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EDITORIAL

La problematica
de los ensayos clinicos
elaborados con tejidos y células

Desde que la Comisién Europea dicté una norma legislativa, en el afio
2003, que convirtié en medicamentos determinados tejidos y células
de origen humano, la cascada reguladora para incluir en la legislacién
del medicamento estas actividades no se detuvo hasta el afio 2007, con
la publicacién del Reglamento de Terapias Avanzadas. Los derivados
de origen humano considerados medicamentos son denominados ze-
rapias avanzadas e incluyen: la terapia celular, la ingenieria tisular y la
terapia génica. Esta norma, que fue promovida por la industria y que
va destinada mayormente a los derivados que pueden ser elaborados
industrialmente, también afecta a los tejidos y células que pueden ser
desarrollados y elaborados por profesionales en un hospital para tratar
a un paciente o a un grupo de pacientes, si cumplen unas condiciones
determinadas. Si los derivados de origen humano van destinados a
ejercer una funcién diferente a la que les es propia, si han de manipu-
larse de una manera considerada compleja, o si la forma y el lugar de
administracién/aplicacién no son los fisiolégicos, son tratados y con-
siderados medicamentos y, por lo tanto, regidos por la Ley del Medi-
camento y todas las que de ella se derivan. En la Ley del Medicamento
(Ley 29/2006, del 26 de julio) se prevé un tratamiento diferenciado
entre el medicamento con tejidos/células de elaboracién industrial y el
medicamento de produccién no industrial (Art. 47.3). Este tratamien-
to diferenciado previsto consiste en el desarrollo de un Reglamento
que deberfa establecer normas especificas para tratar estos tejidos/cé-
lulas elaborados en un hospital. Este Reglamento, anunciado en la
Ley del 2006, atn no se ha publicado. Actualmente, lo primero que
debe plantearse el profesional hospitalario que quiere poner en marcha
un ensayo clinico con tejidos/células es en qué marco legislativo quedard
encuadrado el ensayo clinico, ya que eso determina a que instancia debe
presentarse y los medios que necesitard para su aprobacién. En ambos
casos, el proyecto de ensayo clinico debe ser aprobado por el comité
de ética de investigacién clinica del hospital. Si se considera que los te-
jidos/células no tienen criterios de medicamento, serdn regulados por
la legislacién de tejidos, pueden ser elaborados en un banco de tejidos

tradicional (RD 1301/2006), deben presentarse a la OCATT y deben
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Actividad de donacién
y trasplante de tejidos
humanos en Cataluna 2008

Evolucién del numero de
trasplantes de tejidos en Cataluha

Miles

Como sucede cada afio desde que se inici6 el control y segui-
miento de las actividades de obtencidn y trasplante de tejidos,
siguen incrementdndose tanto el total de unidades de tejido tras-
plantado y pacientes tratados, como el abanico de especialidades
quirdrgicas que se han adherido a la utilizacién de esta alterna-
tiva terapéutica que actualmente ofrecen los tejidos. En el afio
2008 se ha utilizado un total de 4.319 unidades (Figura 1) de
los diferentes tipos de tejidos, para tratar a 3.499 pacientes en las

distintas especialidades.

TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS DE LA
HEMOPOYESIS

El ntimero de trasplantes de células progenitoras de la hemopo-
yesis (THP) realizados durante el afio 2008 ha sido de 377. Esta
cantidad supone un 12% menos que la del afo 2007. De los 377
trasplantes, 501 (13,5%) se realizaron en nifios, y 326 (86,5%)
en adultos. Del nimero total de trasplantes, 190 (50,5%) fueron
autogénicos, 98 (25,9%) alogénicos familiares y 89 (23,6%) alo-
génicos no familiares. En la Tabla 1 se puede observar la fuente
de procedencia de los progenitores hemopoyéticos agrupados
por el tipo de trasplante y por grupos de edades. Cabe destacar
que un 43,2% de los trasplantes alogénicos no familiares se ha
realizado utilizando sangre de cordén umbilical como fuente de
los progenitores. Las indicaciones de trasplantes de adultos mds
frecuentes han sido las hemopatias malignas, y dentro de éstas, la
leucemia aguda mielobldstica (24,8%), las gammapatias mono-
clonales (21,5%) y los linfomas no Hodgkin (19,3%). En nifios,
las indicaciones mds frecuentes han sido la leucemia aguda linfo-
bldstica (35,3%) y la leucemia aguda mielobldstica (16,6%). En
la Figura 2 se puede observar la evolucién del nimero y la tasa
por millén de poblacién (pmp) de trasplantes de células proge-

nitoras de la hemopoyesis.

TRASPLANTE DE TEJIDO OSTEOTENDINOSO
PRESERVADO EN FRIO

Con la nueva legislacién destinada a tejidos y células, se han ex-
tinguido los bancos de tejido dseo existentes en los hospitales, y
con ellos ha desaparecido la donacién de tejido 6seo de donan-
te vivo en Catalufia. A pesar de la supresién de la donacién de
vivo, el nimero de donantes de tejido osteotendinoso se ha in-
crementado en un 38,3% (Figura 3), hecho que ha propiciado
un gran incremento de la disponibilidad de este tipo de tejido
en Catalufia. Un aspecto a destacar es que, a medida que ha
disminuido la donacién de vivo, ha incrementado la viabilidad
del tejido obtenido (Figuras 4). Como se puede observar, la
viabilidad del tejido ha ido mejorando con los afios: mientras
que en el afio 2008 ha sido del 94%, el afio anterior habia sido
del 91%. El tejido osteotendinoso sigue siendo el tipo de tejido
mids utilizado, tanto el preservado en frio, como el liofilizado
(Figura 5). En lo referente a la conservacién en frio, este afio
se han realizado trasplantes a 1.685 pacientes, en cuyo trata-
miento se ha utilizado 2.505 fragmentos/piezas de diferentes
tipos de tejido congelado (Tabla 2). Como se puede observar,

el tipo de tejido que mds se ha incrementado es el tejido éseo
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Evolucion del tipo de donante de tejido
osteotendinoso y de la tasa pmp
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esponjoso (9,1%), seguido del tejido tendinoso (2,4%). La tasa
de pacientes trasplantados por millén de poblacién en el afio
2008 fue de 221 pmp, mientras que la del resto del Estado fue
de 139,7 pmp. Respecto a los diagndsticos de los pacientes tra-
tados con tejido (Figura 6), siguen manteniéndose las mismas
indicaciones diagndsticas y su distribucién es muy similar a la

de otros afios.

Tipo de tejido utilizado. Fragmentos/piezas

E.t/ill?za dos 2000 2001 2002 2003 2004 2005
T. 6seo 1.179 1.517 1.640 1.903 1.713 1.779
T.tendinoso 110 123 @ 160 139 144 192
Fascia L. 58 21 27 2 1 0
Menisco 0 16 32 15 17 15
C. condr. 0 3 7 0 2 3
F.C./PRP 0 0 0 0 28 17
Total 1.347 1.680 1.866 2.059 1.905 2.006

*Incluidos en tejido tendinoso

Evolucion del tipo de tejido implantado
y tasa pmp
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Este afio es el primero en que ha disminuido (-14%) la distribu-

cién del tejido 6seo liofilizado desde los bancos de tejidos dseos

de Catalufia, aunque debe considerarse que también ha sido

el

primer afio que lo han distribuido los dos grandes bancos de te-

jidos (Figura 7), y que desde el Banc de 'Hospital Clinic se ha

distribuido el 95,2% del total de tejido.



Evolucion del trasplante de tejido vascular
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TRAPLANTE DE CORNEAYTEJIDO OCULAR

Este afio, en Catalufa se ha tratado a 981 pacientes con un tras-
plante de cérnea, hecho que supone una tasa pmp de 132,61,
mientras que la mediana del Estado espafiol ha sido de 60,6 pmp
(Figura 8). También se ha tratado a 76 pacientes con implante de
esclerdtica y a 288 con membrana amnidtica, y a 400 pacientes
se les ha aplicado colirios de suero autélogo elaborados por los
bancos. Mientras que el trasplante de cérnea sigue mantenién-
dose de manera estable, se observa un claro incremento en la

utilizacién de los otros tejidos, a excepcidn del cultivo de células
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limbares que este afio ha sido nula, debido a la adecuacién de las
instalaciones de los bancos a la nueva legislacién (Tabla 3). En lo
referente a las indicaciones diagnésticas de trasplante de cdrnea,

se mantienen de manera muy similar (Tabla 4).

TRASPLANTE DE TEJIDO VASCULAR

En la actividad de obtencién y trasplante de tejido vascular del
2008, destaca el incremento de la donacién tanto de vélvulas
cardfacas como de los segmentos vasculares, y también el incre-
mento de la viabilidad de ambos tejidos respecto al afio anterior.
La viabilidad de los segmentos ha sido del 84% (81% el 2007) y
la del tejido valvular del 76,5% (70,7% el 2008). En el total de
trasplantes de tejido vascular se observa un incremento global del

9%, a expensas de los segmentos arteriales (Tabla 5).

OBTENCION E IMPLANTACION DE PIEL

Este afio, el nimero de donantes de piel se ha incrementado en
un 11%, observdndose una mejora de la viabilidad en ambos
bancos de tejidos, hecho que comporta una gran disponibilidad
de las existencias de piel criopreservada (80.410,18 cm?). El nu-
mero de trasplantes es muy similar al de los afios anteriores, se
han realizado trasplantes a 11 pacientes, todos con el diagnéstico
de grandes quemados, con una superficie de piel implantada de
47.450 cm? (Figura 9).

M? Jesus Félix, Ruth Barrio y Roser Deulofeu
OCATT



El trasplante pulmonar (TP) nacié en California i Toron-
to a inicios de la década 1980, y poco a poco ha ido im-
plantdndose en la mayor parte de los paises desarrollados.
Globalmente, cerca de 2.200-2.400 personas reciben cada
afio un TP, un tipo de tratamiento que se realiza en mds del
95% de las ocasiones en el «<mundo occidental», ya que hoy
en dfa son muy pocos los paises en desarrollo que han sido
capaces de poner en marcha programas de TP

HISTORIA DEL TRASPLANTE PULMONAR

EN CATALUNA

La historia del TP en Catalufia empieza en el afio 1986,
concretamente en el Hospital Vall d'Hebron. Diversos hos-
pitales en todo el Estado espafiol empezaron a trabajar en
el trasplante de pulmén en el afio 1986, cuando se publi-
caron los dos primeros casos de TP con éxito. En Europa
se habfa empezado a realizar el trasplante de pulmén en el
Reino Unido y en Francia. En aquellos tiempos, en Catalu-
fia habfa mucho interés, especialmente en el Hospital Vall
d’Hebron, donde se habia puesto en marcha el programa
de preparacién para el TP No fue fécil, al igual que no
lo era en el resto del mundo, ya que, a pesar de los avan-
ces obtenidos, el progreso del TP se vefa amenazado por
la presencia de graves complicaciones, y sélo los avances
de la dltima década han permitido que este tipo de trata-
miento se haya convertido hoy en una opcién consolidada,
asociada a un aumento de la funcién pulmonar y de la su-
pervivencia.

LOS PRIMEROS TRASPLANTES

EN EL HOSPITAL VALL D’HEBRON

En el afio 1989, ingres$ en el hospital Raquel, una chica
de 18 afios procedente de O’Grove, Pontevedra, que habia
desarrollado una fibrosis pulmonar causante de una insu-
ficiencia respiratoria crénica grave. A pesar de su juven-
tud, su expectativa de vida era minima. El 1 de agosto del
mismo afio se le realizé el trasplante en el Hospital Vall
d’Hebron. Raquel, después de un postoperatorio largo y
duro, sobrevivié con una buena calidad de vida durante
tres afios y medio. Pero el rechazo crénico puso fin a la
aventura de una mujer valiente que supo apreciar la opor-
tunidad que se le habfa dado, y que, al ponerse en manos
de aquellos profesionales ilusionados, pero noveles en tras-
plante, permiti4 abrir un camino que para otros enfermos
ha sido mucho mis satisfactorio.

En el afio 1991 se realizé el segundo trasplante. El recep-
tor fue un chico joven, Ovidio, que murié unos cinco
afios después, habiendo conseguido llevar una vida com-
pletamente normal. Muchos de los primeros enfermos ya
no estdn entre nosotros, pero fueron los auténticos impul-
sores del Programa Cataldn de Trasplante. También, algu-
nos de estos pacientes histdricos son hoy los trasplantados
vivos mds antiguos del Estado espafol.

LA CONSOLIDACION DEL LIDERAZGO

El Programa de Trasplante Pulmonar del Hospital Vall
d’Hebron ha ido creciendo lenta y racionalmente. Des-
pués de los dos primeros pacientes trasplantados, a partir
de 1992 aumentd el ndmero de trasplantes, y desde 1993

El trasplante pulmonar

en Cataluna

empezaron a crearse otros programas de TP en centros es-
pafioles. En el afio 1998 se inicié el Programa Infantil de
Trasplante Pulmonar del Hospital Vall d’'Hebron.

A mediados de la década de 1990, el Programa de Tras-
plante Pulmonar se consolida como lider en Espafia, tanto
en los aspectos asistenciales y organizativos, como por su
incipiente produccién cientifica. Este liderazgo en el 4m-
bito del Estado espafiol ha continuado a lo largo del tiem-
po y ha permitido desarrollar actividades docentes y de
investigacién multicéntricas que estdn dando sus frutos en
forma de aportaciones cientificas. Por otro lado, el modelo
organizativo y de funcionamiento del Programa de Tras-
plante del Hospital Vall d'Hebron ha sido una referencia
en el resto del Estado.

ACTIVIDAD Y ORGANIZACION ACTUALES

Seguin los datos del afio 2008, el nimero de TP que se
han realizado en Espafa representa cerca del 9% del total
mundial, y la actividad catalana representa alrededor del
3%. Respecto a la actividad calculada de TP por millén
de poblacién (pmp), Catalufia, en el afio 2008, con 6,9
TP pmp, estaba entre los paises con mayor actividad del
mundo.

Cabe preguntarse cudles fueron las razones para haber
llegado a esta actividad en nuestro pais. En ese sentido
hemos analizado algunos aspectos que nos pueden acer-
car a la realidad. En primer lugar, Espana en general, y
Catalufia en particular, es el pafs con la mayor tasa de do-
nacién de érganos del mundo y, por lo tanto, el lugar del
mundo donde son posibles las mejores condiciones para
el desarrollo del TP. A pesar de eso, la demanda de TP en
nuestro pafs continua siendo mds elevada que la disponi-
bilidad de pulmones donados. Esta cuestidén estd presente
en todo el mundo y estd propiciando una evolucidén en la
cual Catalufia no es una excepcién. En ese sentido, esta-
mos observando una progresiva utilizacién de los donan-
tes con criterios expandidos para implantes pulmonares
con buenos resultados. De hecho, los estudios publicados
muestran que es posible el implante de pulmones proce-
dentes de estos donantes sin un incremento prohibitivo de
los riesgos para el receptor. Estrategias alternativas, como
la donacién pulmonar procedente de donante vivo o de
donantes a corazén parado, parecen tener una tendencia
mds bien anecddtica, ya que, numéricamente, no repre-
sentan un cambio sustancial de la actividad de TP presen-
te y, probablemente, futura.

En segundo lugar, hemos de destacar que los neumdlo-
gos que diagnostican y tratan a los pacientes en situacién
de insuficiencia respiratoria crénica grave en nuestro pais
tienen muy presente el TP como tratamiento. Asi, con la
excepcidén del cdncer de pulmdn, cualquier enfermedad
respiratoria que lleve al paciente hacia la insuficiencia res-



piratoria crénica irreversible se considera susceptible en
lo que respecta a la utilizacién del TP como tratamiento.
Este hecho ha sido fundamental para que el flujo de recep-
tores potenciales de TP sea constante desde Catalufia y las
comunidades auténomas vecinas hacia el Programa de TP
del Hospital Vall d’'Hebron. Hemos de constatar que este
flujo de pacientes es posible gracias a los buenos resultados
del Programa de TP, tal como vamos a detallar.

RESULTADOS DEL PROGRAMA

DE TRASPLANTE PULMONAR

DEL HOSPITAL VALL D’HEBRON

Segun datos del Registro Internacional de Trasplante Pul-
monar, que recoge la actividad de mds del 80% de centros
con programa de TP del mundo, la mortalidad periopera-
toria estd cerca del 15% y la supervivencia actuarial al afio
del TP estd situada cerca del 70-75%. Comparativamen-
te, la mortalidad perioperatoria en el Programa de TP del
Hospital Vall d'Hebron fue del 7,3% y del 11% en 2007 y
2008, respectivamente. Ademds, la supervivencia actuarial
al afio fue del 79% y del 84% en el mismo periodo, lo que
nos indica claramente que los resultados obtenidos estdn
igual o por encima de los resultados cualitativos aceptados
internacionalmente.

Se ha reconocido que existe una clara relacidn entre los
resultados y el volumen de la actividad; éste es un factor
positivo en Catalufia, donde hemos conseguido concen-
trar la actividad y la experiencia en un solo hospital, con
el consiguiente beneficio en los resultados. Efectivamente,
la actividad de TP de los dltimos cinco afios en el Hospital
Vall d’Hebron estd situada a un nivel que solamente me-
dia docena de hospitales en el mundo consiguen, y eso se
refleja en los excelentes resultados obtenidos.

ASPECTOS ORGANIZATIVOS CLAVE

Estos resultados no han sido fruto de la improvisacién, ya
que reflejan el trabajo de mds de veinte afios de un equipo
de personas que han dedicado gran parte de su vida pro-
fesional al TP en Catalufa. Esta dedicacidn, en el seno de
una organizacién sanitaria ptblica, con los inconvenientes
y las ventajas propias del sistema, han hecho que en la
actualidad el proceso del TP sea un proceso habitual y no
excepcional en la actividad diaria rutinaria del Hospital
Vall d’'Hebron, con todo lo que esta normalidad implica.

Por lo tanto, es posible preguntarse cémo se ha consegui-
do este alto nivel de actividad y calidad del TP en Cata-
lufia y cudles son las claves, desde el punto de vista orga-
nizativo, para conseguirlo. A mi parecer, han existido dos
hechos fundamentales. En primer lugar, que la actividad
del TP ha ido creciendo de una forma lenta y sostenida,
sin grandes altibajos, lo que ha permitido la adaptacién de
toda la organizacién, una consolidacién de la experiencia
y una maduracién del proceso del TP que ha sido muy
positiva.

En segundo lugar, ha sido fundamental que desde la orga-
nizacién del Programa de TP en el Hospital Vall d'Hebron
se hayan tomado medidas que, de forma progresiva, han

hecho que el TP fuera una actividad cada vez menos ex-
cepcional. Este proceso, que hemos denominado de «nor-
malizacién», ha consistido en la eliminacién de todos los
personalismos posibles para conseguir que la implicacién
de los servicios y de los profesionales fuera la mds adecua-
da. Esta normalidad en la distribucidn de tareas y respon-
sabilidades ha comportado una mejora notable de todo el
proceso asistencial, con importantes implicaciones positi-
vas en la docencia y la investigacién. De hecho, hemos de
considerar el TP como una actividad transversal que co-
rresponsabiliza a muchos servicios, aunque los de cirugia
tordcica, cuidados intensivos, anestesia y neumologia son
clave en este proceso. Por eso, una dedicacién més elevada
y organizada de estos servicios ha sido la clave del alto ni-
vel de actividad y de los buenos resultados obtenidos.

Finalmente, creo que esta reflexién puede generalizarse
bastante en nuestro pais. De hecho, la actividad del tras-
plante se ha beneficiado de la pasién y del entusiasmo de
muchos profesionales que han hecho posible un gran im-
pulso en este campo. Creo que es preciso entender que es-
tos hechos pertenecen a la historia y que el futuro cercano
ha de pasar necesariamente por un proceso de normaliza-
cién de la actividad trasplantadora en nuestros hospitales.

FUTURO DEL TRASPLANTE PULMONAR
Después de los importantes avances que nos han permi-
tido unos buenos resultados, en particular en el postope-
ratorio inmediato, en un futuro cercano las técnicas de
preservacion nos permitirdn que la cirugfa del TP sea una
cirugfa «casi» programada, con las consiguientes facilida-
des. A pesar de todo, son dos los avances cientificos més
importantes y urgentes que son necesarios en un futuro
cercano. Uno de ellos es el conocimiento de la biopato-
logfa de la bronquiolitis obliterante. El otro es el mejor
conocimiento del estado de inmunosupresién de cada
paciente en cada momento. Estas mejoras hardn posible
unos resultados mejores a largo plazo del TP, ya que un
ndmero importante de pacientes desarrollan un rechazo
crénico a largo plazo que sigue un curso clinico que no se
modifica por el tratamiento que adoptamos. En un futuro
cercano, los nuevos conocimientos sobre la bronquiolitis
obliterante nos permitirdn establecer estrategias de trata-
miento y prevencién efectivas. También es preciso conocer
mejor el nivel de inmunosupresién en tiempo real al cual
estdn sometidos los pacientes en cada momento con el fin
de tomar las mejores decisiones terapéuticas. Por dltimo,
es posible que seamos capaces de reparar los pulmones en-
fermos sin la necesidad de realizar un TP, aunque parece
que queda mucho camino por recorrer. Por lo tanto, el
mejor futuro que podemos imaginar para el trasplante de
érganos en general, y para el TP en particular, es que no
sea necesario realizar trasplantes.

Antonio Roman
Hospital Vall d’'Hebron, Barcelona



ENFERMEDADES PULMONARES
INTERSTICIALES DIFUSAS

Las enfermedades pulmonares intersti-
ciales difusas son un grupo heterogéneo
de enfermedades que presentan mani-
festaciones clinicas, anatomopatoldgi-
cas, radioldgicas y funcionales similares
que afectan a las estructuras alveoloin-
tersticiales. La fibrosis pulmonar idio-
pdtica (FPI) es la més frecuente de estas
enfermedades y sélo engloba patologias que presen-
tan una forma de neumopatia con fibrosis intersticial
crénica, limitada al pulmén y asociada a un patrén
histopatolégico de neumonia intersticial usual (pa-
trén cldsico asociado a la biopsia de la FPI) en el que
se observan dreas de fibrosis pulmonar que coexisten
con focos de proliferacién fibrobldstica.

La prevalencia estimada de la FPI es de 20/100.000
habitantes en hombres y de 13/100.000 en muje-
res. Esta enfermedad puede presentarse a cualquier
edad, aunque es mds comun entre los 40 y 70 afios.
De todas las enfermedades pulmonares intersticiales
difusas, la FPI es la de peor prondstico, con una mor-
talidad asociada del 50% y una supervivencia media
de tres afios desde el diagndstico.

Actualmente, se considera que la FPI es el resulta-
do final de una agresién desconocida que provoca
la desestructuracion del tejido pulmonar y la forma-
cién de fibrosis como resultado de una reparacién
anormal de la lesién, lo que conlleva una acumu-
lacién progresiva de matriz extracelular, la muerte
de células epiteliales, la alteracién del equilibrio de
fibroblastos-miofibroblastos y, finalmente, una ree-
pitelizacién anémala del espacio alveolar.

TERAPIA ACTUAL DE LA FPI

El tratamiento recomendado por las normativas ac-
tuales es la asociacién de glucocorticoides a bajas
dosis y azatioprina o ciclofosfamida. Estos fdrmacos
solamente tienen efecto antiinflamatorio y, aunque
en algunos casos pueden aumentar la supervivencia,
no modifican el prondéstico de la enfermedad. En un
estudio clinico que se realizé en el afio 2005, en el
que se comparaba la eficacia de glucocorticoides, aza-
tioprina y N-acetilcisteina a la dosis de 1.800 mg/dia
(75 pacientes) frente a glucocorticoides, azatioprina y
placebo (80 pacientes) durante 12 meses, se demos-
tré que los pacientes tratados con N-acetilcisteina
presentaban un deterioro menor de la capacidad vi-
tal forzada (FVC) y de la capacidad de transferencia
para el monéxido de carbono (DL ). Sin embargo,
no se conoce todavia si el tratamiento con N-ace-
tilcisteina tiene influencia en la supervivencia. Ac-
tualmente, y en funcién de los resultados obtenidos
en este estudio, la combinacién de glucocorticoides,
azatioprina y N-acetilcisteina se administra para el
tratamiento inicial de la FPI en algunos centros hos-
pitalarios.

Trasplante de células
alveolares tipo Il

en el tratamiento de la fibrosis
pulmonar idiopatica:
estudio clinico

Aunque se han realizando diversos ensayos clinicos, no
existe en la actualidad ningtin férmaco antifibrético
con eficacia demostrada en el tratamiento de la FPL.
En dos ensayos clinicos consecutivos realizados con
interferén alfa-1b o placebo no se observaron diferen-
cias ni en la supervivencia ni en los cambios funcio-
nales respiratorios entre los dos grupos, demostrando
que el interferén alfa-1b

no posee ninguna efi-
cacia. El ensayo clinico
que se realizo con pirfe-
nidona o placebo en pa-
cientes con FPI modera-
da durante nueve meses,

De todas las enfermedades
pulmonares intersticiales
difusas, la FPI es la de

peor prondstico, con una
mortalidad asociada del 50%

mostré que los pacientes
tratados con pirfenidona
tenfan menor deterioro
funcional respiratorio y
menos agudizaciones de
la enfermedad respecto al grupo tratado con placebo.
No obstante, la poca duracién del seguimiento de los
pacientes impidi6 obtener conclusiones sobre su efi-
cacia, por lo que actualmente se estd realizando un
nuevo ensayo clinico con pirfenidona para compro-
bar los resultados iniciales.

En este momento se estdn desarrollando diferentes
ensayos clinicos, de los cuales ain no se conocen
los resultados, con otras moléculas que han mostra-
do una actividad antifibrética in vitro y en modelos
animales de fibrosis pulmonar, como son mesila-
to de imatinib, antagonistas del factor de necrosis
tumoral alfa, antagonistas de endotelina 1 (bosen-
tdn), antileucotrienos, antagonistas del factor de
crecimiento del tejido conjuntivo y anticuerpos
monoclonales antifactor transformador del creci-
miento beta.

El trasplante pulmonar es la dnica alternativa tera-
péutica, pero tiene sus limitaciones. Estd indicado
en pacientes de edad inferior a 65 afios, con enfer-
medad pulmonar avanzada y con una esperanza de
vida menor de 1,5 - 2 afios. Desgraciadamente, la
mayorfa de los pacientes no cumple estos requisitos
debido a su edad avanzada o a la presencia de otras
enfermedades.

PATOGENIA DE LA FPI
En la FPI, la lesién tiene lugar principalmente en el
intersticio pulmonar que incluye el espacio entre las

y una supervivencia media de
tres afios desde el diagnéstico.



El trasplante pulmonar es la
tinica alternativa terapéutica,
pero tiene sus limitaciones. Estd

de edad inferior a 65 anos, con
enfermedad pulmonar avanzada
y con una esperanza de vida

Aungque se han realizando
diversos ensayos clinicos,
no existe en la actualidad

ningin farmaco antifibrético
con eficacia demostrada en el
tratamiento de la FPI.

membranas basales del epitelio alveolar y el endote-
lio vascular. Los cambios que se producen durante el
desarrollo de la fibrosis pulmonar no afectan sélo al
intersticio, sino también a los espacios alveolares y
a las vias aéreas periféricas que se encuentran entre
el epitelio alveolar y el
endotelio vascular.

El epitelio alveolar cu-
bre el 99% de la super-
ficie interna del pul-
moén y estd compuesto
bdsicamente por dos
tipos celulares, las cé-
lulas alveolares tipo I
y las células alveolares
tipo II. Las células al-
veolares tipo I son células
alargadas y delgadas que tienen un papel primordial en
el intercambio gaseoso que se produce en la superficie
alveolar. Cubren el 95% de la superficie alveolar y re-
presentan el 40% del total de las células epiteliales. Por
otro lado, las células alveolares tipo II son pequenas y
tienen forma cuboidal, cubren el 5% de la superficie
alveolar, pero representan el 60% del total de las células
epiteliales. Se caracterizan principalmente por: 1) sin-
tetizar, almacenar y secretar el surfactante pulmonar,
encargado de reducir la tensién superficial, evitando
asi el colapso alveolar; 2) transportar iones desde el
fluido alveolar al intersticio pulmonar, minimizando
el fluido alveolar y favoreciendo al intercambio de
gases; 3) presentar funciones inmunoldgicas, ya que
sintetizan y secretan proteinas del complemento (C3 y
C5), asf como numerosas citocinas e interleucinas que
modulan las funciones de los linfocitos, los macréfa-
gos y los neutréfilos, y
4) realizar una funcién
reparadora, al proliferar
y diferenciarse a células
alveolares tipo I de for-
ma rdpida después de
una lesién en el epite-
lio pulmonar.

indicado en pacientes

menor de 1,5-2 anos.

En los pacientes con
FPI se observa una disminucién de las células al-
veolares, tanto de las de tipo I, como de las de ti-
po II. Si bien la reparacién normal del epitelio al-
veolar se produce mediante mecanismos de prolife-
racién y diferenciacion, en la FPI estos mecanismos
estdn alterados, ya que la presencia de células alveola-
res tipo II estd muy disminuida. Por otro lado, en los
pulmones de pacientes con FPI existen los llamados
focos de fibrosis, donde hay una gran actividad de
proliferacién de fibroblastos. Estos constituyen zo-
nas de lesién epitelial asociadas a la muerte de células
alveolares, lo que conlleva la migracién de mds fi-
broblastos a estas zonas de lesién, dentro del espacio
alveolar aéreo, dando lugar a la fibrosis intraalveolar.
Por lo tanto, la FPI representa una patologia carac-

terizada por la ausencia de una adecuada reepiteliza-
cién y una proliferacién anormal de los fibroblastos.
Por ello, el principal objetivo en el diseno de terapias
para el tratamiento de la FPI ha de ir encaminado a
la inhibicién de la proliferacién de fibroblastos y la
reepitelizacion correcta de los espacios alveolares.

TERAPIAS CELULARES

En un estudio previo, nuestro grupo de investigacién
ha demostrado que el trasplante intratraqueal de cé-
lulas alveolares tipo II en ratas en las que se indujo
fibrosis pulmonar con bleomicina (modelo experi-
mental de FPI) detiene la progresién de la enferme-
dad y revierte el proceso de fibrogénesis. Nuestros
resultados indican que el transplante de células al-
veolares tipo II puede reestructurar el epitelio y redu-
cir la fibrosis, por lo que proponemos el trasplante de
células alveolares tipo II como una nueva estrategia
para el tratamiento de la FPIL.

ESTUDIO CLINICO

La hipétesis que planteamos es que el transplante
intratraqueal de células alveolares tipo II en pulmo-
nes de pacientes con FPI regenerardn la superficie
alveolar y revertirdn el proceso fibrético cuando éste
ya estd establecido. Para corroborar nuestra hipdte-
sis, nuestro grupo de investigacién, en colaboracién
con el Servei de Pneumologia del Hospital Clinic
de Barcelona, estd desarrollando un estudio clinico
basado en el trasplante heterélogo de células alveo-
lares tipo II. En este estudio clinico estd prevista la
inclusién de seis pacientes afectados de FPI en fase
moderada. El diagnéstico de FPI se establecerd de
acuerdo con los criterios establecidos por el con-
senso American Thoracic Society (ATS)/European
Respiratory Society (ERS) y por la Normativa de
la Sociedad Espafola de Neumologia y Cirugfa
Tordcica (SEPAR). Una vez seleccionados los pa-
cientes, se realizardn tres o seis implantaciones de
células alveolares tipo II via intratraqueal, con una
separacién temporal de 15 dfas entre las diferentes
implantaciones. Las células se aislardn de pulmones
no viables para el transplante de 6rganos, pero si
para la extraccién celular, cumpliendo los siguien-
tes requisitos: no presentar ninguna enfermedad
pulmonar difusa, no presentar infecciones y no ha-
ber recibido quimioterapia o radiacién. La caracte-
rizacién de las células alveolares tipo II se realizard
mediante la expresién por RT-PCR de proteinas del
surfactante pulmonar (caracteristicas de las células
alveolares tipo II), por microscopia electrénica y
por tincién con fosfatasa alcalina. La implantacién
celular se realizard mediante fibrobroncoscopia bajo
sedacién consciente y anestesia local con lidocaina.
La premedicacién consistird en midazolam a la dosis
inicial de 3-4 mg e.v. (dosis adicionales, 1 mg/min) y
fentanilo e.v. a la dosis de 1-2 mg. Las células se im-
plantardn en las zonas pulmonares con mayor afecta-
cién de acuerdo con los hallazgos de la TACAR, en

uno o dos Iébulos, siempre del mismo hemitdrax.



El ndmero de células a implantar se determinard se-
gun la superficie de lesién y las diferentes zonas a
implantar.

Previamente a la primera implantacién celular, se
administrardn diferentes vacunas a los pacientes de-
pendiendo de los resultados obtenidos en las deter-
minaciones serolégicas de anticuerpos contra hepati-
tis A y B, sarampidn, rubéola, parotiditis, varicela y
Neumococo.

Una vez realizado el primer trasplante celular, los
pacientes recibirdn tratamiento inmunosupresor,
que constard de la administracién de micofelona-
to mofetilo (500 mg/12 horas, via oral); tacrolimds
(0,15 mg/kg, via oral repartidos en una dosis cada
12 horas), modificando la dosis segtin los niveles en
sangre periférica, que deben mantenerse entre 5 y
8 mg/ml, y prednisona (20 mg/dia, via oral). Asimismo,
también recibirdn tratamiento antibidtico siguiendo
la siguiente pauta: trimetroprim 160 mg + sulfame-
toxazol 800 mg, dos comprimidos/dfa, via oral, tres
veces a la semana durante 48 semanas; valganciclovir,
450 mg, un comprimido/dfa, via oral, durante
14 semanas, independientemente de la presencia de
anticuerpos anticitomegalovirus; nistatina, enjuagues
bucales tres veces al dia en el caso de que el paciente
presente lesiones bucales ocasionadas por la inmunode-
presion, y acido polinico, 15 mg, un comprimido/dfa

para reducir el déficit de 4ci-
do félico que podria ocasio-
nar el uso de trimetroprim-
sulfametoxazol. El paciente
permanecerd ingresado en
el hospital durante 48 ho-
ras. A lo largo del estudio,
el paciente no recibird nin-
giin otro tratamiento para

la FPL

El objetivo principal del
estudio es evaluar la efecti-

La hipétesis que planteamos
es que el transplante
intratraqueal de células
alveolares tipo 11

en pulmones de pacientes

con FPI regenerardn la
superficie alveolar y revertirdn
el proceso fibrético cuando
éste ya estd establecido.

vidad de la implantacién, que se realizard mediante la
valoracién de sintomas (grado de disnea), gasometria
arterial, pruebas funcionales respiratorias, radiogra-
fia de térax y TACAR. Los pacientes incluidos serdn
seguidos durante un periodo de un afio y se evaluard
la progresién o remisién de la enfermedad.

Antoni Xaubet'® y Anna Serrano-Mollar?®
'Servei de Pneumologia, Institut Clinic del Torax, Hospital
Clinic, Barcelona

2Departament de Patologia Experimental, Institut

d’Investigacions Biomediques de Barcelona, Consell Superior

d’Investigacions Cientifiques, Institut d’Investigacions
Biomédiques August Pi i Sunyer, Barcelona

3Centro de Investigacion Biomédica en Red (CIBER) de
Enfermedades Respiratorias, Barcelona

Estudio comparativo de mutaciones en el eje
de senalizacion Pi3-K/PTEN/Akt en cancer
colorrectal en pacientes trasplantados renales
tratados con inhibidores de calcineurina
respecto a la poblacion general

INTRODUCCION

En los dltimos afos se ha visto una mejora en la su-
pervivencia tanto del injerto como del paciente, sobre
todo a expensas del uso de nuevos firmacos inmuno-
supresores que han disminuido importantemente la
tasa de rechazo agudo, aunque a largo plazo no han
mejorado en la misma proporcidn, siendo la patolo-
gfa oncoldgica una de los principales causantes.

Con los fdrmacos inhibidores de calcineurina se ha
visto un aumento de la incidencia de todo tipo de
neoplasias, y aunque no se saben con certeza los posi-
bles factores patogénicos, tanto un efecto oncogéni-
co directo, a través de la induccién del TGFf, como
activacién de diversas vias de proliferacién, podrian
favorecer el desarrollo del cdncer y de metdstasis. He-
cho contrario al uso de los inhibidores de mTOR,
que, gracias a su accion sobre la via de sefializacién

PI3BK/PTEN/Akt/mTOR, adquiere un papel crucial
en el desarrollo, progresién, agresividad y potencial
metastdsico del cdncer, con propiedades antioncogé-
nicas por sus efectos antiproliferativos y el bloqueo
de la angiogénesis.

Aunque las mutaciones han sido ampliamente estu-
diadas y es bien conocido su papel en la oncogénesis,
en el comportamiento tumoral, asi como en la refrac-
tariedad al tratamiento y el potencial metastatizante
de las neoplasias, hasta ahora no se ha estudiado su
papel en las neoplasias de la poblacién trasplantada
de 6rgano sélido. Dada la capacidad de inducir mu-
taciones y el bloqueo de su reparacién de determina-
dos fdrmacos inmunosupresores, es de presuponer la
presencia de un elevado ndmero de mutaciones como
uno de los factores patogénicos implicados en la alta
incidencia de cdncer en la poblacién trasplantada.
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HIPOTESIS

La hipétesis de nuestro trabajo radica en el papel
mutagénico de los férmacos inmunosupresores,
especialmente de los inhibidores de calcineurina,
cuya elevada incidencia de mutaciones explicaria la
alta incidencia de tumores y su mayor agresividad
en el desarrollo de metdstasis en relacién con la po-
blacién general.

OBJETIVO

Nuestro objetivo ha consistido en analizar la pre-
sencia de mutaciones puntuales mds prevalentes del
gen PI3K (subunidad catalitica), perteneciente a la
via de senalizacién PI3K/PTEN/Akt/mTOR, descri-
tas en la poblacién general, en cdncer colorrectal de
poblacién trasplantada renal en tratamiento inmu-
NOSUPIESOr.

METODO

De 1.819 pacientes trasplantados renales en nuestro
centro entre enero de 1992 y diciembre de 2007, he-
mos documentado 23 casos de neoplasias de colon
del Banco de Tumores del Servicio de Anatomi{a Pa-
toldgica del Hospital Universitari Clinic de Barcelo-
na, de las cuales hemos obtenido calidad y cantidad
de ADN en 11 de ellas. Los controles, pacientes con
neoplasias de colon en ningdn estado de inmunosu-
presién, se han aleatorizado segtin similares variables
epidemioldgicas, a excepcién de las concernientes a
la inmunosupresién y al trasplante, a fin de evitar
factores de confusién asi como no ser grupos compa-
rables estadisticamente

Las muestras en ambos grupos se han obtenido pre-
vio consentimiento informado y una vez la muestra
obtenida de tejido tumoral ha sido fijada e incluida
en parafina y conservada a temperatura ambiente

La técnica elegida ha sido la RT-PCR (reaccién en
cadena de polimerasa en tiempo real) a través del sis-
tema Lightcycler (versién 1.5, Roche®). Las muta-
ciones mds prevalentes del gen PI3KCA encontradas
en la revisién de la literatura han sido mutaciones
hotspot, E542K y E545K en el ex6n 9 en el dominio
funcional helical, y H1047R en el exén 20 en el do-
minio cinasa. Los pares de primers han sido obteni-
dos de las diferentes bases de datos gendémicas extrai-
das de Celera ( www.celera.com) o de las secuencias
del anteproyecto del genoma humano (http://geno-
me.uscs.edu/) Genebank. Con la utilizacién de una
polimerasa de alta fidelidad y la purificacién del frag-
mento de ADN en geles de agarosa, aseguramos que
no haya mds mutaciones de las ya existentes y objetivo
de nuestro trabajo, y su adecuabilidad, comprobando
la PCR anterior a la secuenciacidn, respectivamente.

Todos los andlisis estadisticos se llevardn a cabo usan-
do el SPSS Data Andlisis Program (versién 11.0)
(SPSS, Inc, Chicago, IL), validando los test estadisti-

cos con un nivel de significacién < 0,005.

RESULTADOS

La media de edad de los casos ha sido de 67,15 +
10,4 afios (con un rango de edad de 47,3 a 84,03)
frente a 69,92 £ 12,05 afos (rango 48-88) de los
controles, siendo en ambos grupos mayoria varo-
nes (61,9 y 63,76%, respectivamente). Los pacientes
trasplantados tenfan una media de edad al trasplante
de 48,81 * 14,2 anos (rango 20,1-70,21), con edad
al diagndstico de la neoplasia de 61,54 £ 10,5 afos
(rango 41,1-81,69), siendo mds jévenes que los pa-
cientes que no habfan recibido inmunosupresién
(63,76 £ 11,8 afios [rango 46-85]). El tiempo medio
desde el trasplante al desarrollo de la neoplasia fue de
11,48 + 7,74 afios (rango 1,02-31,35)

Todas las neoplasias eran adenocarcinomas, siendo el
estadio B2 de DUKE el mds frecuentemente encon-
trado, aunque existen mds tumores con estadios mds
agresivos en el grupo de casos de trasplantados que
en el de controles. El porcentaje de recidivas, fue su-
perior en el grupo de controles ( 7,7 frente a 4,8%),
mientras que el porcentaje de tumores metastdsicos
fue mayor en los pacientes que habian recibido inmu-
nosupresién en el trasplante ( 19 frente a 15,4%)

No se ha encontrado ninguna mutacién puntual
hotspot H1047R del gen PI3KCA en el grupo de pa-
cientes trasplantados que recibfan inmunosupresién,
asf como tampoco en el grupo de pacientes con la
neoplasia y que no habfan recibido medicacién in-
munosupresora. No se han conseguido resultados
interpretables en la evaluacién de las mutaciones
hotspot, E542K y E545K del gen PI3KCA, debido
a la existencia de un seudogen en el cromosoma 22,
cuya homologfa con el gen estudio, interfiere en la
diferenciacién de los amplicones obtenidos.

CONCLUSIONES

e |a patologia oncolégica en el trasplantado
de dérgano sélido tiene un comportamiento
mas agresivo que en la poblacion general,
apareciendo a edad mas temprana, con
estadios histopatolégicos mas avanzados
y con mas incidencia de metastasis.

¢ No hemos encontrado mayor incidencia de
mutaciones potencialmente inducidas por
la medicaciéon inmunosupresora, aunque
consideramos que se trata de un tamano
muestral insuficiente para descartar la im-
plicacion de las mutaciones en la oncogé-
nesis de las neoplasias postrasplante.

Unidad de Trasplante Renal,
Servicio de Nefrologia y Trasplante Renal
Hospital Universitari Clinic de Barcelona, Barcelona



INTRODUCCION

El epitelio corneal posee un papel clave en el mante-
nimiento de la transparencia corneal y en su avascu-
laridad. Se sabe que existen unas células progenitoras
pluripotentes localizadas en la zona de transicién en-
tre la cérnea y la conjuntiva, concretamente en una
regién conocida como limbo esclerocorneal. Estas
células son las responsables de dar lugar a unas célu-
las amplificadoras de trdnsito que migran centripeta-
mente hacia la superficie de la cérnea diferencidndo-
se, finalmente, en células epiteliales. La desapariciéon
o la insuficiencia de estas células progenitoras lim-
bares (LEC) conlleva importantes alteraciones en la
superficie ocular, tales como la aparicién de defectos
corneales persitentes, la queratinizacién del epitelio,
fenémenos de conjuntivalizacién en el tejido corneal
con desarrollo de vasos de neoformacién, ademds de
la formacién de cicatrices. Todo ello, comprometien-
do la fisiologfa corneal e induciendo la pérdida de la
transparencia con disminucién de la visién.

OBJETIVO Y METODOS

Estudiar el potencial y la plasticidad de las célu-
las progenitoras mesenquimales del tejido adulto
(MSCs) derivadas del tejido adiposo blanco (ADS)
hacia fenotipos epiteliales y su posible uso en terapia
celular de la superficie ocular.

Las ADS fueron caracterizadas mediante ensayos de
adhesi6n y proliferacion celular sobre diferentes ma-
trices. También se analizaron la expresién de mar-
cadores caracteristicos de MSC y de LEC, asi como
marcadores especificos de diferenciacién mediante
técnicas de citometria de flujo, inmunofluorescen-
cia, Western Blor y PCR a tiempo real. Las células
humanas del epitelio corneal inmortalizadas con
SV-40 y las células humanas de epitelio pigmentario
de la retina fueron utilizadas como controles.

RESULTADOS

Atendiendo a las propiedades adhesivas, se pudieron
identificar dos subpoblaciones de ADS (células de
adhesion rdpida o células PLA y células de adhesién
lenta o células SN) en las que se observaron diferen-
tes caracteristicas de adhesién y proliferacion celular.
Las células SN aumentaron su adhesién en presencia
de coldgeno de tipo I y fibronectina. Mientras que la
asociacién entre matrices de coldgeno de tipo IV y
laminina mejoraron su capacidad proliferativa. Los
marcadores de origen mesenquimal CD34, CD90
y vimentina fueron positivos en ambas subpobla-
ciones de ADS. Sorprendentemente, la expresién
de la citoqueratina 3/76, citoqueratina propuesta
como marcador de diferenciacién corneal, también
fue débilmente positiva en estas subpoblaciones. Sin
embargo, ABCG2, p63, citoqueratina 1/5/10/14 y
citoqueratina 19 fueron negativos. La expresién de
marcadores analizados por citometrfa de flujo e in-
munocitoquimica fueron corroborados mediante
andlisis de proteinas (técnica de Western Blot) y me-

Aplicacion de las
células progenitoras
mesenquimales del

tejido adulto en medicina

regenerativa de la superficie

ocular

diante la expresién de ARN mensajero (técnica de
PCR a tiempo real). En la actualidad, mediante con-
diciones de cultivo y entornos apropiados, se intenta
la transdiferenciacién de dichas subpoblaciones deri-
vadas de ADS hacia fenotipos y caracteristicas mole-
culares epiteliales.

Mediante cocultivos celulares con técnicas de feeder layer

se pudo observar la proliferacion clonal en las células LEC,
caracteristica de células progenitoras (A). Mientras que

las células ADS presentan caracteristicas fibroblasticas en
condiciones de cultivo (C). Mediante inmunofluorescencia
indirecta se observé la expresion de citoqueratina 3/76 en LEC
(B) y en ADS (D).

CONCLUSIONES

¢ L as ADS presentan un gran potencial para
ser empleadas en medicina regenerativa
mediante terapia celular de la superficie
ocular.

¢ La expresion de marcadores comunes en-
tre las subpoblaciones celulares de ADS y
las células LEC apoya la hipétesis de una
posible diferenciacion hacia fenotipos epi-
teliales similares a los del epitelio corneal.

Eva M. Martinez-Conesa

Departamento de Biologia Celular de la Universidad
de Barcelona

Transplant Services Foundation, Coorporacié Sanitaria
Clinic, Barcelona
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Estudio de la senalizacion

de CD40 en células

dendriticas mediante

interferencia de ARN

Uno de los principales objetivos en el trasplante de
érganos es disponer de tratamientos condicionantes
cortos, en el peritrasplante o en las primeras fases
después del trasplante, que conduzcan a una acepta-
cién del injerto sin necesidad de inmunosupresién a
largo plazo. Las células dendriticas (CD) juegan un
papel clave tanto en el inicio de la respuesta inmu-
noinflamatoria como en la induccién de tolerancia.
Las propiedades funcionales de las CD dependen de
su grado de activacién y maduracién. Se ha demos-
trado que CD inmaduras son capaces de inducir to-
lerancia inmune y de prolongar la supervivencia del
aloinjerto. La sefal coestimuladora CD40-CD40L
es clave para la completa activacién de las células T
durante la respuesta aloinmune. Se ha confirmado
la eficacia del bloqueo de dicha sefial mediante an-
ticuerpos anti-CD40L en modelos animales de tras-
plante renal, aunque la generacién de fenémenos
tromboembdlicos con dicha estrategia ha impedido
su utilizacién en ensayos clinicos. Por otra parte, el
sistema del complemento es un componente clave
de la inmunidad innata. Se ha sugerido reciente-
mente que la sefializacién via CD40 puede alterarse
por cambios en las respuestas inmunes innatas. La
proteina C4BP (07B1), una proteina plasmdtica
de elevado peso molecular (570 kDa) que inhi-
be de forma eficiente la via cldsica de activacién del
complemento, parece influir en la sehalizacién via
CD40 uniéndose directamente a dicho receptor y
activando las células B. Como consecuencia se in-
duce su proliferacién, la sobreexpresién de CD54
(ICAM-1) y CDS86, asi como el cambio de isotipo
IgE dependiente de IL-4.

HIPOTESIS

Elbloqueo de la senal coestimuladora CD40-CD40L
en CD puede resultar una estrategia terapéutica efi-
caz para disminuir la activacién de la respuesta inmu-
ne e inducir tolerancia. La proteina reguladora del
complemento C4BP parece influir en la sefializacién
via CD40 induciendo la maduracién de linfocitos B.
Asi, es plausible que la interaccién de C4BP con las
CD, que expresan niveles elevados de CD40, pueda
también afectar a los procesos de diferenciacién y/o
maduracién de dichas células.

OBJETIVOS

1) Evaluar la eficacia del bloqueo de la senal coesti-
muladora CD40-CD40L, utilizando la interferencia
de ARN (ARNi) contra CD40, en CD. 2) Analizar
la capacidad de la proteina C4BP (07B1), un ligando

alternativo de CD40 recientemente caracterizado, de

influir en el proceso de diferenciacién y maduracién

de las CD.

MATERIAL Y METODOS

Se aislaron monocitos de partir de sangre periféri-
ca y se transfectaron mediante electroporacién con
un ARNsi anti-CD40 a las 48 horas del inicio de
su diferenciacién en medio de cultivo suplementa-
do con GM-CSF (800 U/ml) e IL-4 (500 U/ml). A
las 48 horas post-transfeccion se realizé la extraccién
de ARN y se cuantificaron los niveles de CD40 me-
diante RT-PCR a tiempo real utilizando como con-
trol el gen de referencia de la ciclofilina. Se analizé
la influencia de la proteina C4BP (a7B1) plasmdtica
sobre la diferenciacién y la maduracién de las CD
afiadiéndola a concentraciones de 1-50 pg/ml desde
el momento de la obtencién de monocitos, o a dfa
5 (estadio de CD inmadura), y posteriormente esti-
mulando su maduracién mediante lipopolisacdrido
(LPS) o CD40L. Mediante citometria de flujo, se
realizé un inmunofenotipado de las correspondien-
tes CD inmaduras y maduras analizando la expresién
de los marcadores superficiales HLA-DR, CD40,
CD80, CD83, CD86, CDla y CD14, y determi-
nando su viabilidad mediante tincién con yoduro de
propidio.

RESULTADOS

En CD se alcanzé una inhibicién de la expresién
de CD40 a nivel de ARN del 65 £ 12 % (n = 4)
mediante electroporacién de un ARNsi anti-CD40,
comparado con un ARNGi control. La expresién de
los marcadores superficiales de identificacién y ca-
racterizacién de CD evaluados no resultd significa-
tivamente alterada al incubar dichas células con di-
ferentes concentraciones de proteina C4BP (0731)
purificada a partir de plasma humano. Los niveles de
dichos marcadores tampoco se alteraron al inducir la
maduracién de las CD en presencia de los estimulos
LPS y CD40L. Asimismo, no se vio afectada la viabi-
lidad de las CD por efecto de C4BP (a7f1).

CONCLUSIONES

¢ | a metodologia de ARNi permite silenciar
de manera €ficiente la expresion del recep-
tor CD40 en CD. La generacién de CD «to-
lerogénicas» o reguladoras mediante dicha
estrategia podria resultar muy Util para su
aplicacién en trasplante alogénico.

¢ | a proteina reguladora del complemento
C4BP (a7p1) no influye ni en la diferencia-
cién ni en la maduracién de las CD aisladas
a partir de monocitos de sangre periférica.

Rut Olivar Miré
Institut d’Investigacié Biomedica de Bellvitge,
Barcelona



INTRODUCCION

El trasplante renal representa actualmente el trata-
miento de eleccién en la insuficiencia renal crénica
terminal respecto a la didlisis. La supervivencia del in-
jerto y del paciente supera el 95% al afio de trasplante
y la incidencia del rechazo agudo se ha reducido al
10% en la mayoria de las unidades de nuestro pais.
Las dos principales causas de la pérdida del aloinjerto
renal después del primer afio de seguimiento son la
muerte con el injerto activo y la anteriormente de-
nominada nefropatfa crénica de trasplante (NCT)
caracterizada por atrofia tubular y fibrosis intersticial
(FI/AT). Dicha entidad es un conglomerado de fac-
tores etiopatogénicos que convergen en una expresivi-
dad clinica inespecifica y que conduce a la pérdida del
injerto renal. El diagnéstico de la FI/AT se realiza tar-
dfamente cuando las lesiones renales estdn avanzadas
y en la mayoria de los casos el grado de fibrosis renal
es importante, debido a que el pardmetro utilizado
en el seguimiento de la funcién renal es la creatinina
plasmdtica, que presenta escasa sensibilidad. Asi un
aumento de sus niveles a menudo estd acompanado
de una biopsia renal con extensas lesiones histolégi-
cas y con frecuencia irreversibles. Por lo tanto, es de
gran interés encontrar un método que nos permita
actuar répidamente en la prevencién del desarrollo de
dicha entidad. Nuestro grupo de investigacién lleva
afios estudiando el proteoma urinario como fuente de
biomarcadores de rechazo renal y ha encontrado un
listado de candidatos a biomarcadores. La busqueda
de dichos biomarcadores en modelos experimentales
in vitro, como es el caso de cultivos primarios de cé-
lulas tubulares proximales (CTP) sometidos a dife-
rentes tratamientos, nos puede permitir estudiar los
diferentes factores etiopatogénicos de la FI/AT.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipdtesis se basa en que los cultivos prima-
rios de CTP procedentes de un tejido renal sano
nos permitirdn reproducir las condiciones que sufre
el injerto renal postrasplante, como son toxicidad a
anticalcineurinicos, inflamacidn, senescencia repli-
cativa e isquemia, ademds de ser buenos modelos pa-
ra detectar la presencia de los posibles biomarcado-
res de dafio renal. Nuestro objetivo ha consistido en
la optimizacién del cultivo primario de CTP renales
humanas y el establecimiento de los anteriores mo-
delos 77 vitro para determinar la presencia de los bio-
marcadores proteicos urinarios anteriormente iden-
tificados por nuestro grupo.

METODOS

Pacientes y aislamiento de CTP renales humanas.
Se utilizaron segmentos de cértex de rinones rechaza-
dos para el trasplante y de nefrectomias radicales de
pacientes portadores de tumor renal del Hospital Cli-
nic de Barcelona. El método de aislamiento de CTP
renales humanas es una modificacién del descrito en
la literatura y se caracterizé la pureza de los cultivos
mediante la deteccién por inmunocitoquimica de

Estudio de biomarcadores
de dano en el injerto renal
en modelos in vitro de

célula tubular renal humana

marcadores especificos de células epiteliales. Los ais-
lamientos obtenidos se dividieron en dos grupos: cul-
tivos jévenes y senescentes, usando como pardmetro
de corte la edad de 70 afos. Con el grupo senescente
se llevé a cabo tnicamente el modelo de senescencia
replicativa, y con el joven, el resto de modelos.

Modelos in vitro. Los diferentes modelos in vitro se
llevaron a cabo a partir de cultivos con una confluen-
cia del 70% y que se deprivardn de suero durante
24 horas. Los controles de los modelos 7 vitro fueron
los cultivos de CTP jévenes sin tratamiento. 1) Mo-
delo de senescencia replicativa: los cultivos de CTP
senescentes no se sometieron a ningdn tratamiento
y se corroboré el modelo mediante la deteccién por
Western Blor de la presencia de pI6INK4 (inhibidor
del ciclo celular asociado a la senescencia celular y a
la disfuncién renal). 2) Modelo de toxicidad por ci-
closporina (CSA): se incubaron las CTPs con 0,5 pM
y 10 pM durante 48 y 72 horas a 37 °C en condicio-
nes de normoxia. 3) Modelo de inflamacién: se incu-
baron las CTP con 50 ng/ml de albimina durante
48 horas a 37 °C en condiciones de normoxia. 4) Mo-
delo deisquemia: seincubacién las CTP aunaatmdsfe-
ra de hipoxia (5% O,) durante 48 horas a 37 °C. Se
determiné la presencia de pI16INK4 y de biomarca-
dor 1 a partir del extracto proteico obtenido de los
modelos 7z vitro, mediante la técnica de Western

Bloz.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

e Se ha optimizado el aislamiento de CTP
renales humanas, obteniendo 13 cultivos
primarios humanos con elevado grado de
pureza que hemos diferenciado en dos
grupos (senescentes y jovenes) con una
edad de corte de 70 anhos, para llevar a
cabo los modelos in vitro propuestos.

e Hemos confirmado el modelo de senes-
cencia replicativa mediante la deteccion
del marcador p16INK4 en los aislamientos
senescentes, ademas de detectar la ex-
presion del biomarcador 1 en los modelos
de senescencia, isquemia e inflamacion.

Unitat de Trasplantament Renal
Servei de Nefrologia i Trasplantament Renal
Hospital Clinic de Barcelona, Barcelona
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XXIV Reunion Nacional de Coordinadores

de Trasplantes

Durante los dias 6 y 8 de mayo tuvo lugar en Bar-
celona la XXIV Reunién Nacional de Coordinado-
res de Trasplantes, organizada por la Organitzacié
Catalana de Trasplantaments (OCATT) y la Or-
ganizacién Nacional de Trasplantes (ONT). En el
encuentro se realizé un acto especial por la celebra-
cién del 25 aniversario de la existencia de la figura
del coordinador de trasplantes en Espana, con la
presidencia de la Consellera de Salut de la Genera-
litat de Catalunya, Marina Geli, y la presencia de

Sala de sesiones

Celia Wight, primera coordinadora de trasplantes
del Reino Unido, quien prestd su asesoramiento en
Catalufa en el afio 1984. La reunién conté con la
participacién de 150 asistentes y durante su desa-
rrollé se llevaron a cabo diversos talleres y mesas
redondas, asf{ como conferencias, comunicaciones
orales y presentaciones de pdsters en que se abor-
daron temas de mdximo interés y actualidad rela-
cionados con el proceso de donacién de dérganos
para trasplante.

Inauguracion en el Palau de Pedralbes

Daniel Serén i Micas,

nuevo Presidente de la SCT y de la FCT

Daniel Serdén i Micas es desde mayo el nuevo Presi-
dente de la Societat y la Fundacié Catalana de Tras-
plantament. Nacido en Barcelona en el afio 1956,
estudié medicina en la Universitat de Barcelona y
obtuvo la licenciatura en el ano 1980. Realiz6 la re-
sidencia de nefrologia en el Hospital Universitari de
Bellvitge hasta el afio 1985.

En 1986 se incorporé como adjunto de nefrolo-
gia en el Hospital Trueta de Gerona, cuando se aca-
baba de crear el Servicio de Nefrologfa. Ese mismo
afio, consiguié una beca British Council-La Caixa
para realizar un fellowship en el Guys Hospital de
Londres con el profesor James S. Cameron, don-
de trabajé desde 1987 hasta mediados de 1988 en el labo-
ratorio de anatomfa patoldgica, en un proyecto que tenfa
la finalidad de caracterizar la inflamacién renal, mediante
técnicas inmunohistoquimicas, y la fibrosis renal.

Al volver a Barcelona, presenté la tesis doctoral y se
incorporé a la Unidad de Trasplante Renal del Servicio
de Nefrologia del Hospital de Bellvitge. En el afio 1995
obtuvo el titulo de Méster en Bioingenierfa por la Uni-
versitat Politecnica de Catalunya, y desde el ano 1997
es profesor asociado en la Universitat de Barcelona.
Desde mayo del 2009 es el jefe del Servicio de Nefro-
logia del Hospital Vall d’'Hebron. Su interés clinico
se ha centrado en el trasplante renal y sus investiga-
ciones se han focalizado en el estudio de la neuro-
patia crénica desde el punto de vista histoldgico y
epidemioldgico.



El objetivo es fomentar la investigacién cientifica en el trasplante de 6rganos incorporando diferentes perso-
nas en las dreas de investigacién que hoy estdn en funcionamiento en los servicios con unidad de trasplante
en Catalufa.

El nimero de becas que oferta y financia la FCT en la presente convocatoria es de TRES, con el soporte
econémico directo, para dos de ellas, de la companfa ROCHE FARMA S.A. y para otra, de NOVARTIS
FARMACEUTICA S A,

El periodo de disfrute de las becas se iniciard en enero de 2010 y finalizard en diciembre del mismo afo.

La dotacién de cada beca es de 18.000 € brutos anuales, que se librardn directamente a los beneficiarios en
cuotas trimestrales de 4.500 €, a las que se hard las correspondientes retenciones de acuerdo con la normativa
vigente.

Las solicitudes deben presentarse en la Secretarfa de la Fundacié Catalana de Trasplantament (Avda. Diago-
nal, 407, 20 22, 08008 Barcelona; Tel.: 93 200 33 71), antes del 30 de octubre de 2009.

El objetivo es premiar al mejor articulo publicado sobre trasplante, segin criterio del Jurado, publicado en
cualquier revista cientifica espafiola o extranjera, en el periodo comprendido entre el 1 de mayo de 2008 y
el 30 de abril de 2009. Si el articulo premiado ha sido redactado por varias personas, el premio se otorgard
al primer firmante.

El premio consiste en una dotacién de 1.500 € y la concesidn, en sesién académica solemne, del titulo de
Académico Corresponsal de la Reial Académia de Medicina de Catalunya.

Quienes deseen optar a este premio han de presentar el original del nimero de la revista en la que se ha pu-
blicado el articulo antes del 30 de octubre de 2009 en la sede de la Reial Académia de Medicina de Catalunya
(c/ del Carme, 47, 08001 Barcelona; Tel.: 93 412 05 98), haciendo constar, en el sobre, que el remitente

desea participar en esta convocatoria.

El objetivo es premiar la mejor ponencia sobre trasplante, segtn criterio del Jurado, presentada en cualquier
congreso realizado en Espana o en el extranjero, en el periodo comprendido entre el 1 de octubre de 2008
y el 30 de septiembre de 2009. Si la ponencia premiada ha sido elaborada por varias personas, el premio se
otorgard a su primer firmante.

El premio comporta una dotacién de 1.500 €. El premio se otorgard en el acto solemne anual de entrega de
los premios de la Académia de Ciencies Mediques de Catalunya i de Balears correspondiente a 2010.
Quienes deseen optar a este premio deben presentar el original del resumen aceptado por el congreso, junto
con el escrito de la ponencia, antes del 30 de octubre de 2009 en la sede de la Secretaria de la Fundacié Ca-
talana de Trasplantament (Avda. Diagonal, 407, 2° 22, 08008 Barcelona; Tel.: 93 200 33 71).

Mas informacion sobre estas bases de premios y convocatorias

Fundacié Catalana de Trasplantament
Secretaria: Avda. Diagonal, 407, 2° 22, 08008 Barcelona. Tel.: 93 200 33 71
Sitio web: www.fctransplant.org
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La problematica de los ensayos clinicos
elaborados con tejidos y células

de pagina 1

disponer de las autorizaciones necesarias del Departa-
ment de Salut. Y la OCATT debe presentarlo a la Co-
misién Nacional de Trasplantes y Medicina Regenera-
tiva del Ministerio de Sanidad y Politica Social, que es
el organismo que debe aprobarlo. En el caso de que el
ensayo clinico cumpla criterios de medicamento, estard
sometido a las mismas normas que los de produccién
industrial, y debe prepararse en un laboratorio farma-
céutico autorizado por la Agencia Espafiola del Medi-
camento y Productos Sanitarios (AEMPS). Ademds de
precisar de la autorizacién del Departament de Salut
para la donacién, obtencién y evaluacién de los tejidos/
células, el ensayo clinico ha de presentarse, ha de ser
aprobado y serd controlado por la AEMPS. El proyecto
a presentar debe contar con un promotor, un seguro y
una certificacién/autorizacién como laboratorio farma-
céutico del banco de tejidos donde se elaborard, expe-
dida y otorgada por la propia AEMPS. Actualmente,
y en ausencia del mencionado Reglamento, se exige lo
mismo a un proyecto de investigacién hospitalaria que
lo que se exige a un proyecto presentado por la industria
farmacéutica. Si tenemos en cuenta que la diferencia de

magnitud de los propios ensayos clinicos y los medios
econdmicos de los dos estamentos para sacarlos adelante
no son comparables, la situacidn actual resulta anémala
y confusa para los profesionales. Que esta situacion es
andémala nos lo demuestra la pardlisis que se estd pro-
duciendo en la aprobacién de los ensayos clinicos con-
siderados medicamentos (uno, en el afio 2008 en Cata-
lufia). También lo demuestra el nulo nimero de labora-
torios farmacéuticos no industriales autorizados por la
AEMPS. El vacio legal existente para los ensayos clinicos
con tejidos y células considerados medicamentos presen-
tados por los profesionales hospitalarios, conjuntamente
con la falta de criterios para paliar este vacio y agilizar
los trdmites, crea una dificultad afiadida e innecesaria
que limita y dificulta las iniciativas de investigacién de
los profesionales. Es preciso encontrar una solucién a
este problema supuestamente temporal, aunque ya tiene
tres afios de antigiiedad, que permita que las iniciativas
de investigacién iniciadas por los profesionales hospita-
larios puedan salir adelante en funcién del su contenido
y finalidad, y que no queden paralizadas por el descon-
cierto legislativo y las trabas burocrdticas existentes.

Comparacion de la actividad de donacién y trasplante en Catalufha 2007-2009
Datos acumulados interanualmente hasta el mes de mayo

Periodo 6/08-5/09 Periodo 6/07-5/08 Variacion
n n

Casos detectados (ME+MA) 418 380 10,0%
Porcentaje de negativas familiares 16,5%" 22,6%* -
Donantes de cadaver validos (ME+MA) 263 217 21,2%
Donantes vivos renales 106 67 58,2%
Donantes vivos hepaticos 12 3 300,0%
Trasplantes

Trasplantes renales 537 419 28,2%
Trasplantes hepaticos 234 191 22,5%
Trasplantes cardiacos 52 47 10,6%
Trasplantes pulmonares 54 48 12,5%
Trasplantes pancredticos 39 23 69,6%
Trasplantes intestinales 0 1 -

ME: muerte encefélica; MA: muerte en asistolia.

*Porcentaje de negativas expresadas por la familia (1 de negativas familiares / n de entrevistas).
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