoing at our center and it is hoped that similar studies at other centers will confirm
these preliminary findings.
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LIVER TRANSPLANTATION IN HIV-INFECTED PATIENTS

D. Samuel
Centre Hépatobiliaire, Hopital Paul Brousse, Villejuif, France

Introduction

The prognosis of HIV infection has dramatically improved over the past years since the advent of antiretroviral
therapy (HAART). Coinfection with hepatitis C (HCV) or B (HBV) virus occurs in 20-40% of patients. The evo-
lution of viral disease in patients with HIV coinfection is more rapid than in non-coinfected patients. Many of the
coinfected patients die of liver disease and not directly from HIV infection. For this reason, there is a strong pres-
sure to offer transplantation to patients with life-threatening liver disease who are also coinfected with HIV.
Following is a description of our experience in liver transplant patients.

Liver transplantation in HIV-infected patients

Before the advent of HAART, the results of liver transplantation in HIV-infected patients were poor, a finding sup-
ported by our personal experience of transplantation in these patients. Eleven patients were contaminated at our cen-
ter during the year 1985. At 15 years, nine of these patients have died and two are alive and receiving HAART.
Deaths were due either to AIDS, to septic complications or to chronic rejection. There was a progression of HIV
diseases after transplantation (1-6).

At a congress held in Paris in 1993, the conference consensus concerning indications for liver transplantation
concluded that AIDS was an absolute contraindication to liver transplantation and that HIV infection without AIDS
was a relative contraindication to transplantation which required case-by-case examination. In fact, very few of
these patients have received transplants since then. More recently, the issue of transplantation in HIV-infected
patients was raised due to the advent of HAART and the dramatic improvement in survival in patients with HIV.

Problems concerning transplantation in HIV-infected patients

a) The timing of transplantation in HIV-coinfected patients. Indeed, liver disease evolves particularly rapidly in these
patients and many patients die before transplantation. Other patients are clearly referred too late and are in too severe a
condition to receive transplantion. The criteria for indication of transplantation in this population need to be refined.

b) The risk of HIV transmission to the medical team. This risk is low but should be discussed with physicians,
surgeons and nurses before initiating the program. Liver transplantation involves a higher risk for needle-stick
injury due to the length of the procedure, the high volume of blood loss and the fact that transplantation is per-
formed overnight. Needle-stick injury can occur during and after the procedure. For this reason, it is important to
know the sensitivity of the HIV strain to HAART before transplantation in order to adapt prophylactic treatment
in the case of needle-stick injury.

¢) The problem of interaction between HAART and calcineurin inhibitors. There is a strong interaction between
protease inhibitors and calcineurin inhibitors due to the inhibition of the P450 cytochrome by protease inhibitors (7).
This requires cautious follow-up and blood monitoring upon initiating or discontinuing protease inhibitors to avoid
renal- or neurotoxicity. The interaction with non-nucleoside and nucleoside analogues is less strong.

d) The toxicity of HAART for the liver and for mitochondria. Nucleoside analogues may alter the DNA-poly-
merase mitochondrial enzyme and decrease the DNA content in mitochondria. This affects the respiratory chain of
the mitochondria and may provoke microvesicular steatosis in the liver, pancreatitis and lactic acidosis. The hepa-
totoxicity of HAART may be increased by the presence of HCV virus.
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e) The problem of association of treatment. HIV patients receive a lot of drugs after transplantation:
HAART, immunosuppressive drugs, CMV prophylaxis, and anti-HBV and -HCV prophylaxis. There is a risk of
poor tolerance and toxicity.

1) The risk of progression of HIV infection after transplantation. Preliminary experience does not show an accelera-
tion of HIV disease after transplantation. CD4 count remains stable and HIV RNA continues to be controlled by HAART.

g) Liver transplantation in HIV-HBYV coinfected patients. Before transplantation, there is a risk of persistent
HBYV replication due to HBV strains resistant to lamivudine. HBV replication should be controlled before trans-
plantation either by the use of adefovir in these patients or by avoiding overuse of lamivudine in HIV-HBV coin-
fected patients. The introduction of lamivudine before transplantation should be discussed among the hepatologists
and the transplant physicians to avoid the occurrence of HB V-resistant strains before transplantation. After trans-
plantation, it is possible to control HBV reinfection of the graft by use of combination prophylaxis with anti-HBs
immune globulins (HBIG) and lamivudine and/ or adefovir. This combined prophylaxis given long-term posttrans-
plantation is highly effective at reducing the risk of recurrence to below 10%.

h) Liver transplantation in HIV-HCYV coinfected patients. Before transplantation, the risk of rapid progression
of cirrhosis is high (8). Recent reports suggest that the main problem will be the risk and severity of reinfection of
HCV on the graft. A report from King’s College in London (9) showed disappointing results, with a high rate of
HCYV reinfection: all three patients receiving transplants died from HCV reinfection. We have started a program at
Paul Brousse Hospital to evaluate the feasibility of liver transplantation in HIV-HCYV coinfected patients. Seven
patients (6 male, 1 female; mean age, 39 years) underwent liver transplantation from December 1999 to October
2002. All patients had Child C cirrhosis and controlled HIV replication. CD4 count was over 150/mm? in six
patients and 100/mm? in one patient. HIV and HCV serum viral loads were determined before and after liver trans-
plantion; liver biopsy was performed at six, 12 and 24 months after transplantion. Immunosuppression was a com-
bination of tacrolimus and steroids. Three patients received a domino graft (from a donor transplanted for famil-
ial amyloidotic polyneuropathy), two a living related donor graft and two a cadaver graft. All but two patients are
alive at a mean follow-up of 18 months (12-30). Protease inhibitors and tacrolimus interaction was responsible for
acute rejection due to low tacrolimus levels in one patient and to toxic levels of tacrolimus in one patient. After
transplantation, all patients but one have undetectable or low levels of HIV RNA, and all have high levels of serum
HCV RNA with hepatitis. One patient developed an unexplained episode of jaundice, one developed microvesicular
steatosis probably related to antiretroviral treatment, one developed severe chronic hepatitis C requiring combination
therapy of interferon plus ribavirin, which was successful (HCV RNA negative), and two patients died of liver fail-
ure from mixed causes. Significant improvements in quality of life and weight gain were observed in four out of
seven patients. We confirmed in this small series that there was no acceleration of HIV infection after transplanta-
tion; the two main problems were HAART toxicity, particularly to the liver, and the severity of HCV recurrence.

Conclusions

Transplantation in HIV patients remains a challenge. It should be developed by a rational approach and be reserved
at present to patients with controlled HIV disease. The management of these patients after transplantation requires
a cautious follow-up and a collaborative approach by a multidisciplinary team including transplant physicians,
hepatologists and physicians in charge of HIV patients. The two main problems after liver transplantation are the
severity of HCV recurrence and the toxicity of HAART.
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ASISTENCIA VENTRICULAR: ESTADO ACTUAL

M. Castella
Departamento de Cirugia Cardiovascular, Instituto de Enfermedades Cardiovasculares, Hospital Clinico, Barcelona

En la ultima década los mecanismos de asistencia cardiaca se han convertido en una terapia importante para los
pacientes con insuficiencia cardiaca. Los buenos resultados de la asistencia ventricular como puente al transplante
cardiaco han abierto las indicaciones de su implantacién. En la actualidad, los pacientes con insuficiencia cardiaca
y fallo multiorganico presumiblemente recuperable, de causa médica o quirdrgica, son también candidatos a una
asistencia circulatoria. Pero los nuevos avances tecnoldgicos permiten ya la asistencia ventricular como tratamien-
to definitivo de la insuficiencia ventricular izquierda, con aparatos sin conexiones al exterior y transmisién de
energfa y control percutdneos.

El actual estado de desarrollo de los mecanismos de asistencia estd representado por una gran variedad de apa-
ratos, desde bombas centrifugas, bombas de flujo continuo o pulsatil externas, parcialmente internas o totalmente
implantables, asi como el corazon artificial. Esta diversificacion condiciona una amplia gama de posibilidades, que
permite que la eleccion de sistemas circulatorios esté basada en tres puntos bdsicos: las necesidades clinicas del
paciente, la mayor o menor accesibilidad a un corazén donante y, lamentablemente, la capacidad econémica. El
implante de los diferentes sistemas de soporte circulatorio viene forzado por la situacién critica del paciente, sien-
do el objetivo primordial hasta hace pocos afios mantener al paciente vivo hasta el dia del transplante o de su recu-
peracién cardiovascular. Sin embargo, en la actualidad la mejoria de los diferentes sistemas facilita que los pacien-
tes con asistencia recuperen la movilidad, la funcién respiratoria, renal o hepatica, que salgan de las unidades de
cuidados intensivos y, segin los sistemas, sean seguidos en régimen ambulatorio. Esta mejoria en la calidad de vida,
conjuntamente con la constatacion de que la supervivencia postransplante es un 10% mayor en los pacientes con
asistencia ventricular previa, ha modificado las indicaciones terapéuticas, siendo los pacientes con insuficiencia car-
diaca y fallo multiorganico preferentemente candidatos a asistencia ventricular, y no a transplante. A pesar de ello,
este tratamiento esta limitado en el tiempo en la mayoria de los sistemas. Nuevos estudios han demostrado que la
asistencia ventricular supera al tratamiento médico en la insuficiencia cardiaca terminal, equivaliendo a salvar 270
vidas frente a 70 por cada 1000 pacientes al afio, respectivamente, pero dicho efecto no supera el afio y medio, sien-
do la supervivencia a los dos afnos inferior al 10% en ambos grupos. Estos datos confirman que el puente al trans-
plante no debe superar, con sistemas de tltima generacion, los 18 a 24 meses.

Los programas de corazoén artificial, que se iniciaron de manera experimental en 1958 con los modelos Kolff y
que llegaron a ser una realidad clinica en 1969 con el modelo Liotta, se han impulsado nuevamente con la intro-
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duccién del Abiocor, implantado por vez primera en la Universidad de Kentucky en septiembre de 2001. Hasta la
fecha se han implantado nueve Abiocor en el estudio multicéntrico aprobado por la FDA, en pacientes no candida-
tos a tranplante y con una esperanza de vida de un mes. Los resultados son esperanzadores, aunque el tamaiio del
corazon artificial y el indice de tromboembolias todavia limitan este importante avance médico.

CARDIAC STEM CELLS: THEIR REGENERATIVE PROPERTIES
IN THE POSTISCHEMIC HEART

B. Nadal-Ginard
Cardiovascular Research Institute, Department of Medicine, New York Medical College, Valhalla, New York, USA

Until recently, the heart was considered a terminally differentiated organ that did not have self-renewal capability and
that, from early in the postnatal period, could not generate new cardiocytes. Therefore, the notion arose that any
increase in cardiac mass in the adult results from the exclusive enlargement of preexisting myocytes which, in turn,
are responsible for the initial adaptation and subsequent deterioration of the overloaded heart. This belief was based
on the generally accepted twin notions that in the adult heart all myocytes are terminally differentiated and, therefore,
unable to be recalled into the cell cycle and also that the heart lacks a stem-cell population able to generate new
myocytes.

This postulated inability of the myocardium to replace its myocytes lost by normal wear and tear or as a conse-
quence of physiological or pathological stress has straight-jacketed and limited cardiovascular research in concep-
tually important ways: if no new myocytes can be generated in adult life, then it follows that all therapeutic inter-
ventions need to be oriented toward the preservation of the remaining myocytes. For this reason, little attention has
been paid until recently to the possibility of regenerating lost myocytes. Furthermore, according to this view, in a
given heart all myocytes have to be as old as the individual. Each and every one of the myocytes of a 90-year-old
person must be at least 90 years old. For the same reason, myocyte death must be seen as a very rare event if car-
diac mass and a certain level of function are to be preserved throughout the lifespan of the individual. Thus, accord-
ing to the accepted paradigm, cardiac homeostasis is very static because in the absence of myocyte renewal it is
dependent mainly on the ability of cardiac myocytes to be as long-lived as the individual.

In contrast to this prevalent point of view, recent evidence supports the notion that, although most myocytes are
terminally differentiated, the heart has a remarkable capacity for regeneration, both in normal conditions and in
response to diverse pathological stimuli. Myocyte death and regeneration are part of the normal homeostasis of the
heart. New data question the concept that changes in myocyte size and shape are the exclusive structural modifica-
tions that condition the remodeling of the diseased heart. It is now clear that generation of new myocytes plays a
crucial role in the myocardial response to ischemic and nonischemic injury. Measurements of cell proliferation after
human myocardial infarction have shown very high levels of proliferation in the surviving myocardium, both in the
acute and chronic stages. These degrees of cell proliferation strongly suggest that generation of new myocytes is a
major determinant of ventricular remodeling. Myocyte hypertrophy with cell lengthening also contributes to the
process, but it is only one of the factors involved in ventricular dilation and wall restructuring. Myocardial growth
within the viable tissue restores the original amount of ventricular mass, but it does not invade and substitute the
necrotic or scarred area of the ventricular wall.

Cardiac hypertrophy in response to work overload has been considered a classic example of the heart’s ability
to increase its mass in the absence of new myocyte formation. This picture needs to be revised. The magnitude of
myocyte replication in the overloaded heart in the absence of coronary artery disease can be accurately determined
by the absolute increase in myocyte number in the ventricular myocardium. By this approach, significant increases
in myocyte number (of up to 60%) have been documented in humans and in animal models, further demonstrating
that the adult mammalian heart possesses a significant growth reserve that can generate a large number of myocytes
in a very short time. More recently, we have identified very high levels of new myocyte formation in patients with
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aortic stenosis undergoing valve replacement. In most of these cases, myocyte regeneration is characterized by the
lack of cellular hypertrophy, suggesting that the two forms of myocyte growth do not participate equally and simul-
taneously in increasing the mass of the stressed ventricle. Little information is available about volume-overload
hypertrophy, but some results support the conclusions reached for pressure overload.

The recognition that myocytes are continuously replaced in adulthood and that cell regeneration is accelerated
in response to hemodynamic overloads and ischemia indicates that cells of different ages are present during the
entire life of the diseased and nondiseased heart. These distinct cell populations differ in their ability to react to
growth stimuli. Whether a myocyte responds to increased overload with replication, hypertrophy or programmed
cell death is largely influenced by its size which, in turn, reflects the age of the cell. Large myocytes are old, do not
react to growth stimuli and are more prone to activate the programmed death pathway. Smaller cells are younger,
possess the ability to hypertrophy and are less susceptible to trigger the apoptotic cascade. The smallest cells are
those that have been born recently and still have the capacity to undergo a limited number of cell cycles. One of the
most intriguing questions has been to determine the origin of these cycling new myocytes.

Bone marrow-derived multipotent cells, either injected in the border zone of a myocardial infarction or mobi-
lized in vivo with cytokines, home to the necrotic zone and differentiate into myocytes, smooth muscle vascular cells
and endothelial cells to reconstitute a functional ventricular wall. Recently, several reports have cast doubt about
the transdifferentiation potential of hematopoietic stem cells. The hypothesis has been put forward that the donor
stem cells, instead of transdifferentiating, might fuse to the parenchymal cells of the host tissue and give the appear-
ance of transdifferentiation. Our results of myocardial regeneration by bone marrow-derived cells do not address
the issue of hematopoietic stem cell plasticity because we do not know the nature of the myocardium-regenerating
cells. Our data only document the existence of myocardium-regenerating cells in the bone marrow. Many lines of
evidence argue against cell fusion as the cause of the cardiac phenotype and pattern of gene expression of the inject-
ed and mobilized cells. Therefore, we believe that our results document the existence of bone marrow and cytokine-
mobilized cells able to differentiate into bona fide cardiac cells and coronary vessels. The precise identity of these
cells remains to be established.

The cytokine administration used for bone marrow cell mobilization only amplifies a naturally occurring phe-
nomenon since, under normal conditions, there are bone marrow-derived stem cells in the circulation. The cases of
sex-mismatched cardiac transplants in humans, where a female heart is transplanted into a male host, offers an ideal
setting to test whether these circulating cells continuously colonize the myocardium and contribute to myocyte
renewal under normal and pathological conditions. Using this setting, we and others have shown that soon after car-
diac transplantation, the female hearts have a significant number of male myocytes and coronary vessels. Un-
doubtedly, these male cells originated from the host cells that colonized the transplanted heart and subsequently dif-
ferentiated. We hypothesized that these migrating myocyte- and coronary vessel-generating cells were likely to be
stem-like cells. Such cells of male origin were identified in the myocardium. To address whether these cells behave
like true stem cells, we tested whether they could produce the cardiac cell types and regenerate the myocardium.

We have shown that the progeny of a single stem-like cell isolated from the adult ventricular myocardium can
generate the three major cardiac cell types in vivo and in vitro. The progeny of these clonal cells, when placed into
an infarcted heart, are able to reconstitute a functional myocardium. Thus, these cells exhibit the properties expect-
ed for a cardiac stem cell: self-renewal, multipotency and clonogenicity.

A further demonstration that cells with stem cell characteristics reside in the adult myocardium has been the
recent finding that after an acute myocardial infarction it is possible to mobilize and activate the cardiac resident
stem cells using a regimen of local cytokine stimulation. A combination injection of intramyocardial cytokines
rapidly mobilized a population of primitive cells to the border zone of the infarct. These cells rapidly differentiated
into myocytes, endothelial and smooth muscle vascular cells, regenerating a functional myocardium. The presence
of stem cells in the myocardium, either as a resident population of embryonic origin or as a blood-born population
that continuously seeds the tissue, points to a mechanism for the continuous renewal of myocytes and coronary ves-
sels throughout the lifespan of the individual. Additionally, it provides the basis for an increase in myocardial mass
in response to physiological and pathological demands. Although much needs to be learned about these cells and
their origin, their existence and ability to commit to the myogenic and vascular lineage opens the possibility for the
development of true reconstitutive therapies for postischemic and other cardiovascular diseases.
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HEART-LUNG TRANSPLANTATION

J. Wallwork
Papworth Hospital NHS Trust, University of Cambridge, UK

Heart-lung transplantation was first performed by Bruce Reitz in Stanford in 1981. Following that successful oper-
ation, there was a gradual increase in the number of operations performed worldwide. At Papworth Hospital in
Cambridge we performed the first successful heart-lung transplantation in Europe in 1984. Through the early
1980s, the number of heart-lung transplants rose, but after that the number of heart—lung transplants worldwide has
declined, mainly as a result of the introduction of bilateral single-lung transplantation for patients with primary lung
pathology (e.g., patients with emphysema and cystic fibrosis). There are a variety of reasons why this became a
more popular procedure. However, heart-lung transplantation still remains a major part of the transplant program
at Papworth Hospital, where we have now performed over 300 heart-lung transplants.

In common with all transplant procedures, to be successful in the short term, three important elements have to
be combined. Firstly, a good recipient; secondly, good quality organs; and thirdly, a good operative procedure. One
of the most important points in heart—lung transplantation is to take care to preserve the vagus and phrenic nerves
within the chest when removing the diseased organs.

Heart-lung transplantation requires only three anastomoses, compared with six for bilateral lung transplanta-
tion, and the implantation of the organs is relatively easy. It has been argued that heart—lung transplantation for cys-
tic fibrosis patients, for example, is a waste of organs. However, many of the hearts of the patients who have
heart-lung transplantation can be used in other recipients, the so-called “domino” heart operation. This has some
advantages for the heart recipient in that the organ has not suffered from the inflammatory responses associated with
brain death, usually has a short ischemic time, and generally comes from a younger donor with no preexisting coro-
nary disease. The results of domino heart transplantation are as good, and our indications are that it may be better,
in the long term, for those recipients.

The results of heart—lung transplantation have shown a measurably good quality of life in the majority of
patients, with over 70% of patients surviving one year. In common with all lung transplantation, the Achilles’ heel
of this procedure is chronic rejection, as exhibited by obliterative bronchiolitis, which is the major cause of organ
loss in the long term. Clearly, the longer term outlook for heart-lung transplant and lung transplant patients can only
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be improved with better strategies to prevent obliterative bronchiolitis and perhaps with the introduction of some of
the newer immunosuppressive agents with particular antiproliferative activity.

Organ availability will always be a restriction on interthoracic transplantation and demand for transplantation
still far exceeds supply. Heart—lung transplantation remains one of the most remarkable operations in the world for
the fortunate few for whom appropriate donor organs become available.

VASCULARIZED PANCREAS TRANSPLANTATION

D.E.R. Sutherland
Department of Surgery, University of Minnesota, Minneapolis, Minnesota, USA

Although enteric-drained pancreas transplants have been carried out to correct exocrine deficiency, the over-
whelming majority have been done to restore endogenous insulin secretion to a diabetic individual by providing the
functioning beta cells missing (totally in type I, partially in type II) from the recipient’s native gland.

Since the first clinical pancreas transplant done at the University of Minnesota in 1966, about 1,600 have been
conducted at that institution and approximately 19,000 have been completed worldwide (about 14,000 in the USA;
about 5,000 outside the USA), with progressive improvement in results. As recorded by the International Pancreas
Transplantation Registry (IPTR), more than 1,000 pancreas transplants have been done annually over the past decade.

For USA primary cadaver pancreas transplants reported to the IPTR from January 1996 to October 2002 in the
three major recipient categories: simultaneous pancreas and kidney (SPK; n=5,784), pancreas after kidney (PAK;
n=1,033) and pancreas transplant alone (PTA; n=470), one-year patient survival rates were 95%, 94% and 98%,
respectively (p=ns), and graft survival rates were 84%, 76% and 77%, respectively (p <0.0001). Posttransplant
insulin-independence rates were identical for simultaneous pancreas and kidney recipients classified as type I
(n=5,350) or type II (n=287) diabetics: 84% at one year for both subgroups.

In the USA, enteric draining was done for 66% of SPK, 50% of PAK and 38% of PTA transplants. For SPK trans-
plants, bladder-drained (n=1,943) and enteric-drained (n=3,712) pancreas graft survival rates were not significantly
different, at one year 85% and 84%, respectively, as was the case for PTA, at one year 78% (n=241) and 74% (n=204),
respectively, while for PAK transplants, graft survival rates were significantly higher with bladder-drained (n=495)
than enteric-drained (n=492) transplants, 80% versus 72% at one year. Pancreas graft survival rates were not signifi-
cantly different with portal versus systemic venous drainage for enteric-drained SPK transplants, 85% (n=842) and
84% (n=2,859) at one year, nor for enteric-drained PAK transplants, 71% (n=134) and 73% (n=356) at one year, but
for enteric-drained PTA there was a difference (p=0.09), 81% (n=88) versus 70% (n=115) at one year.

In all categories, more grafts in the USA were lost for technical (e.g., thrombosis, infection) reasons (10% over-
all) than for rejection (2% in SPK, 7% in PAK and 8% in PTA at one year). The most common maintenance
immunosuppression regimen in all three categories was tacrolimus/mycophenolate mofetil, with one-year graft sur-
vival rates of 86% for SPK (n=3,130), 80% for PAK (n=620) and 82% for PTA (n=284).

There were too few non-USA solitary pancreas transplants for comparison, but for 1996-2002 non-USA SPK
transplants (n=2,163) the outcomes were similar, with one-year patient, kidney and pancreas survival rates of 96%,
91% and 85%, respectively.

Pancreas transplantation is highly effective at establishing insulin-independence in diabetic recipients and
should be applied to the fullest extent possible. The number of uremic and nonuremic patients who develop dia-
betic problems more serious than the potential side effects of the current immunosuppression regimens used to pre-
vent graft rejection exceeds the number of available donors. Thus, islet transplantation should primarily be done
only from selected donors who have characteristics (e.g., obesity) predicting a relatively high islet yield into recip-
ients with characteristics (e.g., low insulin requirements) predicting that a single donor will be sufficient in spite of
the attrition associated with islet isolation. With all other donors and candidates, pancreas transplants should be done
in order to maximize the number of diabetics who can benefit from beta-cell replacement therapy.
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DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL RECHAZO
EN EL TRASPLANTE DE PANCREAS

M.J. Ricart
Unidad de Trasplante Renal, Hospital Clinic, Barcelona

El rechazo del pancreas, al igual que ocurre con otros érganos sélidos, puede ser hiperagudo, agudo o crénico. El
rechazo hiperagudo, atribuido a la presencia de anticuerpos preformados en la sangre del receptor, es extremada-
mente raro. Aparece de forma inmediata tras la revascularizacién del injerto, estableciéndose el diagnéstico en la
misma mesa de operaciones; el injerto se vuelve edematoso e isquémico, precisando su extraccion durante la
cirugia. El rechazo agudo puede aparecer en cualquier momento de la evolucidn del trasplante, aun cuando lo mds
frecuente es que se trate de un proceso precoz, habitualmente en los tres primeros meses del trasplante. Es el tnico
rechazo que puede ser tratado, y de no hacerlo puede llevar a la pérdida del injerto. Ademds, establecer el diagnds-
tico antes de que se detecte una hiperglucemia es fundamental para lograr su reversibilidad. El rechazo crénico apa-
rece de forma insidiosa, generalmente pasados los tres primeros meses del trasplante, y lleva progresivamente a la
pérdida del injerto. Su incidencia parece ser algo inferior a la observada con el rifién trasplantado, aunque se des-
conoce la incidencia real, ya que la realizacién de biopsias seriadas en el pancreas trasplantado no ha sido una prac-
tica habitual hasta el dia de hoy.

El rechazo agudo es el mas frecuente, a pesar de que su incidencia ha disminuido de forma considerable en los
ultimos afos, estimdndose entre un 20% a 30% en el momento actual. En la Universidad de Minnesota, tal y como
podemos ver en una reciente publicacion de Sutherland y cols. (Ann Surg 2001; 4: 463-501), en la que se realiza
una revision sobre los mas de 1000 trasplantes de pancreas realizados en esta institucion, la incidencia de rechazo
agudo a un aflo del trasplante en los receptores de un trasplante combinado de rifién y pancreas ha descendido del
51% (julio de 1986 a diciembre de 1993: Era 2) al 25% (marzo de 1998 a marzo de 2000: Era 4). Cuando el tras-
plante de pancreas no se realiza de forma combinada con el trasplante renal, la incidencia de rechazo es més eleva-
da, aunque también se ha reducido de forma considerable (78% Era 2, 56% Era 4).

El rechazo agudo en los receptores de un trasplante simultdneo de pancreas y riidn suele ser de ambos injertos.
Lo mads frecuente es que el rechazo pancredtico se presente al mismo tiempo, o incluso algo después del rechazo
renal. Por ello, en la mayoria de los casos, el diagndstico lo podremos establecer con la monitorizacién de la fun-
cion renal, o bien con la realizacién de una biopsia renal. La incidencia de rechazo de pancreas aislado es inferior
al 10%, e incluso algunos equipos lo consideran practicamente inexistente. Shapiro y cols. (Transplantation 2000;
69: 440-441) se plantean si el rechazo no sincrénico entre ambos injertos realmente existe, ya que al realizar una
biopsia renal en un grupo de siete pacientes, en los que existe una sospecha de rechazo pancreatico por detectarse
un aumento de las lipasas séricas sin afectacion de la funcidn renal, la biopsia renal muestra en todos los casos lesio-
nes compatibles con la existencia de un rechazo agudo celular renal.

No obstante, es importante conocer los marcadores de que disponemos para poder identificarlo en aquellos
casos en que el rechazo pancredtico se presenta de forma aislada, o bien cuando el trasplante de pancreas no se rea-
liza de forma simultanea con el trasplante de rifién. Como manifestaciones clinicas de rechazo, el paciente puede
presentar fiebre o dolor sobre el injerto, aunque con las actuales pautas de inmunosupresion ambas son poco fre-
cuentes. Entre los marcadores bioquimicos, cabe resaltar la importancia de la monitorizacién de las enzimas pan-
credticas en la sangre; en el rechazo acostumbran a estar elevados, siendo las lipasas un marcador mas sensible que
las amilasas. Por otra parte, la monitorizacién de estas enzimas en la orina puede ser de utilidad en los pacientes
con derivacion urinaria de la secrecién exocrina pancreatica; en ellos, un descenso superior al 25% de estas enzi-
mas en la orina puede indicarnos la existencia de un rechazo, aun cuando no es un indicador fiable, tal y como en
un principio se habfa considerado. La aparicién de una hiperglucemia, como se ha comentado anteriormente, es un
marcador tardio, ya que indica una destruccidn significativa y generalmente irreversible de las células beta del injerto.

En nuestra unidad realizamos un estudio sobre la evolucion de las enzimas pancredticas en 61 trasplantes de rifién
y péncreas consecutivos, efectuados durante un periodo de cuatro aios (de noviembre de 1994 a noviembre de 1998).
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Todos ellos presentaban derivacién intestinal de la secrecién exocrina pancredtica, y el seguimiento fue de 19 a 14
meses. En dicho trabajo pudimos observar un total de 58 episodios de elevacion de estas enzimas a lo largo del segui-
miento. La etiologia fue atribuida a un rechazo agudo en 39 casos (67,2%), y a otras causas, o bien no se llegaron a
etiquetar, en los 19 restantes. Todos, excepto uno de los 39 episodios de rechazo agudo (97,4%) cursaron con un
aumento de lipasas, mientras que s6lo en 21 de esos 39 ( 53,8%) se produjo un incremento de amilasas, lo cual nos
indica la mayor sensibilidad de las lipasas como marcador del rechazo. El aumento de dichas enzimas, aunque segtin
hemos podido observar no se trata de un marcador especifico de rechazo, debera ponernos alerta de su posible exis-
tencia. Para confirmar el diagndstico en estos casos, la realizacién de una ecografia Doppler puede ser de gran utili-
dad. La ecograffa nos permitird detectar variaciones en el tamafio y en la ecoestructura del injerto, pero ademads el
Doppler pulsado permitira medir el registro arterial y venoso en el hilio y el parénquima pancredtico. En el rechazo
del injerto puede detectarse la presencia de fluido peripancredtico, aumento del tamafio, ecoestructura heterogénea e
hipoecogenicidad del injerto, con un indice de resistencia elevado en el Doppler. No obstante, la prueba mds sensi-
ble y especifica para establecer el diagndstico de rechazo es la biopsia pancredtica. En la actualidad, todavia no se
realiza de forma rutinaria en los receptores de un trasplante de pancreas y rifién, pero en el trasplante de pancreas ais-
lado son cada vez mds los equipos que lo hacen ante la sospecha de un episodio de rechazo. Entre las principales indi-
caciones de la biopsia pancredtica cabria resaltar un aumento de enzimas pancredticas, fiebre inexplicable o intole-
rancia a la glucosa. Como principales complicaciones asociadas a su realizacién se incluirfan el hematoma o sangra-
do intraabdominal, pancreatitis, fistula o abceso. Raramente requieren reintervencion o pérdida del injerto. La adhe-
rencia del pancreas a las estructuras colindantes reduce el riesgo de su aparicion, particularmente el sangrado y las
fistulas del conducto pancreético. Puede realizarse por cirugia laparoscpica, por via percutdnea bajo control ecogra-
fico, o bien por via transcistoscOpica en aquellos pacientes en que se ha practicado el drenaje urinario de la secrecion
exocrina pancredtica. Esta ultima técnica permite ademads biopsiar el duodeno.

Para valorar las lesiones detectadas en la biopsia, Drachenberg (Transplantation 1997; 63: 1579-1586) estable-
ci6 hace unos afios un sistema de clasificacion, en el que la histologia del pancreas se valora por una escala del 0 al
V, dependiendo del grado de inflamacién y de otros hallazgos histolgicos, como la eosinofilia, la inflamacién aci-
nar, la inflamacién ductal, la endotelitis o la arteritis necrotizante. Se ha observado una relacion entre las concen-
traciones de enzimas pancredticas y el rechazo demostrado por biopsia, y también que la gravedad del rechazo se
correlaciona con la pérdida del injerto y con la respuesta a los esteroides o al suero antilinfocitario. Por otra parte,
la patologia ductal sin inflamacidn se correlaciona mas con pancreatitis del injerto que con rechazo. Entre los hallaz-
gos histolégicos de rechazo crénico destacarian la fibrosis densa septal y la pérdida de células acinares.

Entre los factores que pueden predisponer a la aparicion de un rechazo agudo destacan los inherentes al propio recep-
tor (elevada tasa de anticuerpos linfocitotdxicos, retrasplantes), el tratamiento inmunosupresor utilizado como trata-
miento de induccion, el grado de incompatibilidad HLA, y mas recientemente se ha descrito la mayor probabilidad de
rechazo en los pacientes con drenaje venoso sistémico, frente a aquellos en los que se ha realizado el drenaje venoso
portal. No obstante, son necesarios mds estudios para confirmar esta hipétesis, ya que la supervivencia del injerto al afio
del trasplante, segtin datos del Registro Internacional de Trasplante de Pancreas (IPTR), es similar con ambas técnicas.
En relacién al tratamiento inmunosupresor, la mayoria de los equipos realizan una terapia de induccién con una tanda
de anticuerpos monoclonales o policlonales. Segtin datos obtenidos del IPTR, la pauta mas utilizada en la actualidad son
los anticuerpos monoclonales frente al receptor de IL.-2, asociados a tacrolimus y micofenolato de mofetilo.

En nuestra unidad, la incidencia de rechazo agudo ha ido disminuyendo de forma progresiva a lo largo de los
afos. Inicialmente era del 100%; después, con la introduccion de la cuddruple terapia, la incidencia pasé a ser del
80%. Con la sustitucion de la azatioprina por micofenolato de mofetilo descendi6 al 71%, y posteriormente, tras la
sustitucion del OKT3 por la timoglobulina, se redujo hasta el 38%. La introduccién del tacrolimds hizo descender
ain mas esta incidencia de rechazo, pasando a ser del 23%, y mds recientemente tratamos un grupo de pacientes
con ciclosporina con determinacién de C,, junto a esteroides y micofenolato de mofetilo con basiliximab como tra-
tamiento de induccion, detectdndose una incidencia de rechazo del 20%. En relacién al grado de compatibilidad
HLA, éste no parece tener una influencia significativa en la supervivencia del injerto pancredtico, en el trasplante
de pancreas y rifion, pero en los receptores de un trasplante de pancreas aislado, y segtin datos del IPTR, el mayor
grado de incompatibilidad si que parece influir en la supervivencia del injerto.
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El rechazo agudo es habitualmente tratado con tres bolos de metilprednisolona, siempre que no exista una afec-
tacion de la funcion endocrina pancredtica. Aunque lo mds frecuente es que se observe una respuesta satisfactoria
al tratamiento, algunos episodios pueden ser insensibles a éstos. Ademds, en ocasiones los corticoides pueden em-

peorar el ya comprometido control glicémico. Como resultado de todo ello, algunos centros que establecen el
diagndstico por biopsia prefieren tratar el rechazo grado I o superior de la clasificaciéon de Drachenberg con una
tanda de anticuerpos antilinfocitarios, ademds de los bolos. Los rechazos resistentes a los esteroides, el rechazo
recurrente o el rechazo moderado a grave son también probablemente mejor tratados con una tanda de anticuerpos.
Por otra parte, un rechazo significativo puede también merecer un cambio de inmunosupresion. Asi pues, los
pacientes que reciben ciclosporina como tratamiento de base podrian ser reconvertidos a tacrolimus, o bien si no se
desea modificar el anticalcineurinico podria incrementarse la dosis de micofenolato de mofetilo. En los trasplanta-
dos ya tratados con tacrolimus, la optimizacion de la dosis o la introduccién del sirolimus podria ser una buena
opcion. El rechazo agudo irreversible, como ocurria hace unos afios, apenas se observa en el 5% de los pacientes
en el momento actual. No obstante, si el diagndstico se establece tras el desarrollo de la hiperglucemia el tratamiento
antirrechazo esta lejos del éxito. Por otra parte, conviene recordar que cualquier incremento de la inmunosupresion
requiere instaurar una nueva profilaxis infecciosa.

En resumen, en los receptores de un trasplante de pancreas y rifién, la monitorizacion de la funcién renal y la rea-
lizacion de una biopsia renal permite en la mayoria de los casos establecer el diagndstico. En la actualidad, todavia
no existe un test ideal de screening para el rechazo pancredtico. No obstante, la elevacion de las enzimas pancredti-
cas en sangre, en especial las lipasas, aun cuando se trata de un marcador no especifico, deberia alertarnos de su posi-
ble existencia. En estos casos, la realizacion de una ecografia Doppler nos permitird en muchas ocasiones confirmar
el diagndstico. La realizacion de biopsias pancreaticas, aunque hasta hoy no ha sido una préctica habitual, puede
hacerse necesaria cuando existe duda diagndstica, asi como en los receptores de un trasplante de pancreas aislado.

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO RADIOLOGICO
DE LAS COMPLICACIONES VASCULARES
EN EL TRASPLANTE DE PANCREAS

R. Gilabert
Seccio d’Ecografia, Centre de Diagndstic per I’Imatge, Hospital Clinic, Barcelona

La diabetes mellitus es una enfermedad prevalente y con elevada morbilidad asociada, siendo el principal factor
etiopatogénico de las complicaciones cronicas el estado de hiperglucemia mantenido. El objetivo del trasplante pan-
credtico es proporcionar al paciente tejido insular normal que le permita obtener la independencia de la insulina. En
la actualidad, el trasplante de pancreas presenta una supervivencia que se sittia alrededor del 90% al afio cuando se
realiza simultdneamente con el trasplante renal, supervivencia que es superponible a la de cualquier otro trasplante
de drgano soélido. Estos buenos resultados han conseguido prevenir la aparicion y mejorar la evolucion de la nefro-
patia y la neuropatia, disminuir la mortalidad y mejorar la calidad de vida de estos pacientes.

Sin embargo, la complejidad técnica del trasplante de pancreas y el hecho de que se realice en pacientes que pre-
sentan una notable pluripatologia influyen en su significativa morbilidad. Esta importante morbilidad se refleja en
el elevado indice de relaparotomia (18% a 30%), el mds alto de los trasplantes de 6rganos sdlidos, y que es conse-
cuencia de dos caracteristicas de este tipo de injerto: el manejo de la derivacion de la secrecién exocrina pancredti-
ca y el bajo flujo del drenaje venoso del injerto pancredtico. Ambas condicionardn el tipo de complicaciones que
pueden tener estos pacientes: pancreatitis, uretritis, fistulas duodenopancredticas, complicaciones sépticas y vascu-
lares (1-6).

Aunque la incidencia de las complicaciones vasculares, en concreto la de la trombosis venosa, ha disminuido
de forma notable con el perfeccionamiento de la técnica quirtdrgica y el uso de la anticoagulacién profildctica en el
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posoperatorio, éstas contindan siendo la principal causa no inmunoldgica de pérdida del injerto pancreético. Dada
la inespecificidad de las manifestaciones clinicas de las diferentes complicaciones que pueden presentarse en el
curso postrasplante, y debido a la importancia de un diagndstico precoz para la supervivencia del injerto y del recep-
tor, las técnicas de diagndstico por imagen tienen un papel fundamental en el seguimiento de estos pacientes. Entre
las que hay disponibles, la ecografia Doppler color es la técnica de eleccion en el seguimiento, dado su cardcter no
invasivo y su capacidad para ofrecer informacion morfolégica y hemodindmica (7). La tomograffa computarizada
se indica en aquellos casos en que la ecografia Doppler color no es concluyente, sobre todo en el estudio de la exten-
sion de las colecciones liquidas. Respecto a la resonancia magnética, existen articulos sobre su aplicacién en el
diagnéstico del rechazo, pero la experiencia no es amplia. Por dltimo, la angiografia es otra técnica de imagen que
con sus dos vertientes, diagndstica y terapéutica, ha incidido también de forma notable en el tratamiento de estos
pacientes.

Ecografia Doppler color. Injerto normal

La exploracién mediante ecografia Doppler color se realiza con un transductor Doppler color multifrecuencia (2,5-
6 MHz) 3,75 MHz. Es conveniente realizar un estudio inicial (antes de las 48 horas) que nos servird de referencia
para controles posteriores. En nuestro centro, la ecografia Doppler color en el curso postrasplante se efectiia con
una periodicidad de tres a cinco dias, o bien segun indicacidn clinica (fiebre, disfuncion del injerto, dolor abdomi-
nal). Dado que generalmente el paciente recibe de forma simultdnea un trasplante renal, éste también debe incluir-
se en el protocolo de exploracion. En el estudio inicial es conveniente realizar ademds una exploracién abdominal
completa, con el objetivo de descartar la presencia de colecciones liquidas intraabdominales y valorar el estado de
los rifiones propios.

En la ecografia en tiempo real, el injerto pancreatico tiene una ecogenicidad media, unos limites bien definidos
y su ecoestructura es homogénea. En ocasiones es posible visualizar el conducto de Wirsung (N<0,3 cm de didme-
tro). En el postrasplante inmediato no es raro observar una minima cantidad de liquido peripancredtico, que desa-
parece en controles posteriores. La exploracién Doppler debe incluir la obtencion de registros arteriales y venosos
a nivel hiliar o anastomotico y en el parénquima (cabeza/cuerpo/cola). Los registros arteriales son de baja resisten-
cia (IR<0,75). El registro venoso es continuo, pudiendo observarse en ocasiones una minima pulsatilidad a nivel
hiliar, que es transmisién de la vena iliaca. En las dos primeras semanas postrasplante es fundamental explorar
mediante Doppler las venas mesentérica y esplénica del injerto en toda su longitud, con el objetivo de descartar la
existencia de una trombosis venosa parcial.

Trombosis venosa

La trombosis venosa es la complicacion vascular més frecuente y la primera causa no inmunoldgica de pérdida del
injerto pancredtico, con una incidencia del 4% al 20%, que tiene lugar generalmente dentro de las dos primeras
semanas del curso postrasplante. Como se ha comentado anteriormente, el injerto pancredtico es susceptible al desa-
rrollo de trombosis debido al bajo flujo del drenaje venoso. Otros factores predisponentes son el tiempo de preser-
vacion prolongado, el uso de injertos para la extension de la vena porta, la colocacion del injerto en la fosa iliaca
izquierda, y por ultimo la existencia de una coagulopatia de base en estos pacientes (2). Debido probablemente a
que el diagndstico de trombosis se realizaba tardiamente, cuando ya existia necrosis del injerto, y también a la
ausencia de procedimientos seguros de “rescate”, el desarrollo de esta complicacién normal conducia a la trasplantec-
tomia, aunque se ha comunicado en casos puntuales el rescate del injerto mediante trombectomia quirtrgica (8, 9).
El estudio con ecografia duplex Doppler, y posteriormente la introduccion de la ecografia Doppler color en el
seguimiento de estos pacientes en el postrasplante han permitido el diagndstico precoz de dicha complicacion. En
la trombosis venosa, la ecografia a tiempo real evidenciard aumento de tamaio, alteracion de la ecoestructura del
injerto, engrosamiento de la pared del asa duodenal (0,8 a 1 cm; N<0,5 cm), presencia de liquido peripancredtico,
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y mds raramente visualizacion del trombo en el interior de la vena. Con excepcidn de la visualizacién del trombo
venoso, que es diagndstica, el resto de las alteraciones ecograficas son inespecificas. La exploracion Doppler serda
diagndstica en los casos de trombosis total, demostrando la ausencia de registro venoso, ademds de un importante
aumento de las resistencias arteriales a nivel hiliar y parenquimatoso (IR=1 con inversién de la fase diastélica),
pudiendo llegar a desaparecer también los registros arteriales con la progresion de la trombosis (7, 10). En los casos

de trombosis venosa parcial el diagndstico se efectuard ante la presencia de un trombo parcialmente oclusivo en el
interior de la luz venosa, junto con la obtencién de registros Doppler (pulsado y color) en la periferia del trombo.
En las trombosis venosas parciales no se observan alteraciones ecoestructurales ni elevacion de las resistencias arte-
riales, y los pacientes permanecen asintomaticos (11).

Inicialmente, la aparicién de una trombosis venosa implicaba la realizacion de una pancreatectomia. En el
momento actual el diagndstico precoz de la trombosis venosa mediante la ecografia Doppler color permite salvar el
injerto, ya sea mediante una trombectomia quirdrgica, procedimientos intervencionistas angiograficos (trombdlisis
con infusién de urocinasa, trombectomia mecanica con o sin tratamiento coadyuvante mediante infusién de uroci-
nasa), o por descoagulacion (11-13). Los procedimientos de intervencionismo angiografico son tratamientos esta-
blecidos en la patologia vascular periférica y visceral, y, aunque son métodos invasivos, en casos seleccionados per-
miten evitar la reintervencidon quirdrgica (14-16). En nuestra experiencia con 211 trasplantes renopancreéticos
(desde 1986 a febrero de 2002), en 26 de ellos se realiz el diagndstico de trombosis venosa mediante ecografia
Doppler color dentro de las primeras dos semanas postrasplante. Se intent6 un tratamiento de rescate en 12 pacien-
tes, seis con trombosis total y seis con trombosis parcial. La seleccion del tratamiento (cirugia frente a intervencio-
nismo angiografico) se realizé sobre la base de los datos de la ecografia Doppler color. Asi, en aquellos casos en
que existia una trombosis venosa total, pero se obtuvieron registros arteriales de alta resistencia en el parénquima y
el hilio, ademds de observarse una buena pulsatilidad arterial en el acto quirdrgico, se practicd la trombectomia
quirdrgica. Los pacientes con trombosis parcial fueron tratados con procedimientos angiograficos intervencionistas
en cinco casos y en uno con anticoagulacion. En nuestra experiencia, con estos tratamientos obtuvimos la recupe-
racion del injerto (seguimiento, r=8-50 meses) en cuatro de los seis pacientes en que se realizé la trombectomia
quirdrgica, y en cuatro de los cinco tratados con procedimientos vasculares intervencionistas. No se observo mor-
talidad en relacién con la técnica. Durante los seis meses siguientes a los procedimientos de rescate los pacientes
recibieron anticoagulacion. Respecto a la morbilidad asociada, cuatro pacientes presentaron hemorragias, que requi-
rieron una disminucién de la anticoagulacién o su retirada.

En el paciente tratado con anticoagulacién se produjo una progresion de la trombosis, y finalmente necesito tras-
plantectomia.

Complicaciones arteriales

Las complicaciones arteriales son menos frecuentes que las venosas, e incluyen la trombosis arterial, la estenosis
arterial y los pseudoaneurismas anastométicos. En el estudio de Troppmann y cols. (2), donde se incluyeron 438
pacientes con trasplante pancreatico, la incidencia de trombosis arteriales fue del 7%. En nuestra serie de 211
pacientes con trasplante renopancreatico, s6lo hemos observado cuatro complicaciones arteriales: trombosis parcial
de la arteria esplénica, estenosis arterial esplénica, pseudoaneurisma anastomético y pseudoaneurisma de la ilfaca
primitiva postrasplantectomia.

En el paciente con trombosis arterial, ésta afectaba a los dos tercios distales de la arteria esplénica y existia
ademads una trombosis parcial de la vena esplénica. Se realiz6 un tratamiento fibrinolitico intraarterial que no fue reso-
lutivo, siendo necesario realizar una trasplantectomia. El paciente con estenosis de la arteria esplénica se traté median-
te angioplastia y colocacion de una prétesis, consiguiéndose la recuperacion del injerto (seguimiento de 20 meses).

El pseudoaneurisma consiste en una degeneracién o ruptura de la pared arterial con formacién de una cavidad
vascular, que estd contenida por la adventicia vascular o por un hematoma. Entre sus factores etioldgicos, en el caso
de los pacientes receptores de un trasplante pancredtico, se incluyen la infeccién intraabdominal y la pancreatitis.
Los pseudoaneurismas pueden aumentar de tamafio debido a la transmisién de la presion arterial en el interior del
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pseudoaneurisma, con el consiguiente riesgo de ruptura y hemorragia intraabdominal. Ante un paciente que pre-
sente un pseudoaneurisma en cualquier localizacién anatémica, las opciones terapéuticas que ofrecen los procedi-
mientos angiograficos intervencionistas, son la embolizacion del pseudoaneurisma con coils para conseguir su oclu-
sion o la de sus vasos nutricios, y la colocacion de una prétesis recubierta para excluir el pseudoaneurisma. En los
dos casos de nuestra serie se realizé un tratamiento de exclusion del pseudoaneurisma con protesis recubierta. En
el paciente con pseudoaneurisma anastomotico el diagndstico se realizd por ecografia Doppler color, al mes del
transplante por presentarse fiebre. En primer lugar, se intentd la reparacion quirtrgica, lo cual no fue posible ya que
en la zona existia un importante componente inflamatorio, aislandose Candida albicans del cultivo de las muestras
obtenidas en la zona del pseudoaneurisma. La colocacion de la prétesis recubierta permitié excluir el pseudoaneu-
risma y realizar la trasplantectomia en un segundo tiempo. En el paciente con pseudoaneurisma de la iliaca primi-
tiva el diagndstico se realizé en el estudio de evaluacién para retrasplante, estando el paciente asintomatico.

Conclusion

Las complicaciones vasculares son una causa significativa de morbilidad en los pacientes receptores de un tras-
plante pancredtico. La introduccién del uso sistemadtico de la ecografia Doppler color en el seguimiento posterior al
transplante ha permitido realizar el diagndstico precoz de estas complicaciones, lo cual ha hecho posible ofrecer a
estos pacientes una opcion terapéutica, ya sea quirtrgica o vascular intervencionista. Esta tltima, en pacientes selec-
cionados, es una alternativa terapéutica a la reintervencion quirdrgica.
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HEPATITIS C VIRUS AFTER LIVER TRANSPLANTATION

M. Berenguer
Hepato-Gastroenterology Service, Hospital Universitario La Fe, Valencia, Spain

Introduction

HCV-related end-stage liver disease, alone or in combination with alcoholism, has become the leading indication
for liver transplantation in most transplant programs. Liver transplantation is typically considered for these patients
in two situations: decompensated cirrhosis and hepatocellular carcinoma. HCV recurrence, defined as the presence
of virus in serum, is nearly universal and is characterized by a steep rise in the levels of viremia. Early short-term
survival is comparable to that obtained with other etiologies. Emerging data are, however, demonstrating that the
long-term outcome is not as benign as previously thought. Histological damage occurs in the majority of patients,
with progression to cirrhosis in as many as 50% within the first 10 years posttransplantation. The development of
cirrhosis heralds early decompensation, which is associated with a very poor survival. Factors associated with a
worse outcome include infection with HCV genotype 1b, high levels of viremia prior to and early following trans-
plantation, recurrence within the first six months posttransplantation, severe initial histological findings, heavy
immunosuppression and old age of the donor.

Natural history of posttransplantation hepatitis C
Source of infection

When the patient is infected at the time of transplantation, recurrent infection, defined as the presence of virus in serum,
is universal. In these circumstances, a rapid and sharp decline in viral load occurs immediately after removal of the
infected liver, followed by a progressive increase in serum HCV RNA reaching pretransplantation levels as early as
day 4 and up to 10- to 20-fold higher at one month (1). Although rare since the implementation of routine donor screen-
ing, the virus may also be acquired from contaminated blood and organ donors and by nosocomial acquisition.

Histological outcome

Recurrence of infection is associated with histological evidence of liver injury in the majority of patients (2-9), and
with progression to cirrhosis in a percentage that varies between 6-23% at a median of three years posttransplanta-
tion. This wide range is likely related to the use of different case definitions (biochemical vs. virological vs. histo-
logical criteria). Indeed, liver function tests are not correlated with either viremia or histologic disease severity (2-
4, 10), and protocol liver biopsies are generally needed to identify progression to severe forms of chronic hepatitis.
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In one study based on yearly liver biopsies, the probability of developing HCV-related graft cirrhosis was 28% at
five years (3). An extended follow-up has shown that this percentage may increase to 51% at seven years (6). In
addition, in a small proportion of patients (<10%), an accelerated course of liver injury leading to liver failure has
been observed (2), reminiscent of that described in HB V-infected recipients with fibrosing cholestatic hepatitis (11).

The course of hepatitis C is more aggressive in immunocompromised patients than in immunocompetent patients,
with the former group showing a significantly higher rate of fibrosis progression (0.3 fibrosis units/year [0.004-2.19]
vs. 0.2 fibrosis units/year [0.09-0.8], respectively, p<0.0001) (8), and as a consequence a shorter interval until the
development of cirrhosis (9-12 years vs. 20-30 years, respectively) (8). These differences are also present once the
cirrhosis has become established, with a higher risk of clinical decompensation (42% vs. 5-10%) in one year (12).

Finally, recent data have shown that disease progression, and the consequent risk of developing severe HCV
hepatitis posttransplantation, have been increasing in recent years (6, 8).

Survival

The negative clinical impact of HCV infection has been reported in several studies (6, 13), with two recent studies
showing that HCV infection significantly impairs patient and allograft survival (60-70% vs. 76-77% in non-HCV
controls at five years). In addition, the poorer histological outcome seen in recent years is beginning to translate in
some centers into a reduced survival, with recurrence of the original disease (i.e., HCV cirrhosis) being the main
cause of death (6).

In order to increase the number of potential donors, organs from anti-HCV—positive donors are sometimes uti-
lized in recipients already infected with HCV. The natural history of posttransplantation hepatitis C in these cases
seems to be similar to that of anti-HCV—positive recipients receiving anti-HCV-negative grafts (2).

Prognostic factors

While one third of patients progresses to cirrhosis, another third remains stable. Determinants of accelerated pro-
gression have been sought in many studies (2).

Viral-related factors

The relationship between disease severity and infecting genotype is unclear (2). Some but not all studies have impli-
cated genotype 1, and in particular subtype 1b, in a more aggressive course. The association between levels of vire-
mia and disease severity have also been discrepant (2), with most cross-sectional studies showing no correlation.
High levels of viremia have been described in the setting of fibrosing cholestatic hepatitis and during the acute
phase of recurrent hepatitis C, suggesting that in these situations liver damage may be due to the direct cytopathic
effect of HCV (11). Hepatitis C viremia levels prior to (7, 8) and/or early posttransplantation appear to predict sub-
sequent outcome. Data suggest that HCV quasispecies mutation may play a role in the pathogenesis of progressive
HCYV infection. Results from published studies are, however, inconclusive (2, 11).

Immunosuppression-related factors

Several findings point indirectly to the relevant role played by the immune system. In addition, most studies have
found a positive correlation between a high rate of cirrhosis development and potent immune suppression (high
number of boluses of methylprednisolone, use of OKT3 or antilymphocytic preparations and high total cumulative
doses of steroids). Results concerning the association between the type of immunosuppression administered and
disease severity are less clear. In particular, conflicting data exist as to whether ciclosporin (neoral)-based regimens
are better or worse than tacrolimus-based regimens, whether mycophenolate mofetil is detrimental, and whether a
rapid steroid withdrawal is beneficial (2, 11).
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Early histological findings

Initial severe recurrent hepatitis C is predictive of subsequent progression to cirrhosis (3, 4). The timing of recur-
rence is also important, with early recurrence (less than six months posttransplantation) being associated with a
poorer outcome (9).

Donor age

Organs from old donors are at an increased risk of developing progressive hepatitis C posttransplantation (6). This
may be one reason for the poorer histological outcome seen in recent years.

Other factors

Some but not all studies have suggested that while HLA-B sharing between the donor and the recipient reduces
the incidence of acute cellular rejection, it also promotes the recurrence of viral hepatitis in the liver transplant
recipients. Patients who develop CMV viremia and those with a prolonged rewarming are probably at increased
risk of severe HCV recurrence. The effect of HBV coinfection on HCV recurrence is unclear. In contrast, coin-
fection with HGV does not influence the course of HCV disease. Race may affect outcome, with non-Caucasians
doing worse than Caucasians (8). The rate of fibrosis progression prior to transplantation was shown to be unre-
lated to that observed after transplantation (8).

Retransplantation

Because of the progressive nature of recurrent HCV disease, it is likely that in the next decade there will be a marked
increase in the number of HCV-infected recipients in need of retransplantation. It is thus imperative to determine
whether all patients with graft failure due to recurrent HCV disease are candidates for further transplantation. This
is a difficult issue to resolve at present because very few studies have focused on this problem. The debate is fur-
ther complicated by an increasing shortage of organ donors, as well as by concerns about the severity of recurrent
HCYV disease in the second graft. In a recent case series based on annual protocol biopsies, HCV-related disease
severity following retransplantation was found to be related to that observed following the first transplant (14).
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PROFILAXIS Y TRATAMIENTO DE LA REINFECCION POR EL VHC

X. Forns
Servicio de Hepatologia, IMD, Hospital Clinic, Barcelona

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus ARN que pertenece a la familia de los Flaviviridae (1). Una de las
caracteristicas mds importantes del VHC es que evoluciona a una infeccién crénica en mas de la mitad de los
pacientes infectados, y en una proporcion significativa de éstos puede dar lugar a la aparicion de cirrosis hepatica
con el paso de los afios. La cirrosis hepdtica terminal secundaria a una infeccién crénica por el VHC es la indica-
cién mas frecuente de trasplante ortotdpico de higado, representando mas de dos terceras partes de los casos en la
mayoria de los programas de trasplante de nuestra drea geografica.

Después del trasplante, la infeccién del injerto por el VHC se produce de forma casi universal. En estos pacien-
tes la infeccidn se cronifica en practicamente todos los casos, y en una proporcién notable, que supera el 50%, exis-
ten ya lesiones de hepatitis cronica al afio del trasplante. Diversos estudios realizados en Europa y en Estados
Unidos han puesto de manifiesto que entre un 20% y un 40% de los casos desarrollan una cirrosis hepdtica pasados
cinco afos del trasplante (2, 3). Ello explicaria la disminucién en la supervivencia de los injertos y de los indivi-
duos infectados por el VHC a medio y a largo plazo, si se compara con la de los pacientes sometidos a trasplante
por otras causas (alcohol, enfermedades crénicas colestaticas, virus de la hepatitis B [VHB]) (4).

Estos hechos hacen que la prevencidn de la infeccion por el VHC en el injerto hepético sea uno de los objeti-
vos mds importantes en los programas de trasplante hepatico.

Existen diversas estrategias para intentar prevenir la recurrencia de la infeccién por el VHC (o al menos la recu-
rrencia de la enfermedad) tras el trasplante hepatico. Ninguna de ellas se ha demostrado hasta ahora muy eficiente,
y es por ello que presumiblemente deban combinarse varias para lograr la mdxima eficacia.

Erradicacion de la infeccion por el VHC antes del trasplante

Hasta hace poco, el unico tratamiento eficaz para la infeccién por el VHC era el interferén, que conseguia eliminar
el virus en menos del 20% de los pacientes tratados. La tasa de respuesta era especialmente baja en los enfermos
cirréticos y en aquellos infectados por el genotipo 1b (la gran mayoria en nuestra drea geografica). La introduccién
de la ribavirina en el arsenal terapéutico frente a la hepatitis C ha conseguido incrementar de forma significativa la
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eficacia del tratamiento, y en mds de un tercio de los enfermos con hepatitis crénica C y genotipo 1b se produce una
respuesta viral sostenida. La reciente incorporacion de los interferones pegilados ha mejorado estos resultados, muy

probablemente por su mejor farmacocinética, alcanzando una respuesta viral sostenida en casi la mitad de los
pacientes tratados.

Una de las posibles opciones para evitar la infeccion del injerto por el VHC en pacientes tributarios de trasplante
hepatico es el tratamiento de la infeccion en la fase previa al trasplante. Tedricamente, si el recambio organico se
produce en un momento en que el ARN del VHC es indetectable, y se elimina el tnico o principal reservorio del
virus (el higado), la reinfeccion se podria evitar. Los problemas asociados a esta estrategia terapéutica son, basica-
mente, la peor eficacia del tratamiento en enfermos cirréticos y la mala tolerancia y los efectos adversos potencial-
mente graves. Es importante recordar que la escasa proporcion de cirrdticos incluidos en los grandes ensayos
terapéuticos hace dificil saber con exactitud la eficacia de la terapia combinada en este tipo de pacientes. Ello es
todavia més dificil en los casos de cirrosis avanzada.

Existe un solo estudio publicado en la literatura sobre tratamiento antiviral en pacientes en lista de espera para
trasplante hepatico (5). En dicho estudio, en el que se incluyeron 15 pacientes, se realizé tratamiento con interferén
o con interferén y ribavirina. Se obtuvo una respuesta viral sostenida en una tercera parte de los pacientes, pero los
efectos secundarios graves fueron muy frecuentes y se produjo un caso de muerte por sepsis. Por otro lado, no se
dispone del seguimiento (postrasplante) en los pacientes que consiguieron una respuesta viral. Los resultados de
este estudio desaconsejaban la utilizacion de tratamiento en este grupo de pacientes.

Nuestro grupo, con la colaboracién de otros centros en Espaiia, ha realizado un estudio que evalud la eficacia y
seguridad del tratamiento con interferén y ribavirina en 30 pacientes en lista de espera para trasplante hepatico (6).
La mitad de los pacientes eran Child A y la otra mitad Child B/C. En més del 80% de los casos estaban infectados
por el genotipo 1. El tratamiento se iniciaba cuando se calculaba que el tiempo de espera para el trasplante era de
unos cuatro meses y se continuaba hasta el mismo momento del trasplante. El tiempo medio de tratamiento fue de
12 semanas; se produjo respuesta viral durante el tratamiento en nueve (30%) de los 30 pacientes. Las variables que
se asociaron a dicha respuesta fueron una baja carga viral pretratamiento y el descenso precoz del ARN-VHC (>2
log,, a las cuatro semanas del tratamiento). Tras el trasplante hubo recidiva de la infeccion en todos los pacientes
con carga viral detectable pretrasplante, y en tres de los nueve que respondieron al tratamiento. Por lo tanto, la res-
puesta viral mantenida tras el trasplante fue del 20%. Los efectos adversos fueron frecuentes (especialmente los
hematolégicos), pero ningtin paciente fallecié durante el tratamiento. Estos resultados son equiparables a los pre-
sentados recientemente por Everson y cols. (7). La estrategia utilizada por este grupo fue distinta a la nuestra. Los
pacientes iniciaron el tratamiento a dosis bajas de interferén y ribavirina, y éstas se incrementaban de forma pro-
gresiva en funcion de la tolerancia, hasta alcanzar las 48 semanas. Se alcanzo respuesta viral sostenida en 20 (20%)
de los 102 pacientes incluidos en el estudio. Diez de ellos han sido trasplantados sin que se haya producido recu-
rrencia de la infeccién. Como ocurri6 en el anterior trabajo, los efectos secundarios fueron frecuentes y obligaron a
modificar o suspender la medicacion en una proporcion significativa de los pacientes.

Estos resultados pueden considerarse buenos, teniendo en cuenta la gravedad de la recurrencia de la hepatitis C
en el postrasplante. Légicamente seria necesario evaluar la aplicabilidad real de este tratamiento en los pacientes en
lista de espera. En nuestro estudio, s6lo alrededor de una tercera parte de los que estaban en lista no fueron tributa-
rios de tratamiento, debido a las cifras de plaquetas o leucocitos. Parece 16gico que los pacientes con funcién hepa-
tocelular preservada (carcinoma hepatocelular con buena funcién hepdtica) y los tributarios de un trasplante de
donante vivo (en quienes es posible programar con antelacion la intervencion) son los mejores candidatos al trata-
miento.

Inmunoprofilaxis de la recurrencia

Desde hace tiempo se conoce la existencia de anticuerpos neutralizantes frente al VHC. Los datos de que se dispone
hasta ahora parecen demostrar que los anticuerpos con capacidad neutralizante estan dirigidos contra las proteinas de la
envoltura y especialmente contra la proteina E2 (8, 9). Sin embargo, parece claro que el VHC puede evadir la respues-
ta inmune, mediante la aparicién de mutantes de escape frente a estos anticuerpos con capacidad neutralizante (9, 10).
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Existen algunos estudios que han contribuido a la demostracién de la existencia de anticuerpos con capacidad
neutralizante en experimentos realizados en chimpancés, tinico modelo animal que permite la replicacién del virus.
Krawczynski y cols. (11) objetivaron que la infusién de preparados comerciales de Ig anti-VHC positivos (con titu-
los altos de anti-E2) a chimpancés, 24 horas tras la inoculacién experimental del virus, era capaz de retardar signi-
ficativamente la aparicién de viremia y hepatitis.

Respecto a la aplicacién de la inmunoprofilaxis pasiva para la prevencion de la infeccion del injerto por el VHC,
un estudio retrospectivo (12) demostrd que los pacientes trasplantados por cirrosis hepatica por VHC y VHB, y que
habian recibido inmunoglobulina anti-HBsAg (para prevenir la infeccién por VHB) antes de 1990, presentaban una
tasa de infeccién por el VHC significativamente inferior a enfermos que la habian recibido después de 1990. La
diferencia entre estos grupos es que la Ig anti-HBsAg utilizada antes de 1990 contenia anticuerpos contra el VHC,
(virus adn no descubierto). Por lo tanto, estos datos también sugieren que es posible prevenir la infeccién por el
VHC mediante inmunoprofilaxis pasiva.

Las principales dificultades que plantea esta estrategia son la obtencién de anticuerpos y la variabilidad genéti-
ca del virus, que le permitirfa eludir la accién de los anticuerpos neutralizantes con relativa facilidad.

Tratamiento antiviral tras el trasplante hepatico

La estrategia mds utilizada en estos momentos para prevenir la recurrencia de la enfermedad por el VHC en el injer-
to hepdtico parece ser la erradicacion del virus en la fase posterior al trasplante hepdtico. Sin embargo, los estudios
realizados hasta ahora en pacientes trasplantados demuestran que la eficacia del tratamiento antiviral es claramen-
te inferior si se compara con enfermos inmunocompetentes (13).

El tratamiento antiviral se puede iniciar precozmente (durante los primeros dias o semanas siguientes al tras-
plante) o bien de forma mads tardia. La ventaja tedrica de iniciar el tratamiento de forma precoz es que se podria
erradicar la infeccién antes del desarrollo de lesiones hepdticas. Sin embargo, es mds que probable que se aplicara
el tratamiento a pacientes que no desarrollarian lesiones graves a medio y largo plazo. Ademds, hay que tener en
cuenta que en la fase inicial del trasplante los pacientes estdn muy inmunosuprimidos, lo cual puede influir en una
menor eficacia. Por otro lado, la tolerancia a la medicacidn en esta fase del trasplante es mucho peor. Existen pocos
estudios que hayan evaluado el tratamiento antiviral en fases precoces postrasplante. La monoterapia con interferén
no se ha demostrado eficaz en la obtencién de una respuesta viral, aunque en los pacientes que recibieron trata-
miento precoz se produjo un retraso en la aparicién de la hepatitis y una menor incidencia de recidiva histolégica
(14, 15). Parece que el tratamiento combinado, iniciado a los pocos dias del trasplante, podria ser mucho més efi-
caz, pero actualmente existen pocos datos para recomendar su utilizacién de forma generalizada (16).

Uno de los aspectos que menos se ha investigado en la fase precoz del trasplante hepdtico es la cinética viral,
clave para plantear nuevas estrategias terapéuticas. Nuestro grupo realizé recientemente un estudio en el que se
determiné la carga viral del VHC durante e inmediatamente después del trasplante hepatico (17). Nuestros datos
demuestran que se produce una disminucidn significativa de la viremia en la fase anhepdtica, y especialmente
durante la reperfusion del higado, sugiriendo esto tltimo una entrada masiva de viriones en el nuevo 6rgano. Fue
particularmente importante observar que en la mayoria de pacientes, la carga viral alcanzaba indices iguales o supe-
riores a los del pretrasplante a las 24 horas de haberse realizado. Por dicho motivo, cualquier tratamiento antiviral
precoz deberia iniciarse antes del primer dia del trasplante, aprovechando los indices bajos (o indetectables en oca-
siones) del ARN del VHC.

Actualmente, la estrategia mas razonable de tratamiento antiviral en los pacientes con recurrencia de la hepatitis
C postrasplante es iniciarla pasados unos meses del trasplante, cuando los indices de inmunosupresién son mds bajos
y se dispone de un seguimiento clinico e histolégico que permite evaluar la gravedad de la recidiva. Existen algunos
estudios piloto de tratamiento antiviral combinado con interferén y ribavirina. La eficacia del tratamiento combina-
do, en términos de respuesta viral sostenida, oscila entre el 5% y el 30% (18). En todos los trabajos publicados se
demuestra que la aparicion de efectos adversos (especialmente la anemia y la leucocitopenia) es muy frecuente, lo
cual obliga a la modificacion o suspension de las dosis de antivirales en una proporcién significativa de los casos.
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El tnico estudio controlado de tratamiento combinado en este tipo de pacientes fue comunicado recientemente
por Samuel y cols. (19). En dicho trabajo se incluyeron un total de 52 pacientes, de los cuales 24 formaron el grupo
control y 28 recibieron tratamiento a dosis estdndar. El tratamiento se inicié como minimo seis meses tras el tras-

plante y se prolongé por espacio de 48 semanas. Se consiguié una respuesta viral sostenida en seis (21%) de los 28
pacientes tratados, frente a ninguno del grupo control. Como en otros estudios, los efectos adversos fueron habi-
tuales y fue necesario suspender el tratamiento en 12 (43%) de los pacientes que lo estaban recibiendo. La anemia
fue el efecto secundario mas frecuente. En general, y a tenor de la mayoria de estudios publicados hasta la fecha,
no parece que la incidencia de rechazo sea superior en los pacientes tratados con interferén.

La reciente incorporacion del interferén pegilado al arsenal terapéutico de la hepatitis crénica C podria
mejorar los resultados obtenidos hasta el momento, dada su mejor famacodindamica en relacion al VHC. Sin
embargo, habrd que esperar a la publicacion de estudios controlados para conocer si la eficacia es realmente
superior.

Cambios en la inmunosupresién

Aunque es muy dificil demostrar una influencia directa del tipo de inmunosupresién en la evolucién de la recu-
rrencia de la hepatitis C tras el trasplante hepatico, hay datos que sugieren que las pautas inmunosupresoras actua-
les podrian influir negativamente en la recurrencia C. En un estudio publicado recientemente, se plantea que tanto
la utilizacién de inmunosupresores mas potentes como la retirada precoz de farmacos inmunosupresores de “segun-
da linea” podrian explicar el incremento en la incidencia de recidivas graves en los tltimos afios (20). En cuanto a
este ultimo aspecto, la posible “reconstitucion” del sistema inmune que se produciria tras una reduccion brusca de
la inmunosupresion podria justificar un mayor dafio hepdtico en algunos pacientes.

Los datos acerca de una recidiva mds grave de la infeccion por el VHC en funcién del tipo de esquema inmu-
nosupresor, a dia de hoy, son todavia especulativos. Si parece demostrado que el reciclaje con corticoides o la uti-
lizacién de OKT3 para el tratamiento del rechazo son variables que se asocian a recurrencias graves. Sin embargo,
es fundamental recalcar que los estudios realizados hasta el momento son retrospectivos. Por lo tanto, es impres-
cindible un andlisis detallado de la influencia del tipo de inmunosupresioén en la recurrencia de la hepatitis C en
ensayos controlados que ya se estdn llevando a término.

Conclusiones

Con los datos de que disponemos hasta la fecha, es evidente que no existe un tratamiento eficaz para la preven-
cién de la recurrencia de la infeccién por el VHC en pacientes sometidos a trasplante hepético. La terapia antivi-
ral antes del trasplante es posible en grupos de pacientes seleccionados, especialmente en aquellos con buena fun-
cion hepdtica y con variables virales favorables (genotipo no-1, carga viral baja). Si se produce la infeccion del
injerto tras el trasplante, parece logico iniciar el tratamiento pasados unos meses. En ambas situaciones, hay que
esperar una elevada incidencia de efectos adversos y serd necesario un seguimiento clinico y analitico estricto de
estos pacientes. En cualquier caso, hacen falta estudios controlados que incluyan un nimero suficiente de pacien-
tes como para que las decisiones terapéuticas se establezcan con criterio, asi como para poder conocer qué varia-
bles pueden predecir el tipo de respuesta al tratamiento. Ello facilitara una mejor seleccion de los pacientes can-
didatos al tratamiento.

Parece también claro que, en pacientes con recurrencia de la infeccién por el VHC, serd necesario analizar més
profundamente el papel de la inmunosupresion en la gravedad de la recidiva y, si fuera necesario, ajustar el tipo de
farmacos de forma muy individualizada.

Una vez hechas estas observaciones, es muy probable que dentro de algunos afos dispongamos de farmacos con
accidn antiviral potente y con menor toxicidad que los actuales. Serd entonces cuando la recurrencia del virus en el
injerto dejara de representar el mayor problema en los programas de trasplante hepético.
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INGENIERIA TISULAR

A. Meana y S. Llames

Unidad de Ingenieria Tisular, Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del Principado de Asturias

La ingenierfa tisular representa una alternativa a los trasplantes tradicionales de 6rganos y tejidos, ya que nos per-
mite, a partir de un pequeiio fragmento de tejido, recuperar la funcionalidad global del tejido u 6rgano danado. La
ingenieria tisular es la tecnologia de la futura “medicina reparadora” (1). Conviene resefiar que sus posibilidades
actuales radican en “la recuperacion de la funcion perdida”, ya que la formacién de érganos y tejidos similares a los
naturales todavia estd dentro de la ciencia ficcion.

Un tejido humano estd compuesto por células de diferente fenotipo, fijadas a una matriz extracelular y relacio-
nadas entre si por un complejo sistema de sefiales solubles (factores de crecimiento, diferenciacion...). La matriz
extracelular es fabricada y degradada por las células. Este es un fenémeno dindmico en constante funcionamiento.
En la matriz extracelular estdn presentes sefiales de fijacion celular (proteinas de adhesion) importantes en el com-
portamiento final de las células. A su vez, la nutricién de este 6rgano se establece mediante la vascularizacion, y el
tejido esta sometido constantemente a fuerzas fisicas y a la supervision del sistema inmune. Todos estos puntos son
criticos si queremos establecer una correcta estrategia de ingenieria tisular para un tejido determinado.

Las células son el componente primordial de un tejido. Para su desarrollo por ingenierfa tisular es necesaria la
obtencidn de suficientes células en las mejores condiciones posibles. Normalmente se parte de un fragmento de teji-
do, por lo cual el nimero inicial de células es escaso, siendo necesario realizar una expansion de dicha cantidad ini-
cial mediante cultivo celular. Sin embargo, estas técnicas pueden modificar las células originales, produciéndose un
fenémeno de indiferenciacion que hace que las células obtenidas tras el cultivo no sean funcionales ni representen
a las extraidas originariamente del tejido. El conocimiento de la biologia celular, asi como de los factores de creci-
miento y diferenciacién que controlan el mantenimiento de una estirpe celular determinada son importantes para
lograr nuestro objetivo, que es obtener un gran nimero de células funcionales a partir de un pequeiio fragmento de
tejido (2).

Las células pueden originarse a partir de un fragmento de tejido adulto (piel, cartilago) (3); normalmente esto
servird para desarrollar un tejido semejante al del origen (cultivo de queratinocitos, cultivo de condrocitos).
También se pueden obtener células embrionarias multi o totipotentes, con las cuales podriamos desarrollar cualquier
tipo de tejido (4). Sin embargo, en los tltimos tiempos se conoce que es posible, a partir de un tejido adulto, extraer
células que pueden diferenciarse hacia células de multiples tejidos. El ejemplo mas claro son las células de la médu-
la 6sea, ya que a partir de ellas podemos encontrar células con capacidad para diferenciarse a hepatocitos (5), célu-
las del sistema nervioso (6), tejidos derivados del mesénquima (osteocitos, condrocitos, adipocitos...) (7), células
musculares (8), etc. Esta capacidad de multipotencialidad se puede ver también en otros tejidos, como la grasa sub-
cutdnea (9, 10). La presencia en algunos tejidos del adulto de células con potencialidad parecida o similar a la de
las células embrionarias abre un nimero ilimitado de posibilidades de reparacidn tisular (11).

La matriz extracelular es una estructura que en ingenieria tisular hay que facilitar a las células para formar
estructuras tridimensionales. El término utilizado en la bibliograffa para referirse a ella es el de scaffolds. Un per-
fecto scaffold debe aportar tanto el componente “sostén” del tejido como las estructuras necesarias para que las
células se adhieran a esta matriz. En dicha matriz artificial que se ha aportado, las células deben crecer y ser capa-
ces de realizar sus funciones fisioldgicas, digerirla y “producir” una matriz extracelular similar a la del tejido natu-
ral. La sustitucion de la artificial por la extracelular se suele alcanzar una vez trasplantado el tejido fabricado al
organismo, y en este cambio final interviene el sistema inmunitario, que ayuda a la degradacion definitiva del bios-
caffold. Una revision de los diversos materiales utilizados, con una amplia bibliografia, se puede ver en Griffith
(12).

Tras la unién de las células expandidas con la matriz extracelular, el tejido neoformado precisa un periodo de
maduracion, lo cual se logra en condiciones que imiten las normales del organismo (37°C, tensién de CO,, hume-
dad, factores de diferenciacion...). Para dicho periodo se utilizan desde simples frascos de cultivo celular (similares
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a los del periodo de expansion) a los modernos biorreactores, que son capaces de someter al nuevo tejido a unas
condiciones muy similares a las fisioldgicas (13).

Las fases finales del proceso de ingenieria tisular son la preparacion del tejido para el trasplante y su transpor-
te en condiciones iddneas al hospital. Estas fases son extremadamente importantes, ya que de nada sirve el tejido si
el prototipo no puede ser manejado convenientemente en el quiréfano (esterilidad del producto, manejabilidad), o
si pierde gran parte de su viabilidad cuando lo sacamos del biorreactor.

Tras el trasplante es necesario que nuestro prototipo sea capaz de dejarse vascularizar, para que se integre defi-
nitivamente en el receptor. En dicha integracién es importante el sistema inmunitario, que colabora a eliminar el
material extrafio permitiendo que poco a poco el tejido trasplantado sea similar al natural.

La complejidad de estos pasos hace que la ingenieria tisular sea un campo multidisciplinar donde los bidlogos celu-
lares, los quimicos, los cirujanos, etc. intervienen para hacer posible el desarrollo de nuevos prototipos de tejidos.

Usos clinicos de productos de ingenieria tisular

A pesar de todo lo comentado, los usos clinicos actuales claramente aceptados de la ingenieria tisular estan limita-
dos a unas pocas aplicaciones, la mayoria de las cuales se realizan dentro de estrictos protocolos clinicos.

El uso mds generalizado son los cultivos de queratinocitos y condrocitos. Los cultivos de queratinocitos se
emplean en las unidades de quemados. A partir de una pequefia biopsia se consiguen grandes superficies de epite-
lio suficientes para cubrir todas las heridas de un gran quemado (14). Posteriormente se han desarrollado cultivos
sobre dermis artificiales que mejoran los resultados del cultivo de epitelio aislado (15, 16).

Los cultivos de condrocitos para el tratamiento de las lesiones agudas y profundas del cartilago articular se rea-
lizan desde el afio 1994 (17). Los resultados obtenidos durante el seguimiento son suficientes para que la técnica
descrita por estos autores (trasplante de una suspension de condrocitos expandidos ex vivo) se siga practicando.

Los tejidos realizados mediante ingenieria tisular también han sido utilizados en la reparacién de lesiones dseas
(18), correccién de miopatias (19), regeneracion de lesiones cardiacas (20) y endotelizacion de prétesis vasculares
(21), pero quizas el campo de mayor aplicacion es la inmunoterapia antioncoldgica (22, 23). En este campo se estin
realizando actualmente multiples ensayos clinicos, por lo que los resultados atn no han sido claramente evaluados.

La importancia futura que tienen estos tratamientos estd fuera de toda duda. Ademds, la posibilidad de utilizar
células genéticamente modificadas en la composicién de los nuevos tejidos (24) hace que la ingenierfa tisular se
integre plenamente con otra de las tecnologias con mds futuro en el campo de la medicina: la terapia génica.

Por ultimo, las expectativas de reparacion tisular que han abierto las recientes investigaciones sobre células
madre totipotentes, tanto embrionarias como del adulto, hacen que el futuro de la medicina reparadora pase nece-
sariamente por las técnicas de ingenieria tisular.
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TRASPLANTE DE STEM CELLS EMBRIONARIAS Y ADULTAS

B. Soria

Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Herndndez, Alicante

Introduccién

Las células madre o troncales (stem cells) son células que poseen la doble propiedad de poder regenerarse a si mis-
mas o de diferenciarse en otros tipos celulares (1). Dada la frecuencia con que se han descrito fendmenos de trans-
diferenciacion celular, es oportuno anadir una tercera propiedad: la capacidad de colonizar y repoblar un tejido.
Existen células madre en el embridn, en el feto y en el adulto (por extension, las células madre del adulto incluyen
las que puedan obtenerse de un individuo a partir del nacimiento). Las células madre embrionarias proceden de la
masa celular interna del blastocisto (embrién de cinco a siete dias). Las células madre del adulto y las de origen fetal
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ya se utilizan en clinica, por ejemplo, en los trasplantes de médula. También las fetales se han ensayado en la terapia
celular de la enfermedad de Parkinson. La principal diferencia en lo que respecta a estos tres origenes es la capaci-
dad de expansion y de diferenciacién. En el ratén se ha comprobado que las células madre de origen embrionario
pueden dar lugar a “cualquier tipo celular” presente en un individuo adulto, pero no a la placenta o a los tejidos extra-
embrionarios. Para ello se introdujo una de estas células en la masa celular interna de otro blastocisto, y se pudo cons-
tatar que la quimera resultante (mezcla de células de dos individuos) poseia descendientes de la célula introducida en
cualquiera de sus tejidos, incluida la linea germinal. Es decir, a partir de las células madre embrionarias puede obte-
nerse cualquiera de los tipos celulares del individuo adulto; son, por lo tanto, células pluripotenciales. Cuando una
célula madre puede diferenciarse en varios tipos se dice que es multipotencial. Las células ductales (progenitoras del
pancreas endocrino) pertenecen a este grupo, ya que pueden dar lugar a cualquiera de los tipos celulares que encon-
tramos en el islote. Cuando una célula madre estd comprometida en su diferenciacién hacia un solo tipo celular, se
habla de células unipotenciales. Una célula totipotencial es aquella que puede dar lugar a todos los tipos celulares del
embridn, es decir, no s6lo a la masa celular interna, de la que deriva el feto, sino a la del trofectodermo, de donde
procede la placenta. Sélo los blastdmeros de la mérula y el propio cigoto son totipotenciales.

¢Cuales son las células madre del islote de Langerhans?

El péncreas procede del endodermo y aparece como resultado de la fusioén de dos primordios (ventral y dorsal) del
endodermo primitivo. La influencia de factores difusibles procedentes de la notocorda, y muy probablemente de
la aorta, reprime la expresion de sonic hedgehog y pone en marcha la expresion de Pdx1. Pdx1 es un factor de
transcripcién presente en los precursores de célula beta (2). Este factor del grupo de los homeoboxes controla la
expresion de grupos de genes. Durante el desarrollo es responsable de la diferenciacion hacia células pancredticas
endocrinas. En la célula beta ya diferenciada controla la expresion del gen de la insulina. Pdx1 no es el tnico fac-
tor de transcripcion que participa en el desarrollo y la funcién de la célula beta pancredtica; el listado es largo y
aln se estdn describiendo nuevos componentes y nuevos mecanismos. Para una revision reciente ver Soria y cols.

).

Uso de células madre embrionarias para generar células
productoras de insulina

El grupo de ingenieria celular y tisular del Instituto de Bioingenieria de la Universidad Miguel Herndndez ha desa-
rrollado un método para la obtencion de células que contienen y liberan insulina a partir de células embrionarias de
raton (2-4). El procedimiento se desarrolla en tres pasos: diferenciacion in vitro, seleccion clonal y maduracién. Para
dirigir la diferenciacién in vitro, a las células madre embrionarias de raton que se mantienen indiferenciadas gracias
la presencia de una citocina, el factor inhibidor de la leucemia, se les retira dicho factor y se les cultiva en presen-
cia de otros factores que pueden inducir diferenciacion. El principal esfuerzo en este sentido debe ser intentar for-
zar la diferenciacion hacia células que sean positivas a la insulina, Pdx1 o Nkx6.1, todos ellos marcadores de célu-
las beta. A continuacidn se procede a la seleccion clonal, ya que, aun en el supuesto de que se obtenga una pobla-
cion enriquecida de células positivas a la insulina y a marcadores de precursores de células endocrinas pancredti-
cas, hay que trabajar con una preparacion que no contenga otros tipos celulares. Nunca serfa aceptable el implante
de células beta mezcladas con otros tipos celulares cuya fisiologia se desconoce, o que incluso pueden acabar pro-
duciendo teratomas. El sistema de seleccion clonal que nosotros hemos publicado permite obtener células que sin-
teticen insulina (3). Para ello, las células se transfectan con una construccion en la cual la zona reguladora del gen
de la insulina se habfa fusionado con un gen quimérico, Bgeo, que posee la doble propiedad de codificar la expre-
sion de la enzima Pgalactosidasa y la proteina que confiere resistencia a la neomicina. Es decir, que cuando una
célula exprese insulina, el mismo complejo de factores de transcripcion que activa la polimerasa I del ARN, se acti-
vard también la expresién de Bgalactosidasa y del gen de resistencia a la neomicina. Si en estas condiciones afiadi-
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mos neomicina al cultivo eliminaremos todas las células que no produzcan insulina. Las células que se obtienen con
este procedimiento son ain inmaduras y deben seguir un proceso de maduracion. De entre los muchos sistemas
ensayados, el que mejores resultados nos ha dado hasta el momento es la exposicion a nicotinamida y glucosa en el
rango fisioldgico (5 mM). Por razones desconocidas, las células madre se cultivan en alta glucosa (25 a 30 mM),
algo que a quienes trabajamos con la diabetes nos sorprende; al parecer, dichas concentraciones no son glucotéxi-
cas para las células madre, aunque ésta sea la norma para las células adultas (5). Sin embargo, lo que es quizd mas
importante es que el trasplante de células derivadas de células madre normaliza la glucemia de ratones diabéticos.
Cuando las células seleccionadas se implantaron en ratones a los que se habia inducido una diabetes experimental
mediante la inyeccidon de 200 mg/kg de estreptozocina, se normalizé la glucemia en el 100% de los casos; por el
contrario, ninguno de los ratones trasplantados sobrevivié mds alld de cuatro o seis semanas (3, 4). Cuatro meses
mds tarde se pudo comprobar que tanto en el bazo como en el higado, adonde llegan por la via porta, existen célu-
las positivas para insulina y para Bgalactosidasa, lo cual indica que el fenotipo de las células trasplantadas se man-
tiene estable (4).

Células madre del epitelio ductal pancreatico y células madre intraislote

La masa celular beta del adulto se adapta a las necesidades fisioldgicas. Se sabe que aumenta en estadios incipien-
tes de obesidad, y por supuesto durante el embarazo. Es decir, existen mecanismos que regulan el incremento de
dicha masa celular. ;Cudl es el origen de estas nuevas células beta? En el adulto, pueden proceder, por una parte,
de la replicacion de células beta preexistentes (que abandonarian por lo tanto su estado posmitético) y de las posi-
bles células madre intraislote (6), y por otra parte, la neogénesis de nuevos islotes se produce a partir de células del
epitelio ductal. Bonner-Weir y cols. (7) han desarrollado un método para la obtencién in vitro de islotes a partir de
células ductales humanas. Para ello, las células ductales son cultivadas en monocapa en presencia de un medio que
contiene insulina, transferrina y selenio, para a continuacion ser cultivadas en una matriz tridimensional. En los
“islotes” resultantes estan presentes los diferentes tipos celulares. Aunque hasta el momento esta técnica posee una
limitada capacidad de expansion, es de esperar que pueda mejorarse y ser utilizada para aumentar la cantidad de
tejido con posibilidad de trasplantarse tras la obtencion de islotes de un donante. Es importante sefialar que en el
protocolo de Edmonton (8) aproximadamente un 20% del material trasplantado posee marcadores positivos para
células ductales.

¢ Qué sentido tiene buscar nuevas fuentes de células madre
para el islote de Langerhans?

El control estricto de la glucemia evita y retrasa la aparicion de complicaciones en la diabetes (9). Aunque la tera-
pia intensiva con insulina permite alcanzar este objetivo, la tnica forma de eliminar la necesidad de inyecciones
de insulina es devolver al paciente las células de las que carece (8, 10). Hasta el momento la tnica fuente de islo-
tes es la procedente de los donantes. Un eficiente servicio en la Coordinacién de Trasplantes ha hecho que Espaia
posea la cifra de donantes de 6rganos mds alta del mundo (aproximadamente de 34 donantes por millén de habi-
tantes; es decir, se podria disponer de unos 1350 pancreas por afio). Pero incluso si se alcanza el objetivo de nor-
malizar la glucemia de un paciente tipo 1 con un solo donante (y no con los dos o tres que ahora mismo son nece-
sarios), nunca dispondremos de suficientes donantes como para tratar a los 100.000 diabéticos tipo 1 que se esti-
ma que hay en nuestro pafs. En términos précticos, no habra bastantes 6rganos para el ritmo de pacientes que se
diagnostican con diabetes tipo 1 cada afio (aproximadamente 2000 de entre la poblacién con menos de 30 afios de
edad). Por lo tanto, sélo si somos capaces de generar nuevas células beta tendremos material suficiente para aten-
der las necesidades de nuestros pacientes. Si éste es el objetivo, la ingenieria celular con células madre puede ser
de gran utilidad.
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Células madre del adulto

Todos los tejidos sometidos a regeneracion (piel, sangre, epitelio intestinal) poseen células madre. Se trata de célu-
las madre predeterminadas para formar ese tejido. Por ejemplo, en el caso de la regeneracion hepdtica, parece ser
que las células ovales pueden desempeiiar ese papel. Aparte de la extraordinaria utilidad que puede suponer la iden-
tificacion y el aislamiento de las células madre de un tejido para la medicina regenerativa, en los tdltimos dos o tres
afios han aparecido una serie de trabajos en los que se formulaba la hip6tesis sobre una mayor capacidad de dife-
renciacién para algunos tipos celulares identificados en el adulto (ver 11, 12 para una revisién). Un estudio recien-
te de la Dra. Verfaillie ha identificado un tipo celular procedente de la médula 6sea con una gran capacidad de pro-
liferacion y diferenciacion (13). Es probable que en el adulto existan células que, separadas de su nicho y someti-
das a mensajes del medio, adquieran unas propiedades de las que carecen in vivo. Sin embargo, otros trabajos tam-
bién recientes han cuestionado la pluripotencialidad de estas células (14-16).

La regulacién de la expresion génica puede proporcionar alguna clave sobre los mecanismos que controlan la
proliferacion y la diferenciacion. Por ejemplo, el bloqueo de un canal de potasio presente en la membrana perinu-
clear activa la expresién de c-myc, un gen de expresion temprana ligado a la proliferacion celular (17).
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ISLET CELL TRANSPLANTATION

D.E.R. Sutherland
Department of Surgery, University of Minnesota, Minneapolis, Minnesota, USA

Since the first clinical islet transplantation was done at the University of Minnesota in 1974, only 500 have been

done worldwide. Because of beta-cell attrition during tissue processing, the application and logistics of islet trans-
plants have been more difficult than those of pancreas transplants. It was not until the last three years that islet trans-
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plant outcomes approached those of pancreas transplants, first at the University of Alberta, where islet retransplan-
tations were conducted to obtain a sufficient beta-cell mass to induce insulin independence, and then at the
University of Minnesota, with primary islet transplants from nondiabetic obese donors (above average beta-cell
mass) to recipients with low pretransplant insulin requirements.

Under the concept of beta-cell replacement therapy, pancreas and islet transplants should be noncompeting tech-
nical modalities for diabetic candidates on a common or integrated waiting list. Those with low insulin requirements
can receive islets from large donors (body mass index >28 kg/m?, representing about 25% of the donor pool) and
those with high insulin requirements can receive a pancreas transplant from donors with a normal (<28 kg/m?) body
mass index. This allocation scheme would allow primary (single donor) transplants to induce insulin independence
in the largest number of recipients while still minimizing the need for major surgery or retransplantation in as many
individuals as possible.

Living donor and split cadaver segmental pancreas transplants have also been done, so if islet isolation effi-
ciency increases, two recipients could be done per cadaver donor. If half of the current number of cadaver donors
(6,000 annually in the USA, one-fifth the annual incidence of new-onset cases of type I diabetes) were suitable to
split, and hemipancreases were procured from living donors at a rate half that of living kidney donors (also 6,000
now annually in the USA), the potential to treat at least one third of all type I diabetics exists, a rate that would be
equal to the incidence of complication-prone diabetes with current exogenous insulin management.

— 92



Reservados todos los derechos. Ninguna parte de esta publicacion puede
ser reproducida, transmitida en ninguna forma o medio alguno, electrénico
0 mecanico, incluyendo las fotocopias, grabaciones o cualquier sistema de
almacenamiento de informacion sin el permiso escrito de los titulares de
Copyright.

© 2003, Societat Catalana de Trasplantament
© 2003, Prous Science, S.A.
Provenza 388, 08025 Barcelona

Dep. legal: B-24.464-03
Impreso en Espafia





