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Y cuando digo "querido", lo digo literal. Te tengo instalado en el alma.
Alli te quedaste para siempre. Incluso desde antes de que aparecieras, no
ha habido un solo dia en el que haya dejado de pensar en tiy en tu
familia. Y luego de que, por fin, llegaste, ha sido inevitable quererte mds.
Y agradecerte. Todos los dias, a toda hora.

A estas alturas es importante que sepas que la primera palabra que
aprendio a decir Federica fue “gracias”. Mi hija es una muchacha
agradecida. E inteligente y comica e infinitamente critica. Pero cuando la
beso en la frente y respiro hondo, le sigo encontrando el mismo olor de
cuando era bebé. Y los mismos ojitos dorados, como de gatita perdida y
recién encontrada. O de pez. O de hoja de drbol a las 5 de la tarde.

Quizds haya sido tu mamd quien recibio el anuncio terrible que hizo que

poco después yo también recibiera la llamada que me hizo agarrar a mi

muchacha por un brazo y correr al hospital a recibir tu higado. Y por eso

te doy las gracias con toda mi alma. No sé si la donacion de drganos era

un asunto que ya habias hablado en familia pero, por ti, mi hija volvié a
nacer. Gracias a ti y a la generosidad de tu familia, mi hija, mi familia

entera y yo tenemos otra oportunidad para querernos mds y mejor. Para
entendernos desde la fragilidad y la esperanza, pero también desde la

perseverancia y la fortaleza.

Te multiplicaste. Ya eres parte de lo que somos. Vamos a honrary
agradecer tu vida en cada gesto. Vamos a celebrarte todas las mafianas.
Gracias, querido donante, todas las gracias. Salvaste la vida de mi hija y

para eso no hay gracias que alcancen.

Testimonio de una madre que narra de qué manera un
trasplante de higado le cambid la vida a ella y a su hija.

Por Adrian Bertorelli.
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RESUMEN

En la actualidad, el trasplante hepatico representa la solucidn terapéutica predilecta
en pacientes con falla hepatica terminal. El constante aumento en la demanda de
organos para trasplante ha dado inicio a la expansién del criterio de seleccion de
potenciales donantes, incluyendo a los érganos provenientes de donantes a corazén
no batiente. Los mismos presentan alto riesgo de disfuncién primaria como
consecuencia del tiempo variable de isquemia normotérmica que atraviesan antes de
la procuracién. En los ultimos afios se ha reflotado la técnica de preservacién por
perfusién hipotérmica y actualmente se encuentran registros en innumerables
articulos de resultados prometedores con 6rganos marginales. En la clinica son muy
pocos los centros que la aplican para la preservacion de higados.

En la presente tesis se empled un modelo de donante a corazén parado en ratas de
laboratorio, empleando la maquina de perfusiéon hipotérmica y una soluciéon de
preservacion desarrollada en nuestro laboratorio. Este procedimiento se asocid con
una mejora en la mayoria de los parametros evaluados durante la reperfusion in vitroy
en el trasplante heterotdpico (resistencia intrahepatica, produccidn biliar, consumo de
0>, liberacién de enzimas al perfusato, etc), cuando se compara con los resultados
obtenidos en higados preservados con una solucién comercial.



INTRODUCCION

“Los donantes son gente altruista, anonima que sienten la
llamada de la solidaridad, generosos con aquellos que claman
por una oportunidad para solucionar su problema de salud y
deciden que a su muerte todos sus érganos sean compartidos
con enfermos.”

Fragmentos extraidos del libro: “En memoria de nuestros donantes”
Dr. Miguel Angel de Frutos Sanz.
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INTRODUCCION

EL HIGADO: ANATOMIA Y FUNCIONES

El higado es el drgano mds voluminoso del cuerpo y uno de los mas importantes
debido a las multiples funciones metabdlicas en las que interviene. Normalmente es de
color marrén, presenta una superficie externa lisa y su peso aproximado es de 1500 g
constituyendo alrededor del 2% del peso de una persona adulta ! (Figura 1A).

Anatémicamente se encuentra situado en la parte superior derecha de la cavidad
abdominal, justo por debajo del diafragma y presenta una consistencia esponjosa
debido a la alta cantidad de ramificaciones del sistema microvascular. A diferencia de
cualquier otro érgano, el higado recibe el aporte de sangre de dos fuentes: el 80% le
llega desde la vena porta y el 20% restante es sangre procedente de la arteria hepatica.
La vena porta suministra sangre venosa en condiciones de baja presién al higado,
mientras que la arteria hepatica suministra sangre arterial a alta presién. Dado que el
lecho capilar del tracto gastrointestinal ya extrae la mayoria del O, la sangre venosa
portal tiene un bajo contenido de O,. La sangre de la arteria hepatica, por otro lado, se
origina directamente desde la aorta y, por lo tanto, estd saturada con O,. La vena porta
esta formada por la unién de las venas esplénica y mesentérica superior (Figura 1B). En
la mayoria de los casos, la arteria hepatica comun es una rama del tronco celiaco,
junto con las arterias esplénica y gastrica izquierda. En ocasiones, la arteria hepatica
presenta vasos accesorios o de reemplazo que suministran sangre al higado.

Vena
esplénica

Vena
mesentérica

Vena inferior
mesentérica

Vena porta

superior

Desde el intestino grueso

Desde el intestino delgado

Figura 1. A) Fotografia de un higado normal. B) Esquema representando
el drenaje de la vena porta. Extraido de L. Sibulesky, 2013.

En el higado se define una unidad estructural y funcional, el lobulillo hepatico
cldsico. Es una unidad hexagonal, formada por cordones de hepatocitos en una
disposicidon radial separados por los vasos sanguineos, denominados sinusoides
hepaticos. Los lobulillos hepdticos se ubican alrededor de una vena central o vena
centro-lobulillar y en tres de los seis vértices del lobulillo hepatico se localizan los
espacios porta o triadas portales, compuestos por una rama de la arteria hepatica, una
rama de la vena porta, un vaso linfatico y un conductillo biliar; las ramas laterales de
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estos vasos convergen a los sinusoides hepaticos donde la sangre arterial y venosa se
mezcla y entra en contacto con los hepatocitos en el espacio de Disse. Los canaliculos
biliares formados entre dos hepatocitos adyacentes se extienden a lo largo de los
cordones de hepatocitos hasta desembocar en el conductillo biliar de algun espacio
porta (Figura 2) 2. La confluencia de las venas centrales constituyen las venas
hepaticas que finalmente desembocan en la vena cava inferior 3. La sangre rica en
nutrientes (vena porta) y la sangre rica en oxigeno (arteria hepatica) se mezclan en los
sinusoides hepaticos.

Canallclo
Conducta ddlid VenaCentral

biliar

“w. Vena hepética

Arteria
hepatica

“Sinusoide
hapatice

Célula de
Kupffar

Cordones de hepatocitos
y sinusoides

Figura 2. El lobulillo hepatico. Los hepatocitos se ordenan en cordones y forman los
canaliculos biliares. La red de canaliculos se conecta con los ductos biliares localizados
en la triada portal que también comprende a la vena porta y la arteria hepatica. En los
sinusoides hepdticos convergen el flujo arterial y el flujo portal. Extraido y adaptado
de A. Treyery col, 2013y de Y. Liy col, 2012.

En 1958, Rappaport realizd una division funcional del higado y elaboré el concepto
de acino hepatico >, el cual representa la minima unidad funcional y estructural
hepatica, y se compone de la cantidad de parénquima hepatico que se encuentra entre
dos venas centrales y cuenta con ramificaciones terminales de la vena porta, arteria
hepatica y conductillo hepatico terminal como eje. Cada triada portal es concebida
como el centro, no la periferia, de una unidad microvascular funcional o acino, por lo
qgue las células mas cercanas al eje reciben un mayor suministro de sangre rica en
oxigeno y nutrientes que las células de las zonas periféricas (Figura 3). En concordancia
con lo anterior, las células de la zona periportal presentan menor predisposicion a
sufrir necrosis y mayor capacidad de regeneracién que aquellas que se encuentran
cercanas a la vena central ®.

Los hepatocitos son las células responsables de la mayor parte de las funciones de
sintesis y metabdlicas del higado, poseen un gran tamafo (seccidn transversal
promedio: 25-30 um) y aspecto poligonal, conformando cerca del 80% de la masa
hepatica. Son células epiteliales polarizadas, lo que implica que en su membrana
plasmatica quedan definidos dos dominios de diferente composicién y con funciones
especializadas. La presencia de dicha polaridad les permite ejercer sus distintas
funciones, ya que cada dominio esta expuesto a distintos microambientes. Por un lado,
el dominio basal o sinusoidal queda expuesto hacia los espacios sinusoidales, también
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Vena hepética

Zona centrolobular

Figura 3. Acino hepatico. Los mismos se encuentran divididos en tres zonas: Z1, Z2 y Z3.
La Z3 tiene hepatocitos llamados perivenosos debido a la cercania con la vena central.
La Z2 se conoce como medio-acinar y se conecta con la Z1, que tiene hepatocitos
periportales. Extraido de E.Y. Villegas-Serrano y col, 2017.

llamados espacios de Disse, los cuales permiten el acceso de los hepatocitos al flujo
sanguineo. La arquitectura del parénquima hepatico es particular ya que carece de una
[dmina basal densa por debajo del endotelio sinusoidal. Esta caracteristica genera que
los hepatocitos se encuentren en contacto directo con componentes de la matriz
extracelular 7. A través del dominio sinusoidal se produce la secrecién de varios
componentes a la circulacidn y también, la captacién de sales biliares recicladas. Por
otro lado, el dominio apical o canalicular se desarrolla en los sitios laterales de
contacto hepatocito-hepatocito, formando el canaliculo biliar. Este puede ser
compartido por mas de dos células, posee extensas microvellosidades, se encuentra en
contacto con el medio externo, y a través de éste se excreta la bilis 2.

Por otro lado, el higado cuenta con células no parenquimatosas, dentro de ellas se
encuentran las células de Kupffer. Las mismas son macrdfagos fijos que se encuentran
en gran numero en los sinusoides y que emiten sus prolongaciones hacia el espacio de
Disse. Ademas de la fagocitosis, las células de Kupffer intervienen en la modulacion de
la respuesta inmune y la respuesta inflamatoria mediante la elaboracion de
mediadores quimicos.

Otro tipo de células no parenquimatosas son las llamadas células de Pit, las mismas
residen normalmente en el espacio sinusoidal asociadas a las células endoteliales,
corresponden a una clase unica de células “natural killer” encontradas en el higado.
Son linfocitos granulares grandes con actividad citotoxica sobre algunas células
tumorales. En el espacio perisinusoidal o de Disse también se encuentra otra poblacién
celular, las células de Ito o estelares. Estas células almacenan lipidos y vitamina A, y
cuentan con prolongaciones citoplasmaticas ricas en filamentos de actina que rodean
el epitelio del sinusoide ejerciendo un efecto regulador sobre el flujo sanguineo 4.
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El higado cumple diversas funciones para el organismo, a continuacion se nombran
algunas de ellas:

- Produccidn de bilis: los hepatocitos son los encargados de producir y secretar
la bilis hacia la via biliar, y de alli al duodeno, donde facilita la digestiéon de los
alimentos.

- Metabolismo de los carbohidratos:

Gluconeogénesis es la formacion de glucosa a partir de ciertos aminoacidos, lactato y
glicerol.

Glucogendlisis es la fragmentacion de glucégeno para liberar glucosa en la sangre.
Glucogenogénesis o glucogénesis. Conversion del exceso de glucosa en glucégeno para
su almacenamiento.

- Metabolismo de los lipidos:
Sintesis de colesterol.
Produccion de triglicéridos.

- Produccidn de ciertas proteinas para plasma el sanguineo: albimina vy
lipoproteinas.

- Sintesis de factores de coagulacidn: fibrindgeno (l), protrombina (ll), globulina
aceleradora (V), proconvertina (VII), el factor antihemofilico B (IX) y el factor Stuart-
Prower (X).

- Desintoxicacidon de la sangre: neutralizacién de toxinas y de la mayor parte de
los fdrmacos. Procesamiento de hemoglobina para el uso de su contenido de hierro (el
higado almacena hierro).

- Eliminacidon de bilirrubina, también de glébulos rojos.

- Transformacion del amonio en urea: conversion del amoniaco venenoso a urea

(la urea es un producto final del metabolismo de las proteinas y se excreta en la orina).

- Depdsito de multiples sustancias: glucosa en forma de glucégeno, vitamina
B12, hierro, cobre, etc.

- Produccidon de glébulos rojos: en el primer trimestre del embarazo, el higado
es el principal érgano de produccién de globulos rojos en el feto. A partir de la semana
12 de la gestacion, la médula ésea asume esta funcion.
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TRASPLANTE HEPATICO

Hoy en dia el trasplante hepdtico es una terapia efectiva para los pacientes que
sufren enfermedades crénicas que deterioran al higado de manera irreversible. En si es
un proceso quirurgico mediante el cual el higado enfermo del paciente es reemplazado
por un higado sano proveniente de un donante cadavérico o un donante vivo. En el
primero de los casos, por lo general suele tratarse de donantes con muerte encefalica,
cuya actividad respiratoria y flujo sanguineo se mantienen con asistencia mecanica
hasta el momento de la procuracidon, mientras que el donante en vida cede una
porcidon de su higado al receptor, evidenciando esto, la extraordinaria capacidad
regenerativa de este organo.

Brevemente, el proceso de implantacién del érgano involucra la anastomosis de la
vena cava inferior, de la vena porta y de la arteria hepatica en el cuerpo del receptor;
una vez restaurado el flujo sanguineo recién se reconstruye el conducto biliar.

El trasplante de higado es potencialmente aplicable a cualquier patologia hepatica,
ya sea aguda o crodnica, en donde exista una potencial pérdida de las funciones vitales
del higado (que puedan comprometer la vida del paciente). La mayoria de los
trasplantados son pacientes con enfermedades crdnicas e irreversibles del higado
(secundario a infeccion, toxinas, enfermedades autoinmunes, metabdlicas, atresia
biliar, etc.) o pacientes con un nivel considerado de cirrosis.

Contexto historico

Las investigaciones en el drea de los trasplantes comenzaron luego de que Carrel
lograra realizar la primera técnica de anastomosis vascular a principios del siglo XX. De
todas formas, recién en el ano 1954 Murray pudo llevar a cabo de manera exitosa el
primer trasplante en humanos. El mismo consistié en el trasplante de un rifidn entre
gemelos, teniendo la ventaja de no poseer inmunorreaccion. En la década del 60, entre
otras cosas, fue cuando se sentaron las bases en el campo de los trasplantes al
introducir de manera exitosa la donacidn a partir de donantes cadavéricos. Se
estandarizé el criterio médico-legal de muerte cerebral, en conjunto con la tecnologia
necesaria para mantener la perfusién y oxigenacién de los tejidos en pacientes con
muerte encefdlica, esto proporciond una fuente de érganos cadavéricos con un alto
potencial de viabilidad post-trasplante &.

El trasplante hepatico en si se empieza a mencionar en la literatura médica mundial
en el afio 1955. Stuart Welch, del colegio médico de Albany, describid la colocacién de
un higado auxiliar en un perro sin alterar la anatomia del higado del recipiente. El Dr.
Thomas Starzl, para seguir con esos estudios metabélicos, habia decidido e ideado que
en lugar de colocar un trasplante auxiliar en un perro, deberia quitar el higado
completo del recipiente y poner uno nuevo con el fin de tener un higado denervado sin
colaterales de manera que se pudiera realmente apreciar la influencia de flujo portal
hepatico sobre esta glandula. Esto se consiguidé en junio de 1958 y para 1960, entre el
Dr. Francis Moore (Boston) y el Dr. Starzl, ya tenian hechos 111 trasplantes hepaticos
en perros.

Por esa época se aprendid dos prerrequisitos que eran indispensables para la
sobrevida de los perros una vez que se llevaba a cabo el trasplante hepatico. El primer
requisito fue el prevenir la lesidn isquémica del injerto y esto se habia logrado en
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Boston sumergiendo el higado que se iba a colocar en solucién salina helada. En el
grupo de Starzl, por el contrario, esto se logré haciendo la infusién intravascular de la
solucién helada en el higado que se iba a colocar. El segundo prerrequisito que se
habia encontrado de vital importancia fue el de evitar el dafio del recipiente en su
sistema venoso esplacnico, ya que el drenaje de este sistema se obstruia durante la
hepatectomia y el pinzamiento, mientras se colocaba el nuevo higado. Esto se logré
evitar mediante el uso de un bypass veno-venoso externo.

Por otro lado, para ese tiempo ya se habian realizado seis trasplantes humanos de
rindn de manera exitosa. Los pacientes, tanto el donador como el receptor, eran
hermanos siameses, por un lado; y por otro lado, los seis habian sido tratados antes
del trasplante con dosis subletales de radiacién total del cuerpo para controlar o evitar
el rechazo en ellos. En higado esto no era posible, por lo que un mar de esperanza se
abrié cuando se descubre la droga llamada 6-mercaptopurina. Es interesante notar
gue en general para llegar al trasplante hepatico, siempre se estuvieron apoyando en
los resultados que se obtenian con el trasplante renal; primero en perros en el
laboratorio y después en humanos. El primer trasplante hepatico llego alld por el afio
1963 (Denver, Colorado) y fue realizado por el Dr. Thomas Starzl. El receptor seria un
nifio de 3 afios con atresia biliar al que se le implanté el érgano de otro nifio fallecido
como consecuencia de un tumor cerebral; murié a las cinco horas de acabar el
trasplante. Dos meses después realiza el segundo en un hombre de 48 afios con un
cancer de higado, que recibe en este caso el érgano de un paciente de 55 afios con un
tumor cerebral. El paciente vive 22 dias, pero muere por una embolia pulmonar.

La historia del trasplante de higado esta plagada de numerosos intentos en todo el
mundo durante los sesenta y los setenta, pero con unos resultados muy pobres, que
en las mejores manos apenas supone una supervivencia al afio de un 30% de los
pacientes. La mejoria en todos los programas de trasplantes de dérganos se ven con
mas optimismo una vez que aparece otro inmunosupresor, la ciclosporina que se inicia
en Inglaterra en 1978 por el grupo de Calne. Esto mejora auin mas con la aparicion del
tacrolimus que practicamente sustituye a la ciclosporina a principio de los noventa.

Una conferencia de consenso celebrada en Maryland en Junio de 1983 supone la
declaracion del trasplante hepatico como de utilidad terapéutica demostrada y su
verdadera difusion por todo el mundo. La supervivencia al afio pasa del 30 al 70% y
seguird mejorando en las siguientes décadas °.

En Argentina tendriamos que esperar hasta el 10 de enero de 1988 para celebrar el
primer trasplante hepatico, realizado en el Hospital Italiano de Buenos Aires por el
equipo quirdrgico compuesto por los Doctores Eduardo de Santibanes, Miguel
Ciardullo, Juan Mattera y Jorge Sivori, sentando las bases para el desarrollo de la
cirugia hepatobiliopancreatica y del trasplante.

Procuracion y preservacion

La remocién del 6rgano del cuerpo del donante desencadena una serie de
fendmenos deletéreos para el tejido como consecuencia de la isquemia (falta de
irrigacién sanguinea) y posterior restauracion del flujo sanguineo en el cuerpo del
receptor (reperfusion) (figura 4). La injuria por isquemia-reperfusion (I/R) es un
proceso complejo que genera dafio a causa de la anoxia, de la produccién de
mediadores inflamatorios y de especies reactivas de oxigeno (EROs), conduciendo paso

9
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a paso a la necrosis y apoptosis celular °. La lesidn por anoxia es el evento

predominante durante la isquemia, y las mitocondrias son las organelas mas afectadas
por el agotamiento del O,. La disminucidn de la fosforilacién oxidativa y produccién de
ATP desencadena una secuela de eventos tales como alteraciones de la homeostasis
de los iones celulares, activacion de hidrolasas y pérdida de la funcién de barrera de la
membrana. Todos estos eventos conducen a la muerte celular. Las secuelas de la
injuria por I/R pueden asociarse frecuentemente con el retraso del funcionamiento o
fallo primario del injerto.

ISQUEMIA/REPERFUSION

DARNO EN LAS CELULAS
ENDOTELIALES DE LOS
SINUSOIDES
FASE TEMPRANA:
PRIMERAS
2-3 HORAS
q S
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VP """ DISFUNCION EN LA
l '! MICROCIRCULACION
.
FER&
C:EL KU?F%
— EROs
TNF-a
-1
ecy,, O
D¢ A ULAS e\ _
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Figura 4. Fases de la injuria por isquemia/reperfusiéon hepatica. La caracteristica principal
durante la fase temprana de la reperfusion es la activacion de las células de Kupffer. La hipoxia
en combinacion con el complemento y los linfocitos T CD4 son los principales factores
responsables de esta activacidén. Durante la fase tardia (>6 h), los mediadores inflamatorios
aumentan la disfuncién celular y vascular mediante la liberaciéon de quimio atrayentes de
neutrofilos e induciendo la expresidn de moléculas de adhesién. La acumulacion de neutrdfilos
aumenta el estrés oxidativo a través de EROs y la liberacion de proteasas. Adaptado de M.I.
Korontzi y col, 2010. 10
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La preservacion de organos para trasplante constituye un aspecto fundamental en
el proceso de procuracion, permitiendo el desarrollo de tareas de logistica como el
transporte del odrgano, organizacion de los equipos de cirugia, operativos
multiorgdnicos, etc. En este sentido, el descenso de la temperatura es un factor clave
en la prevencion del dafio por isquemia, ya que el frio disminuye el metabolismo
celular y los requerimientos de oxigeno, prolongando la viabilidad del tejido. Por otro
lado, aunque fundamentalmente necesaria, la hipotermia también presenta
repercusiones negativas en los tejidos que contribuyen a la injuria por I/R. Los dos
tipos celulares mas afectados durante la I/R hepatica son los hepatocitos y las células
endoteliales. Los hepatocitos son mads sensibles al dafio por isquemia caliente (37°C),
mientras que, las células endoteliales son mayormente afectadas por la isquemia fria
(4°C) durante el almacenamiento previo al trasplante 1.

Los mecanismos intracelulares de injuria por I/R involucran los siguientes eventos
principales (Figura 5):

e Deplecion de ATP: durante la isquemia, el patron metabdlico cambia de
aerdbico a anaerdbico, se detiene gradualmente la actividad metabdlica celular
dependiente de ATP, y la cantidad intracelular se agota rapidamente 2. Aunque el
descenso de la temperatura reduce el consumo de las reservas energéticas celulares,
el ATP y ADP, son gradualmente consumidos. La anaerobiosis genera lactato y H* con Ia
generacién de 2 moéleculas de ATP, pero el consumo residual de compuestos
energéticos excede a la capacidad de las células de poder restaurarlos 2.

e Desbalance idnico: la bomba Na*/K* ATPasa mantiene la composicion idnica del
medio intracelular. La carencia de ATP y excesiva produccion de iones H* producto del
metabolismo anaerdbico, provocan la disfuncién de la bomba. El desbalance idnico
promueve la entrada de agua a la célula, generando la hinchazén de los hepatocitos,
células de Kupffer y células endoteliales; esto genera el estrechamiento de los
sinusoides y propicia la alteracion microcirculatoria. El incremento de la concentracién
intracelular del i6n Ca*?> es otra consecuencia de la de la deplecién de ATP, este
fendmeno desencadena mecanismos de injuria a través de la activacién de enzimas
hidroliticas involucradas en la conversiéon de la xantina deshidrogenasa en xantina
oxidasa y la disrupcidn de las membranas celulares (formacién de blebs) 2.

e Generacion de especies reactivas del oxigeno (EROs): el estrés oxidativo juega
un papel clave en la lesion por reperfusién. La reoxigenacién luego de un periodo de
isquemia promueve la generacion de EROs como el radical superdxido (O2) y el
perdxido de hidrégeno (H;0>). Las principales fuentes productoras de EROs incluyen la
xantina oxidasa, cuyo sustrato es la hipoxantina producto del catabolismo del ATP
durante la isquemia; la NADPH oxidasa de las células de Kupffer activadas en respuesta
al estrés por isquemia; y la cadena respiratoria de la mitocondria en estado reducido.
Las EROs tienen como blanco a las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos; estan
implicados en la formacién de poros de permeabilidad en la membrana mitocondrial
13, y participan en la transduccion de sefiales que coordinan la respuesta inflamatoria
¥ También pueden dafar las células endoteliales y destruir la integridad de la
microvasculatura 2.
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e Desestabilizacion de las membranas celulares: el frio altera el estado fisico-
quimico de las membranas, modificando la viscosidad y alterando las funciones y
permeabilidad de la misma. Ademas, alteraciones a nivel del citoesqueleto debido a la
deplecion de sustratos energéticos, en conjunto con la activaciéon de lipasas y
proteasas, contribuyen a la desestabilizacion de la superficie celular.

e Inducciéon de la transcripcion génica: durante el periodo de isquemia
(caliente/fria) las células sobrevivientes reprograman la expresion de sus genes. Uno
de los factores de transcripcion mas importantes involucrados en la respuesta es el
factor nuclear kB (NF-kB). Ante el estrés oxidativo este factor migra al nucleo e induce
la transcripcion de genes de citoquinas (IL-1fB, IL-6 y TNF-a, etc.) y moléculas de
adhesion (ICAM-1) que promueven la respuesta inflamatoria reclutando neutréfilos y
plaguetas, con la consiguiente congestion y deterioro del tejido *°. Por otro lado, las
células también son capaces de inducir una respuesta adaptativa al estrés generado
mediante la activacion de factores de transcripcién como el Nrf y el factor Inducible
por la hipoxia (HIF) 6. HIF media la defensa en condiciones de hipoxia estimulando la
expresion de genes relacionados con la angiogénesis, metabolismo de la glucosa,
proliferacion/supervivencia celular, en tanto que, Nrf-2 activa la transcripcion de genes
antioxidantes como glutatién peroxidasas, superdxido dismutasas, etc. 7.

DANO CELULAR

I_ CITOTOXICIDAD

| INHIBICION DE ENZIMAS
METABOLISMO DEPENDIENTES DEL pH

ANAEROBICO Y
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ACIDOSIS ATP Y _[ *

R
N DISFUNCION METABOLICA Fo
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Figura 5. Mecanismos de dafio y activacion celular en la injuria por I/R. Las vias mds importantes por
las cuales se produce dafio por I/R en el higado se inician por el estrés oxidativo, el metabolismo
anaerdbico y la acidosis, lo que resulta en el dafio celular a través de la induccion de la apoptosis, las
respuestas inmunes y la regulacion de las citoquinas. ATP: adenosina trifosfato; IL: interleuquina; EROs:
especies reactivas del O2z; IRI: injuria por isquemia y reperfusién; IFN-y: interferon-gamma; ICAM:
moléculas de adhesidn intercelulares; VCAM: moléculas de adhesion vasculares; TNF: factor de necrosis
tumoral; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.
Adaptado de L.Y. Guan y col, 2014.
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Escasez de drganos, listas de espera crecientes

El trasplante en la actualidad es un procedimiento de muy alta aceptacién para
patologias crénicas y agudas en el higado. Debido al refinamiento de la técnica y de las
terapias inmunosupresoras, las tasas de supervivencia post-trasplante han aumentado
significativamente en los Ultimos afios (5 afos de funcionamiento del drgano
trasplantado e indices de sobrevida del 60-90%) 8. Como resultado, cada vez son mas
los pacientes que ingresan en la lista de espera por un higado que salve o mejore su
calidad de vida, mientras que, la cantidad de drganos aptos para trasplantar
permanece estatica, por lo que muchas de estos pacientes fallecen sin poder ser
trasplantados. En Argentina actualmente existen 1240 pacientes esperando por un
higado, siendo que anualmente se realizan aproximadamente 400 trasplantes de
higado (Fuente: INCUCAI).

Esta problematica se ha enfrentado desde distintos angulos *°:

e Intensificacion de los esfuerzos en la identificacion de todos los
potenciales donantes con muerte cerebral.

e Enlo posible, los higados en mejores condiciones (pacientes jévenes con
muerte cerebral) seran destinados a la técnica de particion, donde dos
receptores seran beneficiados.

e Donacién en vida, aplicable sobretodo en trasplantes pediatricos.

e Utilizacion de higados “marginales” o subdptimos: donantes de edad
avanzada, higados esteatésicos y donantes con muerte por arresto cardiaco o
donantes a corazdn no batiente.

Donantes de 6rganos

Un donante de drganos y tejidos es aquella persona que ha decidido donar sus
drganos en vida (donante vivo) o para después de su muerte (donante cadavérico),
para ser implantados a un receptor que padece una insuficiencia terminal de algin
drgano o tejido 2°. Cuando ha ocurrido la muerte bajo criterios neuroldgicos (muerte
encefdlica) todos los organos del cuerpo menos el cerebro y el tronco encefélico
contindan irrigados porque se mantiene la funcion de bomba cardiaca. Al estar adn
perfundidos estdan en condiciones de ser extraidos (procurados) y trasplantados a un
paciente que presenta una insuficiencia organica terminal (receptor). Por lo tanto, el
sujeto sea hombre o mujer, que por criterios médicos y legales (en Argentina ley
24.193) es un cadaver, puede donar érganos perfundidos y tejidos, constituyéndose en
donante de drganos a corazon batiente (DBD, del inglés donation after brain death) 2.
Los érganos que se utilizan actualmente en Argentina para los trasplantes provienen
de este tipo, donantes por cese irreversible de las funciones encefalicas, cuyo corazén
continua latiendo, asistido mecdnicamente o no.

En el donante a corazdn batiente (o cadavérico), las funciones homeostaticas se van
deteriorando en forma progresiva y acelerada, evolucionando indefectiblemente al
paro cardiaco en pocas horas, si no se toman las medidas necesarias para que esto no
ocurra. Por este motivo, la posibilidad del trasplante depende del efectivo tratamiento
de los drganos que se han seleccionado para ofrecer a la lista de espera.
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Donantes a corazén no batiente (DCD)

Mucho antes de la definicién unificada de muerte encefalica, los primeros
trasplantes hepdticos se realizaban con drganos de donantes a corazén parado con
tasas de sobrevida de los pacientes muy pobres 22. A partir de principios de los
noventa, en plena vigencia del concepto de muerte cerebral, hubo escasos intentos de
trasplantes a partir de higados procurados post-cese cardiaco, y sus resultados fueron
desfavorables. Sin embargo, ante la escasez critica de donantes para satisfacer la
demanda de las listas de espera, las perspectivas comenzaron a reevaluarse y se
comenzé a considerar la necesidad de emplear érganos de criterio extendido o
marginales, lo que podria aumentar en un 20% el pool de érganos disponibles 23.

Estos 6rganos son aquellos que provienen de personas afiosas, higados esteatdsicos
o los comunmente llamados a corazéon no batiente o DCD. Para poder hacer uso de
estos higados marginales, se vuelve indispensable mejorar las técnicas de preservacién
de los mismos, con el fin de poder recuperar o acondicionar estos tejidos y hacer su
uso seguro en el trasplante, ya que los métodos clasicos de preservaciéon han
demostrado no ser tan efectivos para mantener la viabilidad de los d&rganos
procedentes de tales donantes %%,

En la conferencia de Maastricht (Holanda) de 1995, y posteriormente modificada en
2013 (Paris), se llevéd a cabo una clasificacion de donantes a corazén no batiente
(Figura 6) 2>:

Categoria Estado del potencial donante Situacion hospitalaria
| Muerte en camino emergencias
1] Resucitacion fallida emergencias
1 En espera del cese cardiaco Terapia intensiva
v Cese cardiaco luego de la muerte encefalica Terapia intensiva

Figura 6. Clasificacién de Maastricht de donantes a corazén no batiente. Las categorias | y Il son
denominadas “no controladas” y las categorias Ill y IV “controladas” segun el poder de control
sobre el lapso de isquemia en normotermia. Extraido de D. Monbaliu y col, 2012.

Los DCD controlados suelen ser aquellos pacientes cuya muerte se efectiviza al
prescindir de los medios mecdanicos que mantienen sus érganos en funcionamiento. En
ese caso, la unidad de trasplante puede estar presente en el momento del deceso vy asi
minimizar el tiempo de isquemia caliente. En un reporte de la conferencia nacional de
donacién a corazdn parado realizada en Estados Unidos en 2005 se establecié que el
periodo de isquemia caliente no debe superar los 30 min en higado y los 60 min en
rifidn y pancreas 2°.

Cada pais cuenta con un marco médico-legal propio, por ejemplo en Espafia sélo se
utilizan DCD no controlados; mientras que en Bélgica, Holanda y Reino Unido utilizan
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DCD controlados; en EEUU se utilizan ambos *°. En Argentina no se utilizan este tipo de
donantes en la actualidad.

Los higados provenientes de DCD soportan un periodo de isquemia en normotermia
o caliente (en oposicion a la isquemia fria durante la preservacidon en hipotermia),
durante el cual no existe ningln tipo de intervencidn para contrarrestar la injuria por
hipoxia. Este insulto previo a la procuracién, es la razén por la cual los porcentajes de
disfuncién primaria de estos organos superan en un factor de 4 a 5 veces los de
organos de donantes con muerte encefdlica (corazén batiente). La formacion de
coagulos post-mortem que bloquean la vasculatura hepdtica, y por ende generando
inconvenientes en la perfusidon y dafios en la via biliar, son las complicaciones mas
frecuentes asociadas a este tipo de trasplantes %’.

Estrategias para el reacondicionamiento de los drganos

La técnica de preservacioén utilizada hasta el momento de la implantacion, tiene un
gran impacto en la potencial recuperacién de higados con un periodo de isquemia
caliente subyacente. Actualmente, existen dos métodos de preservacién en uso
clinico: el almacenamiento en hipotermia (método estatico) para la mayoria de los
organos, y la perfusidon hipotérmica (método dindmico). El almacenamiento en frio
demora la progresién de la injuria a través de un rdpido descenso en la temperatura y
permite el tratamiento farmacoldgico del drgano previo a la reoxigenacién. La
perfusidon hipotérmica, en cambio, provee oxigeno y nutrientes en todo momento
facilitando la recuperacién del ATP, como asi también la intervencion y evaluacion del
drgano antes de ser implantado.

El disefio de las soluciones de preservacion con el objetivo de acondicionar a los
organos y protegerlos de las injurias por I/R constituye un punto crucial para promover
una expansion en el criterio de seleccién de higados para trasplante.

Muchas de las estrategias abordadas consisten en la administracion de metabolitos
antioxidantes como el glutatién, alopurinol o a-tocoferol para evitar los dafios por
especies reactivas de oxigeno. También se ha buscado utilizar drogas anti-factor de
necrosis tumoral (TNF-a) que inhiban la acciéon proinflamatoria desencadenada por
esta citoquina y anticuerpos que inhiban la adhesidn de los neutréfilos, entre otras.
Incluso la terapia génica podria proteger a los érganos, ya que permitiria incrementar
la expresion de enzimas involucradas en la defensa antioxidante (superdxido
dismutasa, catalasa, glutatidon peroxidasa), de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y
citoprotectoras como HO-1; sin embargo este tipo de técnicas conlleva cierto nivel de
complejidad a nivel de seguridad biolégica.

SOLUCIONES DE PRESERVACION

“La eleccion de la solucion de preservacion y la ciencia que sustenta su desarrollo
son fundamentales para la preservacion de organos, ya sea que se use preservacion
dindmica o estdtica” 8.

La composicidon de la solucion de preservacién facilita el control de los cambios
bioquimicos que se producen durante el periodo de almacenamiento en frio y durante
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el periodo de isquemia, lo que es fundamental para mantener la viabilidad de los
6rganos %°. Por lo tanto, las caracteristicas fisicoquimicas de la solucién son un factor
determinante en la preservacion del drgano y si bien todavia no existe una solucién
ideal, una variedad de soluciones de preservacion han sido formuladas, y todas ellas
comparten una serie de componentes para: 1) minimizar el edema tisular y celular,
(2) mantener un balance idnico apropiado, (3) prevenir la acidosis, (4) remover o
prevenir la formacién de radicales libres, y (5) proveer sustratos para la regeneracion
de compuestos de alta energia que promuevan la recuperacion durante la reperfusion
normotérmica 130,

Durante el periodo de hipotermia, las actividades metabdlicas se ven reducidas
pero no eliminadas del todo, la mayoria de las enzimas animales disminuyen su
actividad entre 1,5 y 2 veces cada 10°C de descenso en la temperatura 3. El higado
requerira inevitablemente substratos durante la preservacion, por lo tanto, la solucién
a utilizar debe contener los metabolitos necesarios 3!. Ademas, la hipotermia en si
genera una injuria celular en el higado y es necesario, entonces, que la solucién
empleada contenga también los componentes que protejan al drgano de este dafio
celular inducido por el frio ?*. Uno de los principales problemas es la formacién de
edemas en espacio intersticial debido a que las condiciones de preservacién no
mantienen la presién oncdtica fisioldgica. Dicha presion, in vivo, se controla a través de
los componentes de la sangre, pero esto se pierde cuando se emplean soluciones
acelulares 32. En un principio, en los sistemas de perfusién se usaba sangre diluida,
pero con ésta se producian trombosis debida al aumento de la viscosidad al disminuir
la temperatura, lo que resultaba en un aumento de la presién de perfusiéon. El uso de
perfusatos sin el agregado de coloides tampoco era adecuado, a menos que se
trabajase con presiones de perfusion bajas, pero esto generaba la perfusion
incompleta del érgano. Luego se desarrollaron perfusatos a base de plasma que
presentaron ciertas mejoras. Al mismo tiempo se disefiaron soluciones suplementadas
con agentes oncdticos como el dextrano, o coloides basados en proteinas sintéticas
como polipéptidos de gelatina. El gran paso en el desarrollo de soluciones de perfusiéon
para sistemas de perfusion provino del trabajo de Southard y Belzer en 1980, quienes
desarrollaron un perfusato completamente sintético basado en almidén hidroxietilado
(HES) 3233, Todavia no se sabe cudl es el coloide mas efectivo para el higado, pero si
gue se necesita alcanzar un balance entre la viscosidad del perfusato, el soporte
oncético y la carga del coloide.

Algunas soluciones de preservacién han sido ampliamente utilizadas tanto en el
trasplante experimental como en la clinica. Cada una de ellas tiene caracteristicas
positivas y negativas, y proporcionan un tiempo de almacenamiento similar 343>, Hasta
ahora no hay consenso sobre cudl es la solucién idénea para prolongar el tiempo de
preservacién del érgano y maximizar el rendimiento de los trasplantes al mejorar la
calidad y la funcién del érgano.

A continuacién se describen las soluciones mas ampliamente utilizadas:

Solucion de la Universidad de Wisconsin (UW) o ViaSpan®

En 1986, Belzer y Southard en la Universidad de Wisconsin, lograron desarrollar y
producir una solucién marcadamente efectiva para la preservacién del higado,
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pancreas y rifion, la que denominaron “UW”. La utilizacién de la misma produjo
importantes mejoras en el trasplante hepatico, brindando una mayor proteccién a las
células endoteliales, particularmente susceptibles a la isquemia fria, extendiendo el
tiempo de preservacion hasta 18 h (en humanos) y mejorando la viabilidad y
funcionalidad del 6rgano preservado y reperfundido 3. Esta solucidn contiene agentes
como el lactobionato y la rafinosa que previenen el hinchamiento celular, mientras
que, la presencia del almiddén hidroxietilado (HES), un coloide estable no tdxico,
previene la expansion del espacio extracelular o intersticial. Otros componentes Unicos
de esta solucidn son la adenosina, que estimula la sintesis de ATP, y el glutatién que
confiere proteccion ante radicales libres del oxigeno al igual que el allopurinol, que
inhibe a la xantina oxidasa. Ademas se ha informado que el lactobionato y el glutatién
poseen efectos inhibidores sobre la accion de metaloproteasas involucradas en la
lesién tisular 37. Por otro lado, la omisién de la glucosa en su composicién evita el
aumento de la acidez intracelular.

Solucion Histidina-Triptofano-Cetoglutarato (HTK) o Custodiol®

Solucidn de preservacién desarrollada por Bretschneider 38, originalmente disefiada
para ser utilizada en cirugias cardiacas, pero en la actualidad compite con la solucién
UW en la preservacion hepatica y renal, experimental y clinica 3°. La Solucidn
Custodiol® se considera una solucién intracelular, es decir, que contiene bajas
concentraciones de los electrolitos Na*, Ca%*, K* y Mg?*. La misma, cuenta con el
sistema buffer histidina/clorhidrato de histidina que brinda una osmolaridad normal y
mejora la capacidad amortiguadora de la solucidn durante la acidosis inducida por
isquemia; ademas, la histidina también es un protector de membrana eficaz y mejora
la restitucion del ATP. El aminoacido triptdfano protege membranas celulares,
mientras que, el a-cetoglutarato ayuda a estabilizar las membranas celulares y es un
sustrato para el metabolismo anaerdbico. El manitol, mantiene una osmolalidad
fisioldgica o ligeramente aumentada y, de esta forma, contrarresta la presién osmatica
coloidal de las proteinas intracelulares para reducir el edema celular. EI manitol
también actla como neutralizador de radicales libres. A excepcién del manitol, todos
los componentes se encuentran normalmente en el cuerpo. La baja concentracién de
electrolitos de esta solucién implica que no se requiere de un lavado previo del sistema
vascular del érgano a trasplantar. Ademads, su baja viscosidad (similar a la del agua)
permite un lavado de mayor penetracién mejorando la eficiencia del enfriamiento
inicial, e incluso, la misma podria ser adecuada para ser utilizada durante perfusiones
hipotérmicas. Debido a que el costo de esta solucidn es menor que el de sus
principales competidoras, esta solucién ha ganado bastante popularidad en los ultimos
20 anos.

Solucidon EuroCollins®

La primera solucion desarrollada para la preservacion de drganos fue la solucién de
Collins en los afios 70. Esta solucién que habia sido disefiada especificamente para
rifndn, luego se modificé en Europa (solucién EuroCollins) para su aplicacién en la
preservacion de otros drganos, entre ellos el higado. La Solucidn EuroCollins contenia
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una alta concentracion de glucosa y permitia preservar rinones entre 24 y 30 h. Sin
embargo, solo permitia la preservacion de higados de 4 a 8 h.

Otras soluciones

En los ultimos afios se introdujo en la clinica la solucion de Celsior®, utilizada
inicialmente en trasplantes de corazén y pulmén, y luego en rifidn, higado y pancreas.
Al igual que HTK, Celsior también podria ser adecuada para ser utilizada durante
perfusiones hipotérmicas debido a su baja viscosidad y su bajo contenido de K,
ademads contiene manitol, histidina y glutation reducido.

La solucién del Institut-Georges-Lopez-1 (IGL-1®) se basa en gran medida en la
solucion UW, sin embargo, tiene un equilibrio iénico cercano a las relaciones
extracelulares de Na*/K*y un coloide menos viscoso (polietilenglicol).

La solucion Ti-Protec se basa en la férmula de la solucidn HTK, pero a diferencia de
esta posee un mayor contenido de iones fraccionados, a-cetoglutarato y aspartato
como intermediarios metabdlicos, y quelantes de hierro para prevenir el estrés
oxidativo catalizado por el hierro 2°4°,

Durante la ultima década, no ha habido un gran cambio en la composicidn de las
soluciones de preservacién. Con los avances obtenidos en el campo de preservacion
por perfusion y el rescate de dérganos marginales, existe una mayor necesidad de
desarrollar nuevas alternativas.

Solucion BGP-HMP

Durante muchos afios, la solucién UW se mantuvo como solucion de referencia para
la preservacidén de érganos. Posteriormente fueron apareciendo en el mercado otras
alternativas y la UW se fue discontinuando, por lo que cada vez se hizo mas
complicado obtenerla y los precios aumentaron. Estos hechos hicieron visible Ia
necesidad de continuar investigando en el campo y lograr obtener una soluciéon que no
solamente mejore los resultados de la preservacién, sino también que pueda
aumentar el tiempo de la misma sin comprometer la viabilidad de los érganos y
ademas sea mds econdmica. Si bien en los uUltimos afnos surgieron soluciones como
Celsior® e IGL-1%, y anteriormente lo habia hecho Custodiol®, alin no hay un completo
acuerdo sobre cudl es la que garantiza los mejores resultados a corto y largo plazo 4~
43.

En nuestro laboratorio nos propusimos obtener una solucién de preservacion que
fuera idonea para ser empleada por la técnica de preservacion dindmica con maquinas
de perfusién, como asi también por SCS para todos los dérganos abdominales.
Desarrollamos una solucidn capaz de ser preparada en cualquier laboratorio o
farmacia de hospital y la denominamos BGP-HMP.

La composicién exacta de la misma se detalla en la tabla 1 en el apartado de
Materiales y Métodos. Los componentes de esta solucién poseen las siguientes
caracteristicas:

. Anidn gluconato (provisto como gluconato de sodio y gluconato de potasio).
Debido a su tamafio y carga es un agente impermeable a la membrana plasmatica, y en
consecuencia evita el edema celular que se genera por el ingreso de agua asociado al
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ingreso de Cl" a la célula durante la hipotermia. El gluconato se adiciona con el fin de
remplazar al Cl', impidiendo el desbalance idnico.

° PEG. Previene el edema celular, la expansion del espacio intersticial, y preserva
la estructura del citoesqueleto %*. Se ha observado también que posee un efecto
protector sobre la membrana plasmatica de una variedad de células contra diferentes
tipos de injurias, evitando la peroxidacion lipidica generada por las especies reactivas
del oxigeno 4.

° BES (acido N,N-bis (2-hidroxietil)-2-aminoetanosuofénico). Es un sistema
buffer basado en el acido sulfénico, con pKa de 7,09 a 25°C. Existen pocos estudios
realizados con BES como buffer en soluciones de preservacion hipotérmica. El mismo
resultd ser el agente buffer mas efectivo en la preservacidon de corazéon % y es una
alternativa interesante a estudiar. El objetivo de incluir al mismo es regular el pH de la
solucidén previniendo la acidosis intracelular.

° KH2PO4. También se adiciona con el fin de contribuir a la regulacion del pH.
. MgSO0a. Es un estabilizador de membrana.
° Glicina. Mejora el funcionamiento mitocondrial (respiracién y sintesis de ATP)

47 'y mantiene la integridad de la membrana #2. Existe evidencia la cual indica que la
glicina es un inhibidor de las calpainas, una familia de proteasas dependientes de Ca?*
que se relacionan con el procesamiento de numerosas enzimas y proteinas del
citoesqueleto, ademads estan involucradas en la muerte celular #°.

° Sucrosa. Actla como soporte osmatico adicional.

° Penicilina G y estreptomicina. Las concentraciones de estos antibidticos se
ajustaron para inhibir el crecimiento bacteriano sin afectar la viabilidad de los
hepatocitos.

° Glutation. Es un factor importante de proteccidn contra las especies reactivas
del oxigeno, por lo tanto, es incluido para evitar su deplecidn durante la isquemia fria.

° Adenosina. Es un sustrato agregado para generar ATP durante la reperfusién.

TECNICAS DE PRESERVACION DE ORGANOS PARA TRASPLANTE

La interrupcion de la circulacidn sanguinea y el subsecuente transporte del érgano
hacia el receptor inician una cascada de eventos que conducen a la muerte del mismo.
Para evitar este periodo de isquemia, el érgano debe ser correctamente preservado
para, de esta manera, minimizar la injuria producida por la isquemia.

Los métodos clinicos que se utilizan para preservar drganos, en particular rifiones,
fueron desarrollados a finales de la década del 60 por Belzer *°, quien utilizé la técnica
dindmica con la maquina de perfusion hipotérmica, y por Collins °!, quien realizd
preservaciones estaticas en rinones previamente lavados con solucion de preservaciéon
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fria. Dichos métodos de preservacion se volvieron aplicables, de la misma forma que
en riflones, en los demds drganos incluyendo al higado.

Maquinas de perfusion

A diferencia de la preservacion por SCS, los sistemas de perfusidon proveen al érgano
de una circulacién continua, distribuyen los substratos metabdlicos, remueven los
productos de desecho y mejoran la integridad microvascular durante la preservacién
52

Se conocen diversos sistemas de perfusién, los mismos pueden diferenciarse por
varios aspectos, por ejemplo, de acuerdo a la temperatura a la cual es perfundido el
organo (ver pagina 23). La perfusién en normotérmia intenta replicar el ambiente
fisioldgico normal de un érgano, por lo cual es el mejor método para mantenerlo
funcional ex-vivo luego de haberlo extraido del donante >34, Sin embargo, la perfusion
normotérmica presenta riesgos de contaminacién bacteriana, no tiene las ventajas de
la perfusiéon hipotérmica en cuanto a la disminucidn del metabolismo, el menor
requerimiento de nutrientes esenciales y del suministro de O;, y es mas compleja que
esta ultima.

La técnica de perfusidn hipotérmica se realiza mediante la maquina de perfusién
hipotérmica, dicha técnica fue utilizada durante los comienzos de los programas de
trasplante hepadtico y renal, pero se abandond posteriormente tras el desarrollo de las
soluciones de preservacion estatica, y principalmente por los costos y la logistica
necesaria. Actualmente y a la luz de las nuevas tecnologias disponibles (mejores
soluciones de preservacién y mejores equipos de perfusion) se esta reevaluando su
utilizacidn para el rescate de érganos marginales para trasplante 2%.

Mediante la perfusién hipotérmica el higado del donante es perfundido de manera
continua con solucion de preservacion a 0-4°C. Esta accidn proporciona un suministro
continuo de nutrientes a las células hepaticas y elimina de manera continua los
productos de desecho, favoreciendo de esta manera la preservacion, hablando de que
el 6rgano es preservado en un “ambiente mejor” 24, En el caso de rifiones provenientes
de donantes cadavéricos, esta metodologia ha permitido recuperar un alto porcentaje
de rifiones marginales, obteniéndose una reduccién en el rechazo y mal funcién post
trasplante °°. Para higados la situacién es diferente ya que existen muchos
interrogantes a responder. Por ejemplo cudl deberia ser la concentracidon de oxigeno
en la solucion de preservacion/perfusion durante la perfusion, en vista de la perfusion
y sus efectos sobre la viabilidad celular 2. Ademas es importante considerar el modo
de perfusién (continuo o discontinuo) y el tipo de flujo (pulsatil o no) °.

Para rifiones, la HMP es ampliamente utilizada, inclusive con donantes DCD y
mejores resultados que por CS. Para higados la HMP esta en etapa preclinica.

A continuacidn se detallan las ventajas y desventajas asociadas a la utilizacion de
sistemas de perfusion para la preservacion de érganos (Figura 7):
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Provee sustento metabdlico:
nutrientes, O, etc.

Estimula la microcirculacién del érgano

reduciendo la resistencia vascular

Dispara los mecanismos de
proteccidn que conducen a una -
reduccidn de la respuesta inmune
innata por expresion de genes

Permite evaluar en tiempo real la

viabilidad del érgano pre-trasplante

~

Efecto de lavado —> remueve y diluye los
productos de desecho situados en el endotelio y
en el parénquima hepatico

=== Disminuye el vasoespasmo

Provee parametros adicionales como resistencia

intrahepatica, flujo portal, muestras de perfusato, etc.

Permite la manipulacién farmacolégica o génica

Equipo mas complejo y de mayor tamafio.
Mayor costo

Requiere seguimiento durante toda la
preservacidn y capacitar al personal

que opere la HMP

Requiere oxigenacion
continua, puede generar
especies reactivas del oxigeno

Puede fallar el equipo

Durante la perfusion aumenta la resistencia
vascular con el tiempo, pudiendo inducir dafios
en el endotelio, particularmente si la perfusion

se extiende por mas de 18 h

Device OrganOx Metra®

OCS™ Liver system

Liver Assist

Figura 7. Arriba: ventajas y desventajas de los sistemas de perfusién hipotérmica. Abajo:
principales sistemas de perfusidén de higados con los que se estan llevando a cabo los trials clinicos
para la técnica. Extraido de R.W. Laing y col, 2017.
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Antecedentes de los sistemas de perfusion

La primera referencia bibliografica encontrada en la literatura data de 1812 cuando
Cesar-Le Gallois plantea la sustitucién del corazén por un sistema de bombeo que, de
forma continua proporcionase sangre arterial o un medio liquido alternativo adecuado
para mantener funcional de forma indefinida una parte aislada del organismo. Este
suceso regiria la mayoria de los avances posteriores. En la segunda mitad del siglo XIX
se llevaron a cabo experimentos sobre sistemas de oxigenacidon sanguinea para
perfusién renal aislada. Finalmente Jacobi, disefid en 1890 un aparato para perfusién
renal que oxigenaba sangre mediante infusidn directa de aire.

Durante la primera mitad del siglo XX, los aspectos dindmicos y bioquimicos de la
perfusién de drganos aislados despertaron gran interés. Los disefios experimentales
para perfusion cardiaca supusieron una fuente importante de investigacién e
informacién. En 1912 sobresalieron los trabajos de Knowlton y Starling, éste ultimo
realiz6 una perfusiéon renal aislada en donde estudid la excrecion de orina.
Posteriormente se utilizdé este modelo observando que la presidn arterial de perfusién,
el flujo sanguineo y la temperatura eran controlables, pudiendo estudiarse el érgano
bajo condiciones comparables a las del animal vivo °°.

Un hallazgo importante para el desarrollo de posteriores dispositivos de perfusion
fue el obtenido por Richards y Plant, quienes detectaron variaciones en la cantidad y
composicion de la orina producida al modificar la presidon sanguinea renal durante la
perfusion. Este dato fue particularmente importante, ya que permitié pensar que, no
sélo los factores bioquimicos, sino también los dindmicos influyen en el rifidn
perfundido desde el punto de vista funcional. Los estudios se enfocaban en la
perfusidon de drganos a la temperatura normal del cuerpo y existia un menor interés en
la perfusidn a temperaturas sub-fisioldgicas. Sin embargo, la llegada de los trasplantes
clinicos como una realidad terapéutica en la década del 60, exigid una re-evaluacion de
la perfusidon de los érganos a preservar. Al mismo tiempo se conocieron los beneficios
de disminuir la temperatura, respecto a la demanda de O; en la perfusién de rifidn.

Uno de los pioneros en el trabajo con sistemas de perfusién hipotérmica fue Belzer
32 En sus estudios de 1967 describié la posibilidad de realizar perfusién de rifiones
aislados de manera experimental durante al menos 24 h, sefialando que el dafio
celular que se producia como consecuencia del periodo de preservaciéon era pequefio y
rapidamente reversible °6. Belzer desarrollé uno de los primeros sistemas de perfusion
hipotérmica confiable y transportable (Figura 8). Posteriormente se definieron 2
campos de estudio en la perfusidn renal, la preservacién por simple hipotermia (SCS) y
la perfusién mecanica del érgano utilizando bombas. Seglin Rodriguez-Martinez y col
>, los experimentos efectuados por Cerra, junto con la introduccion de soluciones para
la preservaciéon mediante la inmersidn hipotérmica simple y el alto costo de los
sistemas de perfusidn existentes, hicieron que ganara gran interés la preservacion por
SCS frente a la perfusion mecdnica con bomba. A pesar de esto, se siguieron
estudiando y comparando ambos métodos de preservacion. El desarrollo de los
sistemas de perfusion para otros érganos se mantuvo activo pero los principales
avances en la perfusion hipotérmica se lograron trabajando con rifién 32. Debido a su
potencial mejor aptitud para utilizar el pool de donantes y prolongar el tiempo de
almacenamiento, existe un interés cada vez mayor en la perfusién hipotérmica del
higado.
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Figura 8. Dr. Folkert O. Belzer con su primera maquina de perfusion
hipotérmica transportable en la década del 60.

Clasificacidn de las técnicas de perfusion de érganos

Con el correr de los afos, al hablar de perfusion de érganos se han citado diferentes
estrategias y temperaturas de perfusidén sin consenso entre autores. Términos tales
como hipotérmica, subnormotérmica o normotérmica se utilizaron con frecuencia para
referir las temperaturas de perfusién, y la ausencia de un criterio estandarizado para
describir los detalles técnicos condujo a una gran heterogeneidad entre los estudios.
Actualmente se ha propuesto una clasificacion de las técnicas de perfusidon que se basa
en la temperatura y que facilita la comparacion de diferentes estudios, la realizacién
de metanilisis y la homogeneizacién de criterios 2>7;

- Hypothermic machine perfusion (HMP) (0°C-12°C):

La perfusién a este rango de temperatura reduce principalmente el metabolismo de
los tejidos, al mismo tiempo que, a través de la solucidén de preservacién proporciona
los sustratos metabdlicos necesarios para la sintesis de ATP y la eliminacién de los
desechos metabdlicos mediante el lavado del parénquima y del endotelio °8. El punto
de corte propuesto para HMP a 12°C esta respaldado por la observacién de numerosas
reacciones enzimaticas dependientes de la energia que se llevan a cabo en las
mitocondrias de las células hepaticas y que muestran cambios significativos en la tasa
de actividad a esta temperatura °’.

En consecuencia, algunos de los beneficios de la HMP son: minimiza el dafo
inevitable ocasionado por la isquemia fria, mejora la viabilidad de los injertos y evita la
produccién de lesiones en las vias biliares %%, Cuando este tipo de perfusion se
complementa con el suministro de oxigeno, también brinda la oportunidad de
restablecer la actividad redox mitocondrial y el estado energético celular 6. Ademas, la
HMP reduce la respuesta inflamatoria previniendo la activacién de las células Kupffer y
disminuyendo la actividad de los neutrdfilos y de las plaquetas durante la reperfusiéon
62, Por otro lado, la HMP se considera una técnica segura porque, en el caso de una
falla de la maquina, el injerto simplemente vuelve a las condiciones de
almacenamiento en frio estandar por SCS.

La primera experiencia en humanos utilizando ésta técnica fue reportada por
Guarrera y col en 2010. La misma se llevé a cabo perfundiendo higados de manera
dual y sin el suministro de oxigeno auxiliar (vena porta y arteria hepatica); se utilizaron
20 higados provenientes de donantes clasicos a corazén batiente (DBD). Luego de 12
meses post-trasplante, la tasa de supervivencia fue del 90%, la disfuncidon temprana
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del aloinjerto ocurrié solo en el 5% de los pacientes, mientras que la incidencia de
estenosis biliar fue también del 5% ©3.

Van Rijn y col %, en cambio, probaron una HMP con perfusion dual y oxigenada
sobre higados provenientes de pacientes a corazdén no batiente (DCD). Los resultados
obtenidos sobre la preservacién de las vias biliares también fueron alentadores,
ninguno de los higados preservados requirid ser retrasplantado a causa de estenosis
biliar no anastomoética, a diferencia del grupo control donde 5 de los 20 higados
debieron ser retrasplantados. En el ensayo clinico de HMP mas grande realizado hasta
la fecha, 50 receptores de higados DCD lograron resultados superiores en comparaciéon
con los injertos de DCD no perfundidos y los injertos de DBD perfundidos ©°.

- Midthermic machine perfusion (MMP) (13°C-24°C):

En vistas de que desde 12°C a 33°C es un rango de temperatura muy grande y
muestra una gran diferencia en la tasa de metabolismo, Karangwa y col >’ consideraron
apropiado subdividir este intervalo y propusieron el término de maquina de perfusion
a temperaturas medias.

Con los términos maquina de perfusidon a temperaturas medias (MMP) y mdquina
de perfusién en subnormotermia (SNMP) se buscd lograr un equilibrio entre los
efectos perjudiciales de la isquemia fria y los altos requerimientos metabdlicos de la
normotermia ®. La aplicacién de la maquina de perfusion a temperaturas medias
resulté en una menor resistencia intravascular, mejores pardmetros hemodindmicos y
una funciéon mitocondrial mas fuerte; estos efectos coincidieron con una mayor carga
energética y una mayor produccidn de bilis 7.

Bruinsma y col estudiaron el impacto de perfundir durante 3 horas a temperatura
media (21°C) 7 higados de descarte. Los injertos se calentaron gradualmente hasta
alcanzar la temperatura final en 1 hora. Los resultados mostraron no solo que no habia
lesion hepética, sino que también la funcionalidad hepética se encontraba mejorada 8.

- Subnormothermic machine perfusion (SNMP) (25°C-34°C):

A temperaturas comprendidas entre 16-25°C es posible perfundir el injerto sin la
presencia de glébulos rojos, lo que simplifica el procedimiento y reduce los costos.
Esto es factible porque a temperaturas subnormotérmicas disminuye la actividad de la
cadena respiratoria en las mitocondrias y por ende la demanda celular de energia y
oxigeno .

En experimentos donde se utilizaron higados de cerdo esteatdsicos y provenientes
de DCD, la perfusion subnormotérmica de los mismos redujo la lesidon hepatica y biliar
70, Ademas de las mejoras en el tracto biliar, en el periodo post-trasplante los niveles
séricos mas bajos de fosfatasa alcalina fueron medidos en el grupo tratado con SNMP,
en comparacion con el grupo control. Las mejoras en los protocolos de preservacion de
d6rganos marginales tienen el potencial de aumentar la cantidad de odrganos
disponibles para trasplante y de mejorar la funciéon del injerto después del trasplante.

El recalentamiento o reperfusion controlada y con suministro de oxigeno (COR) es la
aplicacion mas reciente que se le ha dado a la maquina de perfusién. La perfusion
comienza a temperaturas hipotérmicas y aumenta gradualmente hasta Ia
subnormotermia >2, mejorando la restituciéon de la homeostasis celular y mitigando la
lesién por reperfusidn 62,
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Recientemente se ha aplicado COR clinicamente, se trasplantaron de manera
exitosa seis injertos provenientes de DBD y aceptados bajo los criterios de "asignacion
de rescate" 7. El grupo COR demostrd un pico de AST mas bajo al compararlo con los
controles, y el 100% de los pacientes e injertos sobrevivieron luego de los 6 meses
post-trasplante.

Por otra parte, se espera que la perfusién subnormotérmica ex vivo tenga un papel
cooperativo con otras técnicas de preservacion ’2. Un ejemplo de esto es la técnica de
sobreenfriamiento o supercooling, que fue utilizada para preservar higados de rata
hasta 96 h 73. El supercooling se combind con la perfusién subnormotérmica para la
carga de crioprotectores en el higado, asi como para el recalentamiento posterior al
enfriamiento. Antes del supercooling, los investigadores utilizaron la perfusién
subnormotérmica para cargar en los higados de rata aislados un derivado de glucosa
no metabolizable (3-O-metil-d-glucosa, 3-OMG). Los higados fueron enfriados hasta los
-6°C y se evitd la formacién de hielo intracelular y, al final del supercooling, se
realizaron 3 h de perfusidn subnormotérmica para lograr un periodo de recuperacién
adecuado para el higado antes del trasplante ortotdpico. La supervivencia del receptor
a tres meses post-trasplante en el grupo que recibié higados enfriados durante 72
horas a -6°C fue del 100%.

- Normothermic machine perfusion (NMP) (35°C-38°C):

El término normotermia generalmente se refiere a la temperatura corporal
fisiolégica de las especies utilizadas en el estudio, es decir, 37°C para estudios en
humanos y roedores, y 38°C en estudios con modelos porcinos. La idea que subyace a
la técnica es replicar el metabolismo normal del higado fuera del cuerpo,
proporcionando oxigeno y los sustratos esenciales en un ambiente mantenido a una
temperatura normal (37°C), evitando por completo la isquemia y la hipotermia ¢’. Una
de las principales ventajas que presenta la perfusién normotérmica es la oportunidad
de evaluar la viabilidad del érgano antes de su trasplante %2, mediante la medicion de
marcadores del metabolismo hepatico (es decir, la produccién de bilis y la liberacién
de enzimas hepaticas). La dificultad de la técnica radica en proporcionar suficiente
oxigeno y otros sustratos necesarios para prevenir el deterioro posterior del injertoy la
contaminacidn bacteriana, que es mas probable que ocurra en ambientes célidos ©°.
Por lo general, se requieren perfusatos basados en concentrados de glébulos rojos,
plasma, nutrientes, cofactores e insulina, antibidticos, electrolitos y tampones, lo que
hace que la perfusion mecdnica normotérmica sea un procedimiento complejo y
costoso 8.

La tecnologia de perfusidn normotérmica se desarrolld inicialmente para mitigar los
efectos negativos producidos por la preservacion por SCS, pero los beneficios
adicionales han permitido su uso para fines mas amplios °*. Por ejemplo, con el
agregado de un "céctel de desengrase" en la solucién de perfusidn se busca aumentar
el efecto protector de la perfusién al estimular el metabolismo de los lipidos. La
adicién de este coctel y la perfusion normotérmica durante 3 horas redujo el
contenido de lipidos intracelulares de higados de rata esteatdsicos en un 50% 7. Otro
beneficio adicional de la perfusién normotérmica es la capacidad de extender los
tiempos de preservacion del érgano. En la primera serie clinica, Ravikumar y col 7°
pudieron preservar higados durante 20 h sin comprometer el resultado en el receptor.
Por otro lado, Liu y col 7® informaron un caso que describe la actividad metabdlica de
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un higado humano desechado y perfundido durante 86 h. Este es un hallazgo
importante, ya que la preservacion a largo plazo podria brindar una oportunidad para
la regeneracion de tejidos y para el reacondicionamiento de drganos mediante
intervenciones farmacoldgicas, inmunoldgicas y genéticas. En ese caso, la produccién
de bilis y la metabolizacién de lactato se conservaron hasta el final de las 86 h. La
histologia del parénquima mostré hepatocitos completamente sanos. De todas formas
hay que citar que el trabajo tiene la limitacion de que los higados no fueron
trasplantados.

Nasralla y col describieron el primer ensayo clinico aleatorizado multicéntrico en el
gue se compard la perfusién normotérmica con la SCS estatica, 170 higados fueron
perfundidos en normotermia y 164 preservados por SCS. Luego de 1 ano post-
trasplante hubo una reduccién significativa en la lesién del injerto a pesar de presentar
una tasa de rechazo de los érganos de un 50% y un tiempo de preservacion medio 54%
mas largo. Al utilizar la perfusion normotérmica no se obtuvieron ventajas
significativas en términos de ninguna medida importante, como por ejemplo mejoras
en la supervivencia del injerto o del paciente, o la frecuencia de complicaciones biliares
77, Por otro lado, Mergental y col informaron la realizacién de trasplantes de higado
luego someterlos a un periodo de perfusién normotérmica para evaluar la viabilidad de
higados previamente rechazados. Utilizaron estos higados después de un periodo
variable de SCS e informaron resultados alentadores con una estancia hospitalaria
promedio de 10 dias y supervivencia del injerto en todos los receptores ’8.

Es probable que en el futuro préximo, el concepto de perfusién normotérmica
como método de preservacién sea cambiado al de método de tratamiento y
reparacion de érganos 7°.

Caracteristicas de la dinamica de la perfusion

Al perfundir el higado, debe tenerse en cuenta un pardmetro muy importante, el
efecto de la temperatura. Cuando se disminuye la temperatura desde 37 a 4°C se
produce la constriccion de la vasculatura hepatica y el aumento en la resistencia al
flujo de perfusion.

Las presiones de perfusién reportadas en la literatura para los flujos venosos (0,14 —
0,50 mL/min.g higado) y arterial (0,10 — 1,20 mL/min.g higado) varia entre 3 y 18
mmHg y entre 20 y 80 mmHg, respectivamente °3. La presidon de perfusién debe ser
cuidadosamente controlada ya que, una presidn muy baja no perfundiria
completamente al higado y una presién muy elevada provocaria un dafio irreversible
en el mismo. Lo que significa que la presidon de perfusion debe permitir la perfusidon
completa del drgano y generar el minimo dafio del endotelio. Algunos autores
aseguran que se alcanza una perfusion hepatica efectiva a 4°C, trabajando
aproximadamente al 50% de la presion portal normotérmica. En otros trabajos se
obtuvieron mejores resultados empleando una presion de perfusidn igual al 25% de la
circulacion normal del higado a 37°C 2. Al trabajar con ratas, el higado se suele
perfundir sélo a través de la vena porta, mientras que, en animales grandes como el
cerdo, este d6rgano se perfunde a través de la vena porta y también de la arteria
hepatica 31. La carencia del suministro arterial, en el caso de las ratas, condiciona los
resultados experimentales y dificulta la extrapolacion de los resultados.
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Rol del O; en la preservacion hipotérmica

Como se menciond anteriormente, la hipotermia disminuye la velocidad del
metabolismo celular. Fujita y sus colaboradores 8! determinaron que la cantidad de O3
que se consume a bajas temperaturas, es funcidn logaritmica de las mismas:

VO, =0,21.10%92T (umolO; . min?. g higado™) Ec. 1

Como la relaciéon es logaritmica, el consumo disminuye a medida que la
temperatura también lo hace, pero no llega a cero (el metabolismo requiere 0,27 umol
02/min. g higado a 4°C). Esto implica que se requiere un cierto suministro de O;
durante la perfusién hipotérmica del higado 8. Sin embargo, la oxigenacién de la
solucién de preservacién puede considerarse como un arma de doble filo; el Oz es
necesario para reabastecer energéticamente al sistema, pero podria ocasionar un
aumento de EROs que ocasionaria injurias a nivel celular %4 Existen evidencias
experimentales que indican que la preservacion aerdbica de los higados provenientes
de donantes marginales es superior, respecto de la preservaciéon por SCS 583, El
suministro continuo de O, permite restaurar la integridad estructural y la homeostasis
energética durante la preservacion >°. Vekemans y sus colaboradores compararon
higados perfundidos en un sistema de perfusion hipotérmica a cuya solucién de
perfusion se le suministré Oz, con higados que fueron perfundidos en iguales
condiciones sin O,. Los hepatocitos correspondientes al grupo al que no se le
suministré O, presentaron vacuolas. La intensidad de la “vacuolacion” refleja el grado
del dafo producido por la isquemia. Algunos autores hacen referencia a estas vacuolas
como “postmortem” o “vacuolas andxicas”. El hecho de que estas vacuolas sean el
reflejo de un insulto andxico queda comprobado al observar que el suministro de O; a
la solucidon de perfusidn previene este fendmeno, generando una éptima preservaciéon
84 Aunque existe un gran interés por el rol del O, en los sistemas de perfusion, los
requerimientos del mismo durante la perfusion de higados, no se conocen en
profundidad.

Viscosidad y presién coloidosmaética (oncética)

La viscosidad es una medida de la resistencia del flujo debido a la friccidn interna de
un fluido. Debido a esta, es necesario aplicar una fuerza para que una capa de fluido se
mueva en relacion con otra capa. Cuando la resistencia del flujo interno es
independiente de la fuerza externa, como es el caso del agua, el fluido se denomina
fluido newtoniano. En cambio, cuando el fluido cambia su viscosidad al exponerse a
diferentes esfuerzos de cizallamiento, se denominan fluidos no-newtonianos y las
viscosidades de tales fluidos se denominan viscosidades aparentes.

En el higado, la resistencia vascular sera directamente proporcional con la
viscosidad del fluido de perfusion, en nuestro caso la solucién de preservacién. En los
operativos donde se utiliza preservacién estatica, se demostré que la viscosidad de la
solucién de lavado inicial puede jugar un papel importante sobre el resultado de la
preservacion de 6rganos que provienen de donantes a corazdn no batiente 8>, Ademas,
la concentracidén del agente oncdtico contenido en la solucidn de preservacion afecta
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fuertemente a su viscosidad. Por ejemplo, el almidén hidroxietilado (HES) presente en
la solucion UW afecta el lavado de los érganos debido a que estimula la agregacion de
gldbulos rojos 8. Los higados preservados con soluciones de baja viscosidad mostraron
una menor resistencia vascular que los que se lavaron con la solucion UW en frio y
mejoraron la viabilidad del érgano.

Por otro lado, los efectos de la temperatura sobre la viscosidad del fluido en los
procedimientos de preservacién empleando técnicas de perfusidon no se investigaron
rigurosamente. Consideramos que es importante llevar a cabo estudios que, no
solamente comprendan el efecto de la temperatura, sino también el agregado de
agentes coloides sobre la viscosidad de la solucién y cémo esto afecta el resultado del
organo después de la preservacion.

Starling: “en los vasos sanguineos circulan proteinas que no pueden atravesar la
membrana endotelial, estas proteinas retienen liquido en el interior del vaso. Los
coloides intravasculares promueven la absorcion desde el espacio intersticial hacia la
microvasculatura” ®’.

La presion coloidosmética (COP) o presion oncotica del plasma es una forma de
presién osmética producida por las proteinas plasmaticas a nivel de las membranas
capilares. Representa la fuerza contraria a la presién de filtracién en la circulacién
sanguinea y, por lo tanto, es parcialmente responsable de la distribucion del agua
entre la vasculatura y el espacio intersticial ®. Su valor fisioldgico es de
aproximadamente 25 mmHg y es determinado principalmente por la concentracién de
albumina en la sangre.

Al aplicar este concepto en la preservacién de 6rganos, particularmente en
experimentos de perfusién a largo plazo, las sustancias oncéticamente activas son
esenciales para contrarrestar el edema intersticial, que se produce inevitablemente
cuando estas sustancias no se agregan a la solucién de perfusién (Figura 9).

‘ Sin Con Figura 9. En ausencia de un agente
coloide coloide . . s .
coloide, la presion del flujo puede
= i causar una rdpida expansion del
espacio intersticial y el colapso de la
‘ red vascular conduciendo a wuna
perfusion incompleta. Con el agregado
{ de un agente coloide, en cambio, la
|’ \' red vascular permanecera con la
‘ ‘. l turgencia normal y los espacios
44}.\ intersticiales también permaneceran
‘\ A V‘ Sistema de manera normal. Extraido de F.O.
WA vascular Belzer and J.H. Southard, 1988.
RMAA
\A

}l\
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La COP puede participar sobre:

- Variables como el contenido total de H,0 de los tejidos y su distribucion en espacios
intracelulares e intersticiales durante la perfusién hipotérmica.

- Generar gradientes de presidon hidrostatica bajos durante los procedimientos de
perfusién, impidiendo la correcta perfusion del tejido.

- Las mismas variables luego de la perfusiéon normotérmica y sus efectos sobre el flujo,
la resistencia intrahepatica, el dafo tisular y la produccion de bilis.

Preservacion estatica (SCS, Simple Cold Storage)

Poco tiempo después de que Folkert Belzer comience con sus experimentos en
preservacion dindmica, Collins >! desarrollé una nueva solucion de preservacion
acelular, la cual trata de imitar la concentracion de electrolitos en el medio
intracelular. Con esta solucién fue posible preservar drganos en frio de manera
estatica.

En el proceso de preservacion de érganos se pueden definir tres fases: la fase de
procuracion, la de preservacién propiamente dicha y por ultimo la reperfusion. En la
fase de procuracién, el higado donado es liberado de los ligamentos que lo sostienen y
se le hace fluir soluciéon de preservacion fria para lavar los componentes sanguineos
del interior y enfriarlo de manera rdpida. Luego de este lavado inicial, el higado es
extraido del donante y colocado en una bolsa llena con la misma solucién de
preservacion. En este momento es cuando comienza la fase de preservacion, y
continua colocando al higado dentro de una conservadora llena de hielo. Para prevenir
el contacto directo del 6rgano con el hielo y el subsecuente dafio por congelamiento
gue esto podria ocasionar, se coloca una segunda bolsa llena de solucidn salina
alrededor de la primera que contiene al érgano. Finalmente, se utiliza una tercera
bolsa para cubrir las otras dos anteriores y asegurar las condiciones de esterilidad. De
esta forma, el higado sera transportado hasta el quiréfano donde serd implantado
(Figura 10).

Figura 10. Almacenamiento y traslado por la técnica de Simple Cold Storage (SCS).
Técnica utilizada de rutina en Argentina para preservar los érganos para trasplante.

La temperatura adecuada para la preservacidn estdtica esta comprendida entre O y
4°C. En este rango de temperaturas, el metabolismo celular estd reducido hasta
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aproximadamente un 10% de la actividad normal a 37°C. De esta forma, la necesidad
de oxigeno y nutrientes decrece, y la produccion de desechos disminuye. Estas
temperaturas son facilmente alcanzables por enfriamiento con hielo.

La técnica de preservaciéon por SCS gand adeptos por sobre la preservacidon con
maquinas de perfusidon debido a su simpleza, a que no requiere de equipamiento
sofisticado y ademas brinda facilidad para el transporte. Desde este momento la
mayoria de los estudios se enfocaron en encontrar una solucién de preservacién
Optima. A finales de la década del 60 y principios de los 70, soluciones de preservacion
como la solucién Ringer lactato, la solucién de Collins y luego la solucién Euro-Collins
mejoraron la viabilidad de los érganos luego de la preservacién. De todas formas fue
recién en los 80s cuando Belzer y sus colaboradores desarrollaron la solucion de la
Universidad de Wisconsin (UW) 3382, en este momento se pudo optimizar la técnica de
SCS. A diferencia de las soluciones de preservacién anteriores, la solucion UW incluyd
un agente no permeable para prevenir el hinchamiento celular o cellular swelling. Con
esta solucién se pudieron preservar higados durante 48 h en experimentos de
laboratorio °%°! y por 12-18 h en la clinica, comparadas con las 6 h que se habian
logrado con la solucion EuroCollins 2. Estos avances, junto con la introduccion de
agentes inmunosupresores mas especificos, un mejor entendimiento y tratamiento de
las complicaciones, fueron factores que mejoraron los resultados en el trasplante de
organos y convirtieron a la preservacién estatica de higados, utilizando a la solucién
UW, en el método Gold Standard. Durante mas de dos décadas ésta técnica no ha
sufrido grandes modificaciones, las que se han realizado consistieron en el agregado
de farmacos con el objetivo de revertir los efectos de la isquemia fria y acondicionar el
organo para la reperfusion.

30



Introduccion Matias E. Carnevale

HIPOTESIS DE TRABAJO

En el campo de los trasplantes de dérganos constantemente se buscan nuevas
alternativas que permitan, no soélo conseguir mejores resultados, sino también
extender el tiempo de preservacién, mejorar la calidad de vida de los pacientes y
mejorar los costos. Sin embargo, debido a que el trasplante hepdtico en los ultimos
afios se ha convertido en el tratamiento de eleccion para la gran mayoria de las
patologias que conducen a la falla hepatica terminal, aumenté la demanda de drganos
y la disponibilidad no alcanza a cubrir dicha demanda. Es por esto, que el principal
objetivo de las investigaciones en preservacién y trasplante, actualmente radica en
lograr utilizar, con buenos resultados, los érganos provenientes de donantes a corazén
no batiente (DCD) y ampliar la disponibilidad de érganos para trasplante. Este tipo de
donacién presenta la desventaja de que los 6rganos han sufrido una fase de isquemia
caliente (IC) ineludible que pesa sobre los érganos antes de que éstos deban afrontar
la etapa de isquemia fria y la reperfusién en el cuerpo del receptor. No obstante, la
calidad de un drgano a trasplantar depende esencialmente, de la eficiencia de la
técnica de preservacion utilizada para protegerlo durante el tiempo que deba
permanecer fuera del organismo. Asi, la etapa de preservacién en frio puede
contribuir al dafo iniciado durante la IC; o bien, puede representar la oportunidad para
re-acondicionar érganos marginales.

En este sentido, el desarrollo de un sistema de perfusiéon hipotérmica y de una
solucién de preservacion, especialmente pensada para la utilizacion en dicho equipo,
nos permitird hacer empleo de higados que han sufrido un periodo de isquemia
caliente para el trasplante hepatico, lo que ampliaria el pool de érganos disponibles.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los parametros funcionales, bioquimicos y moleculares involucrados en
la perfusién hipotérmica y SCS de higados de rata para trasplante. Aplicar estos
conocimientos al rescate de higados provenientes de donantes a corazén no batiente
con tiempos de isquemia controlados, a través de la mdquina de perfusidon
hipotérmica, estudios in vitro y el trasplante hepatico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Disenar un prototipo para la perfusion hipotérmica de érganos para trasplante
en ratas.

2. Establecer las condiciones de flujo, presién y temperatura de perfusién que
garanticen una éptima viabilidad de los higados.

3. Realizar una caracterizacidn fisicoquimica de la soluciéon de preservacién BGP-
HMP y asegurar la demanda tisular de oxigeno a bajas temperaturas, determinando el
tenor de oxigeno de la solucién de perfusion/preservacion.

4. Investigar los efectos de cada protocolo de perfusién/preservacion mediante la
reperfusion normotérmica, utilizando el modelo de higado aislado y perfundido de
rata.

5. Caracterizar las alteraciones estructurales y funcionales que ocurren durante la
preservacion/perfusién/reperfusion.

6. Evaluar la performance de la solucion de preservacion/perfusién BGP-HMP, de
desarrollo propio, y compararla con la solucion HTK, mediante las técnicas de
perfusién hipotérmica y SCS.

7. Evaluar la performance de la solucidn de preservacién BGP-HMP mediante la
técnica de trasplante heterotdpico de higados de rata. Cotejar el rendimiento del
protocolo con el obtenido para la solucidn comercial HTK.

8. Disefiar, utilizando la informacidn obtenida en los experimentos previos, un
prototipo portatil que pueda ser utilizado para transportar los higados mientras son
preservados, e implantarlos en otro laboratorio, con la idea de extrapolarlo a la clinica
en un futuro.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ALT (alanina aminotransferasa)

AST (aspartato aminotransferasa)

ADP (adenosina difosfato)

ATP (adenosina trifosfato)

Cons0; (consumo de oxigeno)

COP (presion coloidosmética)

COR (recalentamiento controlado y con suministro de oxigeno)

DBD (donacién luego de la muerte cerebral o donacidn a corazén batiente)

DCD (donacion luego del paro cardiaco o donacidn a corazén no batiente)

FP (flujo portal)

HIF (factor Inducible por la hipoxia)

HMP (maquina de perfusion hipotérmica)

HTK (Solucion Histidina-Triptéfano-Cetoglutarato)

IC (isquemia caliente)

I/R (isquemia y reperfusion)

IPRL (sistema de perfusion de higado de rata aislado)

KH (Krebs-Henseleit)

KHD (Krebs-Henseleit + Dextran)

LDH (lactato deshidrogenasa)

LPT (long preservation time)

MMP (maquina de perfusién a temperaturas medias)

NADH (Nicotinamida adenina dinucleétido)

NF-kB (Factor nuclear kB)

NMP (maquina de perfusidon normotérmica)

PB (produccidn de bilis)

pHMP (maquina de perfusién hipotérmica portatil)

RI (resistencia intrahepatica)

SCS (preservacion hipotérmica estatica)

SD (desviacidn estandar)

SNMP (maquina de perfusién a temperaturas subnormotérmicas)

SPT (short preservation time)

U (cantidad de enzima que en una reaccidn enzimatica, cataliza la conversién de 1
pumol de sustrato por minuto)

UW (soluciéon de preservacion de la Universidad de Wisconsin)
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ANGLICISMOS

Blebs: protuberancias o burbujas en la superficie celular.

Buffer: es un sistema constituido por un acido débil y su base conjugada o por una
base y su acido conjugado que tiene capacidad "tamponante", es decir, que
puede oponerse a grandes cambios de pH (en un margen concreto) en una
disolucion acuosa.

Cellular swelling: hinchamiento celular.

COP (colloid osmoticpressure): presion coloidosmética.

COR (Controlled oxygenated rewarming): recalentamiento controlado y con

suministro de oxigeno.

DBD (donation after brain death): donacién luego de la muerte cerebral.

DCD (donation after circulatory death): donacién a corazén no batiente.

HMP (Hypothermic machine perfusion): maquina de perfusién hipotérmica.
IPRL (Isolated perfused rat liver): sistema de perfusion de higado de rata aislado.
Kit: conjunto de reactivos para llevar a cabo una determinacién.
MMP (Midthermic machine perfusion): maquina de perfusidén a temperaturas medias.
NMP (Normothermic machine perfusion): maquina de perfusién normotérmica.
pHMP (portable hypothermic machine perfusién): maquina de perfusién hipotérmica
portatil.
SCS (Simple Cold Storage): preservacion hipotérmica estatica.
SD (standard deviation): desviacidon estandar.
SNMP (Subnormothermic machine perfusion): maquina de perfusion a temperaturas
subnormotérmicas.
Supercooling: proceso de enfriar un liquido por debajo de su punto de congelamiento
sin que pase al estado sdlido.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS Y EQUIPAMIENTO

DROGAS SOLIDAS

Acido citrico anhidro, CsHsO7

Adenosina, Sigma-Aldrich

Almidén hidroxietilado, gentilmente donado por el Dr. A. Sputtek, Alemania °3
BES, MP Biomedicals

Bicarbonato de sodio (NaHCOs3), Merck

Carbonato de sédio (NaCOs), Cicarelli

Citrato de sodio dihidratado, Cicarelli

Cloruro de calcio (CaCly), Cicarelli

Cloruro de potasio, Mallinckrodt

Cloruro de Sodio (NaCl), Anedra

Cloruro férrico hexahidratado (FeCls.6H;0), Cicarelli
Dextrano 70, Applichem

Diacetil monoxima, MP

Estreptomicina, Sigma-Aldrich

Fosfato de potasio didcido (KH2PO4), Merck

Fosfato de potasio dibasico (K2HPQOa4), Merck
Glicina, US Biological

Glucdogeno, Merck

Gluconato de K, Sigma-Aldrich

Gluconato de Na, Merck

Glucosa, Biopack

Glutation, Sigma-Aldrich

Hidrato de Cloral, Parafarm

Hidroxido de potasio (KOH), Merck

Isoflurano Baxter, Aponor

Nicotinamida adenina dinucledtido (NADH), Sigma-Aldrich

Penicilina G sal sddica, ICN
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Piruvato de sodio, ICN

Polietilenglicol 35000, Sigma-Aldrich
Sucrosa, MP Biomedicals

Sulfato de magnesio (MgS0a4), Anedra
Taurocolato de Sodio, Sigma-Aldrich
Tiosemicarbazida, ICN

Urea, Anedra

DROGAS LIQUIDAS

Acido clorhidrico (HCI), Anedra
Acido fosférico (HsPOa), Cicarelli
Acido perclérico (HCIOs), Cicarelli
Acido sulfurico (H2S04), Merck
Etanol, Sintorgan

Etilenglicol, Anedra
Formaldehido 37%, Anedra
Heparina, Sobrius

Patrones de pH de 7,00 y 10,00, Merck
Solucion HTK, Custodiol®
Solucion UW, ViaSpan®

Tramadol, Algen LD

KITS COMERCIALES WIENER LAB. Y ENZIMAS

a-amiloglucosidasa, Sigma-Aldrich
Alanina aminotransferasa GPT (ALT)
Aspartato aminotransferasa GOT (AST)

Glicemia enzimatica
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EQUIPAMIENTO

Agitadores magnéticos: Hanna HI 200M, Boeco MMS-3000

Bafio ultrasonico Cleanson

Bafios termostaticos: Dubnoff, Daihan Labtech, Memmert y PolyScience

Bomba peristdltica Masterflex

Camara Cannon PowerShot A 620

Espectrofotometro Libra S22, Biochrom

Bomba inyectora programable (Sage Instruments) para taurocolato
Microcentrifugas: Universal 32R, Hettich y Minispin, Eppendorf

Microscopio 6ptico Axiolab, Zeiss, Germany

Microscopio estereoscopico ,Zeiss, Germany

Oncémetro Osmomat 050, Gonotec, Germany

Osmoémetro crioscépico Osmomat030, Gonotec, Germany

pHmetros: Denver Instruments y Hanna Instruments

Biological Oxygen Monitor 5300 y Oxygen Probe 5331, Yellow Spring Instruments
Termodmetro digital Center 301 Type K

Triturador de tejido Ultraturrax t-25 basic + UT-dispersible tool T25. IKA® Works

Viscosimetro digital rotativo, (Shanghai Nirun Intelligent Tech., modelo SNB-2).

ANIMALES

Se utilizaron machos adultos de ratas de la cepa Sprague Dawley, cuyo peso
corporal se comprendié entre 250-300 g. Todos los animales de laboratorio fueron
obtenidos del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Médicas, UNR. Las ratas
fueron mantenidas en las instalaciones del Centro Binacional (Argentina - Italia) de
Investigaciones en Criobiologia Clinica y Aplicada (CAIC) hasta el momento de la
cirugia, a temperatura controlada (25°C) y con ciclos de luz/oscuridad de 12 h. El agua
y los alimentos fueron suministrados ad libitum. Todos los experimentos que
involucraron animales se realizaron de acuerdo a las reglamentaciones internacionales
para el cuidado y manejo de animales de laboratorio, y con protocolos aprobados por
la comisidn de bioética para el manejo y uso de animales de laboratorio de la FBioyF-
UNR (RESOLUCION N°899/2011) y bajo declaracién jurada ante el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Ciencias Médicas, UNR. Durante el transcurso de ésta tesis en todo momento se
procurd emplear la menor cantidad de animales y los mismos fueron tratados de
forma de provocarles el menor dafio y sufrimiento dentro de nuestras posibilidades.
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PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

El Centro Binacional (Argentina - Italia) de Investigaciones en Criobiologia Clinica y
Aplicada posee una sala disefiada especificamente para realizar microcirugias en
animales de laboratorio y todos los procedimientos fueron llevados a cabo en la
misma. Dicha sala posee el mobiliario y el material de cirugia necesarios: mesa de
cirugia, tabla adaptada para cirugia en pequeiios animales con orificios para el drenaje
de sangre y sujetadores para el posicionamiento del animal, ldmpara con lupa
incorporada, ldmpara infrarroja, descarte de material corto punzante, llaves de
suministro de carbdgeno y aire medicinal, aire acondicionado, extractor de aire, etc.

Procuracidn a corazén batiente. Modelo de donante clasico (DBD)

Los animales fueron previamente anestesiados mediante una inyeccién de hidrato
de cloral (50 mg/100 g peso corporal) de manera intraperitoneal. Al comprobarse que
los mismos no respondieron a ningun estimulo fueron sujetados sobre el area de
cirugia donde se llevé a cabo la apertura de la cavidad abdominal en forma de T
invertida. Los intestinos fueron desplazados hacia el flanco izquierdo de cada animal,
lo cual permitid la visualizacion de los grandes vasos abdominales. En este momento
los animales fueron heparinizados a través de la vena femoral con 100 pL de solucién
salina de heparina (1000 Ul/mL) con el objetivo de evitar la posible formacion de
trombos y obstaculizacién de la microcirculacion hepatica. Luego de aislar y ligar el
esofago el mismo fue seccionado con el fin de facilitar la posterior remocién del
higado. Se cateterizd el conducto biliar (colédoco) con un catéter PI-50 (Intramedic,
USA) para evitar compresiones y reflujo biliar, asi como para colectar las muestras de
bilis durante la reperfusion. Posteriormente se procedid con la cateterizacion de la
vena porta, para lo cual se empled un catéter 14G (Abbocath, USA) de 2.1 mm de
diametro interno, y la arteria hepatica fue ligada. En ese momento se encendio la
bomba peristdltica (Masterflex, USA) y comenzd a perfundirse el higado a través del
catéter anteriormente colocado en la vena porta. La solucion de lavado fue Krebs-
Henseleit saturada con carbégeno (95% O, — 5% CO2) a 10 mL/min y 37°C con el fin de
remover la sangre del 6rgano (lavado del drgano). A continuacién se procedié a
seccionar la vena cava inferior abdominal por debajo de las venas renales con el fin de
liberar la presion dentro del 6rgano y luego fue ligada firmemente. Por dltimo, se
abrié el diafragma y se introdujo un catéter de acero (3 mm de didmetro interno) en
la vena suprahepatica. Sin interrumpir la perfusién se terminaron de cortar los
ligamentos hepaticos y se extrajo el higado cuidadosamente.

Procuracidn a corazén parado. Modelo de donante marginal (DCD)

El procedimiento fue similar al descripto para los donantes clasicos, donde cada uno
de los animales fue anestesiado y sujetado a la tabla de cirugia. Luego de la incisién de
la cavidad abdominal se procedié con el aislamiento del eséfago, cateterizacion del
colédoco e introduccion del catéter en la vena porta. En lugar de iniciar la perfusién, es
en este momento cuando se introduce la variante de este modelo; la misma radico en
la induccion del arresto cardiaco. El mismo se llevé a cabo mediante la inyeccién por
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via femoral de 300 pL de heparina 500 Ul/mL + KCI 2M °% El i6n K' en altas
concentraciones despolariza las membranas celulares del musculo cardiaco, lo cual
genera el arresto cardiaco dentro de los 30 segundos. Con un estetoscopio se
corrobord el cese del latido cardiaco y se cronometraron 45 minutos, la duracién de la
IC para nuestro modelo. Luego de transcurrido este tiempo de isquemia, se inicié la
perfusion (10 mL/min) a través del catéter 14G introducido en la vena porta, con
solucidn Krebs-Henseleit. Posteriormente se procedié de la misma manera que para el
modelo de donante tradicional hasta la remocidn del higado de la rata.

TECNICAS DE PRESERVACION

Preservacion hipotérmica estatica o SCS (Static Cold Storage)

La preservacion estdtica es la técnica que se utiliza con mayor frecuencia en la
practica clinica para preservar drganos para trasplante debido a su baja complejidad,
su buena efectividad, es facil de transportar y ademas es una técnica econémica *°. La
misma se centra en los efectos beneficiosos del descenso rapido de la temperatura y
en la utilizaciéon de soluciones de preservacién especialmente disefiadas con el fin de
atenuar las injurias inherentes al proceso de procuracion, preservacion y trasplante del
injerto °¢ (contrarrestar el hinchamiento celular, prevenir la expansion del espacio
intersticial y proveer las condiciones para el restablecimiento del ATP).

La técnica de preservacién hipotérmica estatica consiste en el lavado del 6rgano con
soluciéon de preservacion fria, la cual se hace circular a través de los catéteres
colocados en los vasos sanguineos del 6rgano a ser procurado. Posteriormente el
organo es inmerso en un recipiente que contiene solucién de preservacion y es
depositado en una conservadora con hielo. En nuestro caso, al finalizar la extracciéon
del higado del cuerpo del animal se interrumpié la perfusién con buffer Krebs-
Henseleit y se llevd a cabo un lavado con 20 mL de solucién de preservacién a 4°C.
Seguido de esto, el higado fue sumergido en 80 mL de la misma solucién de
preservacion, en un frasco de vidrio (Boeco 100 mL, Alemania). El frasco conteniendo
el higado se cerré y fue almacenado dentro de una heladera, en una conservadora con
hielo (4°C) durante 24 h (Figura 11).

Figura 11. Preservacion hipotérmica estatica de higado de rata.
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Maquina de perfusidon hipotérmica (HMP)

Al momento de iniciar las pruebas de preservacion dindmica de higados de rata no
contabamos con la maquina de perfusién necesaria, por lo que decidimos disefar y
construir una, para lo cual se debieron tener en cuenta una serie de puntos.

Los parametros de perfusion son fundamentales, y como se describid
anteriormente, una de las principales ventajas que presenta la preservacion dindmica
es la capacidad de monitorear dichos parametros durante la totalidad del periodo de
preservacion. Esto es importante, debido a que los valores y las tendencias en los
patrones de presion y flujo, asi como la resistencia vascular del érgano, pueden
utilizarse para predecir si la viabilidad del érgano serd adecuada luego de la
preservacién. Ademads, cabe recordar que uno de los efectos producidos por la
hipotermia es la vasoconstriccién, lo que ademas, promueve que las células
endoteliales sean fragiles y mas propensas a lesiones inducidas por el esfuerzo de
cizallamiento que ejerce el flujo. Por lo tanto, el control adecuado de la presién es
esencial para prevenir lesiones en la pared de los vasos y a las células endoteliales,
como resultado de un flujo y presién de perfusién demasiado altos. Al controlar la
presién de perfusién, el flujo se vuelve dependiente de la resistencia vascular del
higado y ninguno de los dos puede llegar a ser demasiado alto. De este modo, al
utilizar un sistema que trabaje a presién constante, la tensién de cizallamiento en los
vasos nunca puede ser demasiado alta y se evita el dafio de las células endoteliales.

Otro punto a considerar es que, a pesar de que la hipotermia disminuye el
metabolismo celular, el higado aun consume oxigeno durante la preservacion
mediante la maquina de perfusion hipotérmica 8%82°7, Al consultar la bibliografia se
encontraron diversos reportes en los cuales se obtienen mejores resultados al
suministrar oxigeno adicional durante la perfusion 982,

Una condiciéon no menor es la autonomia de trabajo que debe garantizar la maquina
de perfusién. Para el presente trabajo, pensando en un tiempo de preservacion
exagerado en relacién a lo que habitualmente se emplea en la practica clinica, no mas
de 12 h de preservacion 09101 se debia garantizar un periodo de trabajo de al menos
24 h, lo que implica una capacidad de enfriamiento suficiente para mantener las
condiciones hipotérmicas dentro del rango de 0 a 4°C durante 24 h. Ademas, es
importante contar con un sensor de temperatura para monitorear la temperatura del
6rgano y de la solucién durante todo el periodo de preservacion.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, el disefio de un sistema de
perfusidn hipotérmica presenta el desafio de lograr una dindmica de perfusién 6ptima
y una oxigenacidn suficiente a bajas temperaturas, asi como también una autonomia
adecuada.

Descripcidn de la maquina de perfusion hipotérmica (HMP) disefiada

El concepto inicial del sistema HMP se basa en el almacenamiento en frio
convencional, es decir, el higado estd sumergido en solucién de preservacién que se
coloca en una caja de enfriamiento a bajas temperaturas. Este concepto se mantuvo,
con el agregado de un sistema de bombeo y un oxigenador.

Fotografias de la HMP en detalle se muestran en la figura 12. La misma consiste en
un reservorio que contiene la solucidon de preservacion/perfusién, un aireador, un
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soporte para la muestra, una bomba peristaltica, un medidor de flujo, un mandmetro
hidrostatico, un filtro, un atrapa burbujas que se conecta con una llave de tres vias,
sondas para medir pH y temperatura del sistema, cafierias de silicona y un bafo
termostatico.

El higado se sitla sumergido en una cdmara termostdtica que funciona de soporte
para el mismo, la cual permite que el perfusato al salir del higado recircule y alcance
nuevamente el reservorio para la solucion de preservacién. En la misma camara
también se insertaron un sensor de temperatura y el electrodo de pH de vidrio para
monitorear la evolucién de la temperatura y el pH durante el funcionamiento de la
HMP. Cada higado es perfundido durante 24 h con solucidon de preservacion a la
temperatura de trabajo elegida (5 o 10°C). La presidn es mantenida de manera
constante y cuidadosa (40 mmH0), por lo que el flujo de perfusion dependerd de
como se adapte cada higado a dicha presiéon de trabajo.

BOM BA’ TOMA DE
PERISTALTICA MUESTRAS

e )

FLUWIMETRO

MANOMETRO

BURBUIJAS
RESERV,

SOL. PRES.

HIGADO HOMOGENIZADOR

DE AIRE

BARO
TERMOSTATICO
(5 0 10°C)

Figura 12. Maquina de perfusion hipotérmica disefiada para realizar los
experimentos de preservacion dindmica de higados de rata. Esquema del sistema
con todas las partes constituyentes.
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Mandémetro

hidrostético

Bomba
peristaltica
Sondas de pH
y temperatura
Cémara de
_— Aireador

trabajo

Bafio termostatico

Sondas de pH

temperatura
v P Bomba

Flujimetro

Filtro y atrapa

burbujas
Sistema

homogeneizador

de aire
de muestras

Contenedor para
el higado

Reservorio de solucién de
preservacion

Figura 12 continuacion. Maquina de perfusion hipotérmica disefiada para
realizar los experimentos de preservacion dindmica de higados de rata.
Fotografias del equipo completo.

Descripcion de las piezas del sistema:

- Cdmara refrigerada de perfusion

- Reservorio para la solucién de preservacién
- Sistema homogeneizador de aire

- Flujimetro

- Soporte para el higado

- Sensor de temperatura y electrodo de pH

peristaltica

Sonda para toma
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- Filtro de nylon y atrapador de burbujas

- Llave de paso de tres vias

- Bomba peristaltica

- Oxigenador

- Mandmetro hidrostatico

- Jeringa para tomar muestras de perfusato
- Bafo termostatico

Cdamara de perfusion

La cdmara de perfusidon es una caja de material aislante (poliestireno expandido o
telgopor®) de 7 cm de espesor conformada por dos partes, una caja principal (31,8 cm
x 32 cm de base y 24 cm de alto) y una tapa complementaria (30,2 cm x 21,8 cm de
base y 21,8 cm de alto). En dicha caja se regula la temperatura por medio de la
circulacién de H,O/Etilenglicol 50% (v/v) a través de una serpentina de cobre interior y
que proviene desde un bafio termostatico enfriador.

La mayoria de los demdas componentes del sistema se situaron dentro de la cdmara
de perfusion:

e Reservorio para la solucién de preservacion

Un frasco de vidrio de 250 mL (Boeco, Alemania) con tapa a rosca. En la misma se
realizaron perforaciones para conectar las tuberias de entrada y salida de la solucién
de preservacion, para tomar muestras de la solucién y para conectar el aireador.

¢ Sistema homogeneizador de aire

Para disipar el aire y homogeneizar la temperatura dentro de la cadmara de
perfusion se instald un ventilador (12 cm de diametro) alimentado por una fuente de
12 V. El intercambiador de calor consistia en una serpentina de cobre sujetada al
ventilador, y por la misma circula liquido refrigerante (H,O/Etilenglicol 1:1)
proveniente de un bafio termostatico (Daihan Labtech Co., Ltd., Corea del Sur).

e Flujimetro

Se utilizd uno de aluminio de 65 mm, capaz de medir hasta 48.7 mL/min (Cole-
Parmer, USA). Para poder correlacionar de manera directa la unidad de escala
observada en el flujimetro con un valor de flujo se realizé una calibracién a diferentes
temperaturas (5 y 10°C), dicha puesta a punto se describe en una tesis de licenciatura
publicada por nuestro grupo de trabajo °’. Se obtuvieron las ecuaciones de ajuste
correspondientes y se determind que la relacién flujo vs. unidades de medida es
exponencial para ambas temperaturas (Figura 13).
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Calibraciéna 5 °C Calibracién a 10 °C

Flujo
(mL/min)

Unidades de escala Umidades de escala

y=1,0613. e “*®  R’=0 99601 y=1,1683. e "% R’=0 99364

Figura 13. Curvas de calibracion realizadas para el flujimetro Cole-
Parmer y sus ecuaciones de regresion exponencial a 5y 10°.

e Soporte para el higado

El higado se posiciona sumergido en solucién de preservacion, dentro de una
camisa de vidrio termostatizada a través del liquido refrigerante proveniente del bafio
termostatico, y que previamente pasa por el sistema homogeneizador de aire. La
camisa termostatizada a su vez posee un orificio de salida por el cual la solucién de
preservacion/perfusato vuelve a ingresar al reservorio de solucidon de preservacion
generando que el sistema sea recirculante.

El hecho de permitir que el higado durante la preservaciéon permanezca sumergido
en solucién de preservacion fria, permite que, en caso de ausencia de perfusién por
algin fallo en el sistema, el drgano aun se preserve utilizando el método de
almacenamiento en frio estatico o SCS.

e Sensor de temperatura y electrodo de pH

Con el objetivo de monitorear la temperatura, el pH de la solucién de preservacién
y la correccién del mismo por la temperatura durante la totalidad del periodo de
preservacioén, se utilizaron sondas de pH y temperatura conectadas a un pH-metro
(Hanna Instruments, USA). Dichas sondas se colocaron dentro de la camisa
termostatizada que contiene al higado sumergido en solucién de preservacién.

e Filtro de nylon y atrapador burbujas

Se utilizaron filtros extraidos de equipos de trasfusiéon de sangre convencionales. El
primero fue colocado inmediatamente luego del contenedor de solucién de
preservacién con motivo de atrapar cualquier particula o codgulo que se encuentre
circulando por el sistema. Un segundo filtro se situd justo antes de la llave de tres vias
donde se conecta el catéter colocado en la vena porta del higado, su funcién es atrapar
cualquier burbuja que se encuentre circulando y pueda ingresar al higado.

e Llave de paso de tres vias

Una llave de tres vias de policarbonato se colocd inmediatamente después del filtro
atrapador de burbujas para que funcione como via de paso del perfusato hacia el
higado. Ademas, se conecté un manémetro hidrostatico a la misma.
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Bomba peristdltica

El flujo de perfusidon fue regulado mediante una bomba peristdltica a rodillos
(Masterflex®, USA con un cabezal Easy-load Masterflex® L/S, Cole Parmer, USA). Este
tipo de bomba utiliza dos o mas rodillos que realizan un movimiento peristdltico al
apretar alternadamente un tubo que contiene fluido. Dependiendo de la cantidad de
rodillos, el flujo resultante es pulsatil o casi continuo. Se utilizé una tuberia
recomendada por el proveedor (Masterflex®, USA modelo HV-96400-16). La tuberia es
de silicona y presenta un didmetro de 3,1 mm; tolera presiones de hasta 2,7 bares y
puede resistir sin problemas rangos de temperaturas comprendidos entre -50 y 230°C.

La bomba peristaltica succiona la solucion de preservacidn desde el reservorio de
la misma por medio de una manguera de silicona. La solucién primeramente se hace
pasar por un filtro, luego a través del flujimetro, y previo paso por un atrapador de
burbujas perfunde al higado. Al ser un sistema recirculante, una vez que la solucién de
preservacion sale del higado pasa nuevamente hacia el reservorio y comienza
nuevamente el circuito.

Oxigenador

En nuestro laboratorio contamos con datos de mediciones de solubilidad de
oxigeno realizadas en diversas soluciones de preservacion y a diferentes temperaturas,
asi como datos de extraccién de oxigeno a diferentes temperaturas. A bajas
temperaturas los higados presentaron una actividad respiratoria menor al 5% respecto
al valor obtenido trabajando a 37°C °’. Lo anteriormente mencionado pone en
evidencia que no es necesario perfundir el tejido con altas concentraciones de O;
cuando es preservado a bajas temperaturas, ademas evita la formacién de especies
reactivas del oxigeno (ver apartado solubilidad de O; en la solucién de preservacién
BGP-HMP, pagina 52). Si bien la solubilidad del O, en la soluciéon BGP-HMP es menor
que para el agua, debido a que la misma es una mezcla compleja de agentes
osmoéticamente activos y otros solutos, lo que genera interacciones entre las especies
moleculares en la solucidén, no serd necesario saturar nuestra solucion de preservacién
con oxigeno (carbégeno, 95% O, — 5% CO;). De esta forma, para suministrar al higado
una cantidad suficiente de oxigeno durante el HMP, se selecciond un aireador
convencional de pecera el cual bombea 1,5 L de aire atmosférico por minuto. Antes de
burbujear a la solucién de preservacién, el aire se hace pasar por un contenedor con
H,Og4 para evitar arrastrar impurezas hacia la solucién de preservacioén.

Manometro hidrostdtico

Se instalé un mandmetro hidrostatico para determinar la presion portal de entrada
al higado en mmH;0 durante la perfusién hipotérmica del mismo. El mandmetro fue
conectado a la llave de tres vias situada justo antes del ingreso de perfusato al higado.
La presién portal en combinacién con el flujo de perfusién nos permite calcular la
resistencia vascular del 6rgano como medida de la viabilidad del 6rgano.
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Jeringa para toma de muestras

La extraccidon y toma de muestras de perfusato durante la perfusion hipotérmica fue
realizada mediante una jeringa de vidrio de 3 mL. La misma fue equipada con un
catéter inserto directamente en el frasco contenedor de solucién de preservacién.

Baio termostadtico

La preservacion de drganos a temperatura corporal (normotermia) tiene algunas
ventajas; por ejemplo mantiene el metabolismo normal y minimiza la acumulacién de
sustratos dafiinos para las células durante la preservacion. Por lo tanto, este tipo de
preservacion puede conducir a un mejor resultado, ademas, permite evaluar la
viabilidad durante la preservacién, ya que el érgano se mantiene en pleno
funcionamiento **. Sin embargo, la preservaciéon a la temperatura corporal es mas
compleja e implica complicaciones adicionales. Se necesita incluir sangre completa,
glébulos rojos purificados, o compuestos sintéticos portadores de oxigeno, la
temperatura debe mantenerse rigurosamente y es obligatoria la adicidon de nutrientes
a la solucion de perfusion.

Por lo expuesto anteriormente, entre otras cosas, se ha optado por emplear
temperaturas de preservacion hipotérmicas (0-10°C), las cuales deben mantenerse
durante todo el periodo de preservacion. Para ello se empled un bafio termostatico
con circulacion (Daihan Labtech Co., Ltd., Corea del Sur) que permite regular y fijar la
temperatura de la cdmara de perfusion de manera electrénica todo el tiempo que sea
necesario.

Operacion de la maquina de perfusién hipotérmica

Para operar la maquina de perfusién hipotérmica es sumamente importante revisar
todos los componentes del sistema y dejarla en condiciones previamente a comenzar
la cirugia de procuracién del higado. En un primer momento se carga la camisa
termostatizada que actia como soporte para el higado con 250 mL de solucién de
preservacion fria. Posteriormente se enciende el bafo termostatico para que inicie la
circulacion del liquido refrigerante por la cdmara de perfusion, en el mismo se fija una
temperatura inicial de 15°C. Finalmente se enciende el ventilador para homogeneizar
el aire dentro de la cdmara de perfusion, se calibra el pHmetro, se eliminan todas las
burbujas que puedan estar circulando por las cafierias y se enciende el aireador de
pecera para que la solucién de preservacion comience a saturarse.

Una vez que se han tomado todos los recaudos anteriormente mencionados vy la
maquina de perfusién hipotérmica se encuentra en condiciones de ser operada, se
procede a realizar la cirugia de procuracién del higado. Posteriormente el mismo es
trasladado hacia la maquina y se conecta mediante el catéter 14G introducido en la
vena porta. De esta manera, el higado queda colgando dentro del soporte para el
mismo y sumergido en la solucidén de preservacion, evitando de esta manera posibles
contorciones y estrangulaciones de los vasos hepdticos que puedan dificultar la
correcta perfusion del higado. Cabe destacar que en ultima instancia, el parametro que
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nos revela alguna anomalia en la posicion de los catéteres, obstruccién o
estrangulacion es la presién hidrostatica.

El higado comienza a perfundirse lentamente, la velocidad y flujo de perfusiéon son
incrementados gradualmente hasta alcanzar una presion portal de trabajo constante
de 40 + 5 mmH;0 (aproximadamente el 25% de la presidén portal normotérmica). Para
lograr trabajar a presion constante se regulé el flujo de perfusion (oscilé entre 0,23 y
0,35 mL/min.g hig) siempre que fue necesario. La temperatura de trabajo es
disminuida de manera gradual, hasta llegar a 4°C dentro de las dos primeras horas de
perfusion. La temperatura es medida constantemente mediante una sonda colocada
en la cdmara que contiene al higado y conectada al pHmetro Hanna Instruments. Se
realizan 24 h continuas de preservacién por perfusidon y posteriormente el higado se
traslada hacia el sistema de higado aislado y perfundido (IPRL). Durante la
preservaciéon se toman muestras de perfusato a las 0, 5, 20 y 24 horas de perfusién
(tiempos 0, 1, 2 y 3 respectivamente) para determinar los niveles de las enzimas
hepaticas LDH, AST y ALT presentes en el perfusato.

SOLUCIONES DE PRESERVACION EN FRIO

Para que un procedimiento de trasplante sea exitoso, la integridad del érgano a ser
injertado es clave. El mismo debe recuperar rdpidamente su funcion al restablecer el
flujo sanguineo en el cuerpo del receptor luego de ser preservado e injertado. Para
ello, existen dos factores fundamentales:

e Hipotermia (0-4°C): permite disminuir las demandas metabdlicas del tejido
durante su almacenamiento y/o transporte.

e Solucidn de preservacion: las soluciones de preservacion estan especialmente
disefiadas con el propdsito de disminuir, en el mayor grado posible, todos aquellos
mecanismos de injuria generados por la isquemia fria (deplecion de ATP, desbalance
idnico, estrés oxidativo, inflamaciodn, etc.).

Durante los experimentos llevados a cabo en el marco de la presente tesis doctoral
se emplearon dos soluciones de preservacién diferentes:

Solucidn Histidina, Triptofano y Cetoglutarato (HTK) CUSTODIOL®

Esta solucidn, disefiada por Bretschneider, fue originalmente pensada para
cirugias cardiacas, pero en la actualidad es ampliamente utilizada en la preservacién
hepatica y renal, experimental y clinica (Figural4) 192, Se caracteriza por su bajo
contenido en iones (Na*, K* y Mg?*) y baja viscosidad, que la convierten en una
solucién segura para la liberacion directa en el sistema circulatorio del receptor y de
enfriamiento y lavado mds rapidos. Sus principales componentes son la Histidina (alto
poder buffer), el Manitol (barrera osmdtica) y aminodacidos de baja permeabilidad
(triptéfano y acido a-cetoglutarico) que estabilizan las membranas plasmaticas y son
substratos para el metabolismo anaerdbico 2.
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Un beneficio muy atractivo de la solucion Custodiol® es su bajo costo respecto de la
solucion UW. Este beneficio, sumado a los buenos resultados obtenidos en la
preservacién de rifidn, corazén e higado 1%, y también a la imposibilidad de
abastecernos de solucion UW por cuestiones relacionadas al suministro comercial nos
impulsaron a escoger para nuestros experimentos a la solucién HTK.

Q;~

Figura 14. Una de las presentaciones comerciales de la solucion CUSTODIOL® (HTK).

Solucion BGP-HMP y modificaciones

En la bibliografia se encuentran numerosos trabajos experimentales y clinicos, los
cuales indican que la preservaciéon de drganos provenientes de donantes marginales
por HMP es superior a la preservacidon estatica por SCS 103104 Sin embargo, aun
existen dudas acerca de cual es la mejor solucién de preservacion para la técnica de
HMP 41—43,105_

A raiz de esto, decidimos desarrollar una nueva solucién de preservacion basada
en BES-Gluconato-Polietilenglicol (BGP-HMP). Con esta solucion se busca proteger el
injerto proporcionando una concentracion de oxigeno adecuada, y manteniendo el pH
y el control oncético vascular durante el HMP. Nuestro anhelo final es lograr una
solucién capaz de ser utilizada para preservar todos los drganos abdominales, asi como
también, mediante alguna simple modificacién en su composicion, capaz de ser
empleada con la técnica dindmica como asi también con la estatica de preservacion.

En la tabla 1 se detalla la composiciéon quimica de la solucion BGP-HMP, como asi
también de la solucién HTK.

Caracterizacion fisicoquimica de la solucion de preservacion BGP-HMP

Determinacion de la capacidad buffer

Como fue detallado anteriormente, uno de los efectos adversos que presenta la
isquemia fria es la acidificacion intracelular ocasionando dafio celular. Por lo tanto, el
control de la acidosis durante la preservacidn a temperaturas hipotérmicas es un
factor importante para mantener la viabilidad celular durante el proceso. Para
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determinar la eficiencia con la que la solucion BGP-HMP regula el pH durante la
perfusién hipotérmica, determinamos su capacidad buffer y luego la comparamos con
la obtenida para la solucidon comercial Custodiol®.

Tabla 1. Composicion quimica de las soluciones BGP-HMP y HTK.

BGP-HMP HTK
Impermeantes (mM) Impermeantes (mM)
K* Gluconato 7 Manitol 30
Na* Gluconato 100
Sucrosa 20
Buffers (mM) Buffers (mM)
KH,PO, 2.5 Histidina.HCI.H,0 18
BES 30 Histidina 180
Triptofano 2
Coloides (mM)
PEG 35 kDa 0,03 mM 1 (g/L)

Sustratos y electrolitos (mM) Sustratos y electrolitos (mM)
MgS0, 5 Nacl 15
Glutatioén 3 KCl 9
Adenosina 5 MgCl,.6H,0 4
Glicina 15 CaCl,.H,0 0,015

a-cetoglutarato 1
Antibioticos
Estreptomicina (mg/mL) 0.25
Penicilina G (Ul/mL) 10

La capacidad buffer de una soluciéon se define como el nimero de mEg de H*
necesarios para disminuir en una unidad el pH de 1 L de la misma. Para determinar la
capacidad buffer de la solucién BGP-HMP se titularon 50 mL de la solucién de
preservacion, a 5y 10°C, con HCI 0,1 N y se registré el pH obtenido luego de la adicion
de alicuotas de 1 mL del acido. El HCI fue previamente titulado utilizando como patrén
primario NazCOs, el cual fue secado en estufa a 100°C durante 1 hora y luego dejado
en desecador a temperatura ambiente para posteriormente pesarlo. Se utilizé como
indicador naranja de metilo 0,1% p/v. El pH de solucion BGP-HMP fue regulado a 7,40 a
temperatura ambiente en el momento de su preparacion.
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Se graficé el pH en funcién del volumen de HCl 0,1 N consumido, y se calculé la
capacidad buffer a partir de las ecuaciones de regresion obtenidas. Para realizar la
titulacion se construyo un sistema constituido por los siguientes elementos (Figura 15):

/

Sensor de
temperatira

Reservorio con camisa
refrigerante

Entraday salida de liquido
refrigerante

Figura 15. Sistema empleado para determinar la
capacidad buffer de las soluciones de preservacion. Se
afiaden alicuotas del titulante (HCl 0,1 N) de volumen
conocido a la solucidn a la que queremos determinar su
capacidad buffer y medimos el pH para cada agregado.
La bureta es conectada a la solucion mediante un
catéter.

¢ Reservorio para la solucién con camisa de enfriamiento

El mismo es un contenedor de vidrio que posee orificios de entrada y salida por los
cuales circula el liquido refrigerante y permite regular la temperatura de la solucién
contenida en el mismo. Como refrigerante se utilizé una mezcla de H,O/Etilenglicol
50% (v/v) cuya temperatura se fijé con el bafio termostético Daihan Labtech Co., Ltd.,
Corea del Sur.

¢ Sensor de temperatura y pHmetro

La temperatura y el pH de la soluciéon en estudio fueron medidos utilizando los
sensores correspondientes al pHmetro Hanna nstruments (Hanna HI 9017
Microprocessor). EI pHmetro fue calibrado a 5 y 10°C con soluciones patrones de pH
de 7,00 y 10,00 (Merck, Alemania).

e Agitador magnético

Se utilizé un agitador magnético Hanna HI 200M para homogeneizar la solucion
durante todo el procedimiento de titulacion.
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Célculo de la capacidad buffer

A partir de la pendiente m de la ecuacién de ajuste podemos calcular la capacidad
buffer:

CB = [(Chai/Im1).1000]/V sol. Bgp-HmP Ec.2

CB: capacidad buffer de la solucién (mEg H*/ UpH/ L Sol.).

CHc: concentracion de HCl determinada previamente por titulacion (en nuestro caso
fue de 0,097 N).

m: valor absoluto de la pendiente de la ecuacién de regresién lineal.

V sol. sgp-Hmp: Volumen de solucién BGP (en nuestro caso fue de 50 mL).

Determinacion del punto de congelamiento

Para determinar el punto de congelamiento de la solucién de preservacion BGP-
HMP, se registraron las curvas de descenso de temperatura en funcién del tiempo.
Para ello se emplearon un bafio refrigerado (Polyscience Mod. 9501) cuya temperatura
se fij6 en -10°C y un termdmetro digital (Center 301 Type K) conectado a una
computadora mediante una interface RS 232. Con el software Thermolink L se llevo a
cabo el registro de las curvas. El termdmetro utilizado posee 2 sondas, una de las
cuales se colocé en el tubo de ensayo que contenia la solucién de interés, mientras
gue la otra se sumergié en el bafio termostatico. Una vez que la solucion entra en
contacto con el bafo, ocurre una disminucidn abrupta de su temperatura,
permaneciendo en estado liquido aun por debajo de su punto de congelamiento,
fenédmeno conocido como supercooling. El estado de supercooling es muy inestable,
de este modo, sembrando un cristal de hielo ocurre el congelamiento de forma
espontanea. De las graficas obtenidas se determind el punto de congelamiento
correspondiente. Se registraron las curvas de descenso de temperatura del agua
destilada como referencia, la cual posee un punto de congelamiento tedrico igual a
0°C. Se utilizaron 3 mL de solucién BGP-HMP y de agua destilada respectivamente.

El mismo procedimiento fue realizado para determinar el punto de congelamiento
de la solucién HTK (solucion Breschneider) y asi tomarla como solucion de referencia.

Célculo del punto de congelamiento tedrico de la solucién BGP

Para calcular el valor tedrico del punto de congelamiento de la solucién BGP-HMP
utilizamos la ecuacién de la ley de Raoult para el descenso crioscépico:

ATc = Kf.Osm Ec. 3
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ATc: descenso crioscopico; diferencia entre el punto de congelamiento del agua pura
(Tc H20) y de la solucidn (Tc sol).

Kf: constante crioscopica; es caracteristica del solvente (°C/osmol ste).

Osm: osmolaridad de la solucidn (osmol/L).

Aplicando la ecuacién en nuestro sistema:

ATc = Kf H20.05M sol. BGP-HMP Ec. 4

ATc: descenso crioscépico; diferencia entre el punto de congelamiento del agua pura
(Tc H20) y de la solucién BGP-HMP (Tc sol. gp-imp), donde Tc w20 es 0°C.

Kf n20: constante crioscopica del H,0, su valor es 1,86°C/osmol de H>0.

Osm sol. sep-umvp: Osmolaridad de la solucién BGP-HMP, su valor es 0,297 osmoles/Kg
H,O0.

Despejando Tc sol. sep-Hmp de la llegamos a la siguiente expresion:

Tc sol. BaP-HMP = Kf H20.0SM so1. 8gp-HMP + TCH20 Ec. 5

Determinacion voltamperométrica de la concentracion de 0. disuelto en la solucion
de preservacion/perfusion BGP-HMP

Uno de los interrogantes para el cual aun existe controversia es la necesidad de
oxigenar la solucién de preservacidon cuando se emplea la técnica de perfusién a
temperaturas hipotérmicas (HMP). Para poder contestar esta pregunta, o tener mas
certezas a la hora de planificar un protocolo de preservacion por HMP es necesario
estimar el consumo de O; de higados al ser perfundidos con la solucién de
preservacién-perfusién en estudio. A tal fin, primero se hace necesario conocer la
concentracion de O; presente en la misma.

En trabajos previos de nuestro grupo se realizaron mediciones de la solubilidad de
02 en las soluciones de preservacion BGP-HMP y Custodiol (HTK), como asi también del
consumo de oxigeno de higados de rata perfundidos a 5 y 10°C 1%, De los métodos
existentes para determinar la concentracién de O; en medios bioldgicos, se opté por el
mas utilizado actualmente, la voltamperometria de O;. Se empled la técnica descrita
por Rasmussen y Rasmussen %, previamente modificada en nuestro laboratorio para
poder adaptarla a nuestro sistema y a las condiciones en las cuales realizaremos las
mediciones 108,
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Fundamento tedrico: método descrito por Rasmussen y Rasmussen

La solubilidad del Oz (Co2), en una solucién acuosa de compuestos esta relacionada
con su solubilidad en agua pura (Coz°), a través del cociente de solubilidad q:

q = Co2/Co2° Ec. 6

El valor de q depende del soluto, de su concentracién y de la temperatura.

Esta relacidn también puede expresarse como:

Coz2=9.Co2° Ec. 7

En conclusién, la concentracion de O; en la solucién a la presidon atmosférica de
trabajo podria calcularse a partir del valor conocido de Co;° a la temperatura de
trabajo si se conociera el valor de g. Este método permite calcular q a partir de
mediciones voltamperométricas.

Calculo de g a partir de las sefiales del electrodo: para un electrodo que responde
linealmente, la sefal de salida esta dada por:

ilim = o.p0O2 + B Ec. 8

a: constante que depende de las caracteristicas del sensor.
pO02: presidon de O; en el medio.
B: corriente oscura (sefial electrénica del sensor en ausencia de 02 en el medio).

La presidon de O, puede expresarse en funcién de la concentracion de O; en el medio,
de acuerdo a la Ley de Henry:

ilim = a.Co2/ko2 + B Ec.9

Co2: concentracidon de O en el medio.
ko2: constante de Henry del O,.
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La constante a estd determinada por varios factores: la ganancia del amplificador, el
area superficial del electrodo, las propiedades de la membrana, la velocidad de
agitacién y la temperatura.

Luego del agregado de una alicuota de volumen Vs de la solucidn de interés a la
camara de volumen V¢, la concentracion de Oz en la cdmara aumenta de C; a C; y un
volumen Vs de concentracion C; es desplazado hacia afuera de la camara. El balance de
masa para el agregado es:

Nef = Nei+ Ns— ns’ Ec. 10

ns: numero de moles de Oz en la cdmara después del agregado.
Nnci: nUmero de moles de O; en la cdmara antes del agregado.
ns: nUmero de moles de O, agregados.

ns’: nUmero de moles de O, que salen de la camara.

Una expresion equivalente para el balance es la siguiente:

Vc.Co=Ve.Ci + Vs.Cs— Vs.Cy Ec. 11

Que puede reordenarse como:

Cs=C1+(Ca—C1).Vc/Vs Ec. 12

Cs: concentracion de O3 de la solucidon de interés.

Los valores de las constantes ko2, a y B no cambian por el agregado de la solucién en
estudio. Por lo tanto, las ecuaciones 8 y 11 pueden combinarse para dar:

Is =11+ (I2—11).Vc/Vs Ec. 13

Is: sefial que se observaria para la solucién en estudio si ésta estuviera en la camara
bajo las mismas condiciones experimentales, es decir, con ko2, o y B tomando los
mismos valores.

Haciendo el mismo analisis para el agregado de una alicuota de agua pura
equilibrada con O bajo las mismas condiciones de temperatura y presidon en que fue
equilibrada la solucién en estudio, puede definirse:
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Ih=l1+ (I2—11).Vc/VH Ec. 14

Iu: sefal que se observaria para el agua pura si ésta estuviera en la cdmara bajo las
mismas condiciones experimentales, es decir, con ko, a y B tomando los mismos
valores.

Vu: volumen de la alicuota de agua.

Como el agua y la solucién en estudio se equilibran bajo las mismas condiciones de
temperatura y presion, y como ko2, a y B toman los mismos valores para ambas series
de agregados, las ecuaciones 5 y 8 pueden combinarse para obtener:

q = Co02/Co2° = (Is—B)/ (It — B) Ec. 15

Si B se ajusta a un valor pequeno, entonces q puede calcularse simplemente a partir
del cociente entre Is e Iy, que se calculan a partir de las ecuaciones 13 y 14,
respectivamente.

Protocolo para determinar la concentracion de O- disuelto en las soluciones

Reactivos

Agua de bajo contenido de O;: se hirvié el agua desmineralizada y destilada durante
20 minutos, se desgasificd en el bafo ultrasénico Cleanson por 35 minutos y se la
mantuvo en un frasco de vidrio cerrado hasta el momento de la determinacién. Antes
de ser usada fue saturada durante 20 minutos con N; gaseoso a la temperatura de
interés. Se mantuvo el burbujeo de N3 hasta finalizar el ensayo. El agua y la solucién de
interés se equilibraron con aire humidificado por burbujeo durante 20 minutos a la
temperatura de interés.

Se determind la concentracidon de O2 en las soluciones de preservacion/perfusion
elegidas, luego de haberlas saturado con aire sintético medicinal.

Determinacidn del cociente de solubilidad g

Luego de calibrar el sensor de O, (Oxygen Probe 5331, Yellow Spring Instruments),
una cdmara de vidrio, que posee un volumen de 2,6 mL y se encuentra rodeada por
una camisa de vidrio que es perfundida por un bafio termostatico con circulacién, fue
rellenada con agua de bajo contenido de O, y se dejé estabilizar la seiial leida por el
monitor (Biological Oxygen Monitor 5300, Yellow Springs Instrument). Por medio de
una jeringa se hizo un agregado de 300 plL de agua equilibrada con aire a través de un
orificio presente en el tapdn de vidrio que sella la camara, el liquido se inyectd en el
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fondo de la misma. El volumen de las alicuotas es despreciable frente al volumen de
agua de la cdmara, por lo tanto, el volumen de liquido dentro de la misma puede
considerarse constante durante las determinaciones. Se registrd el incremento de la
sefial hasta que ésta se estabilizdé nuevamente. Se vacié la camara y se repitié el
procedimiento 4 veces.

Posteriormente, y de la misma manera en que se hizo para el agua, se realizé la
misma serie de agregados utilizando la solucion en estudio. A partir de los valores
inicial y final para cada agregado, se calculd Is e In usando las ecuaciones 13 y 14,
respectivamente. El cociente de solubilidad q se calculd como el cociente Is / I
(ecuacién 15).

Cdlculo de la concentracion de O,

Una vez que se determind el valor de q, la concentracidn de O; se calculé a partir de
la ecuacién 5, teniendo en cuenta la correccidn por saturacidn con vapor de agua de la
fase gaseosa con la que se equilibré la solucién:

Co2 = 9.Co2°.(B—pw)/B Ec. 16

Por lo tanto, para el calculo de la concentracién de O, debe conocerse, ademas del
valor de q, la solubilidad Co,° del O, en agua pura, el valor de la presién barométrica B
al momento de equilibrar el agua y la solucién en estudio con aire, y la presién de
vapor del agua (pw) a la temperatura de trabajo. Se utilizaron los valores de presidn
barométrica informados por el Servicio Meteoroldgico Nacional %, Co,° y pw son
valores tabulados 1°,

Se calculé la concentracion de Oz en la solucion BGP-HMP a diferentes
temperaturas (entre 1 y 35°C) y con estos valores se construyd una curva de
solubilidad del O, en dicho medio.

Utilizando la siguiente ecuacién se pudo linealizar la grafica y, de esta forma,
conocer el contenido de O de la solucién a cualquier temperatura por medio de una
simple extrapolacién.

In Coo=—AH/RT +C’ Ec. 17

Co2: concentracion de O; a la temperatura de trabajo.
T: temperatura (K).

R: constante de los gases (8,314 J/K.mol).

AH: calor de la solucion (en ki/mol).

C’: constante.
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Consumo de O del higado durante la perfusion hipotérmica

Para poder determinar si la concentracion de O; disuelta en la soluciéon de
preservacion durante la perfusion hipotérmica es suficiente para suplir los
requerimientos del higado, se llevaron a cabo experimentos donde se determind el
consumo de oxigeno de higados de ratas aislados y perfundidos a 5 y 10°C con las
soluciones de preservacién BGP-HMP o HTK saturadas con aire °7/106,

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos:

Tabla 2: tasas de consumo de oxigeno de higados de rata perfundidos con solucion BGP-HMP
o HTK a 5 y 10°C respectivamente. Los datos se expresan como media + SD. Los higados
control fueron perfundidos a temperatura fisiolégica con buffer Krebs-Henseleit oxigenado.

Consumo de
Solucién Tempsratura Oxigeno (Vo)
(°C) (nmol Oz2/min/g.higado)
37.2%£0.3 1150+ 10
10.8+£0.6 57+4
4.6 £0.8 38+7
9.7£0.5 61+12
5.1£0.2 335

Estudios sobre la presion oncética o coloidosmética de la solucion BGP-HMP

Tal como se explicé anteriormente, la presion coloidosmadtica del plasma es una
forma de presiéon osmética producida por las proteinas plasmaticas a nivel de las
membranas capilares, la cual es importante en los fendmenos distribucidon del agua
entre la vasculatura y el espacio intersticial. Durante la perfusién hipotérmica, dado
gue es necesario mantener un nivel apropiado de fluido intravascular en presencia de
una presion de perfusién mas baja que la fisioldgica, resulta importante considerar la
inclusidon de un coloide en la solucidn de perfusidon hipotérmica y estudiar su efecto. A
pesar de que casi nunca se citan datos que indiquen estudios en el tema a nivel de la
preservacién de dorganos, nos debemos preguntar: écudl es la COP éptima de una
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solucion de preservacion para ser empleada en procedimientos de perfusion
hipotérmica?

En el presente trabajo de tesis, la COP fue determinada utilizando un osmdémetro
coloidal u oncémetro a 20°C (Osmomat 050, Gonotec, Germany) con una membrana
semipermeable de 20000 Daltons de corte (Figura 16). Es importante destacar que la
condicidn 6ptima hubiera sido llevar a cabo las determinaciones a baja temperatura,
pero aun no es posible porque no hay equipos comerciales disponibles.

Se determinaron los valores experimentales de COP para la solucion de
preservacién BGP-HMP con el agregado de diferentes concentraciones de dos coloides
diferentes: PEG 35K y almidén hidroxietilado (HES), utilizados a 1, 2, 5, 10 y 20 g/L a
20°C 111,

Semipermeable membrane

Pressure transducer

Amplifier Display

Figura 16. A) Oncémetro OSMOMAT (Gonotec) con membrana de 20.000 Daltons. B) Diagrama del
equipo. La cdmara inferior se llena con una solucién salina isotdnica libre de coloides y se conecta a
un sensor de presidn. En la cdmara por arriba de la membrana semipermeable (a grandes moléculas)
se coloca la muestra a medir. La fuerza coloideosmética generada en la membrana provoca que el
fluido se mueva desde la cdmara inferior hacia la superior, creando una presion negativa (COP).

Estudios sobre la viscosidad (n) de la solucion de preservacion BGP-HMP

La viscosidad es una medida de la resistencia del flujo debido a la friccion interna de
un fluido. Debido a esta caracteristica fisicoquimica es necesario aplicar una fuerza
para provocar que una capa de fluido se mueva en relacion con otra capa.

La temperatura es un factor que influye fuertemente sobre la viscosidad de un
fluido. Por ejemplo, la viscosidad de la sangre a 4°C se duplica con relaciéon a la medida
a 37°C %, Ademads, la concentracion del agente oncético presente en la solucion de
preservacién afecta en gran medida, no solo a la presién coloidosmoética, sino también
a su viscosidad.

Para caracterizar la viscosidad de la solucién de preservacién y estudiar como se ve
afectada por la adicién de polimeros, en el presente trabajo de tesis se llevaron a cabo
determinaciones mediante un viscosimetro digital del tipo rotativo (LCD Shanghai
Nirun Intelligent Technology, modelo SNB-2) (Figura 17). Las mismas fueron realizadas
sobre la solucién de preservacién BGP-HMP, pero con diferentes concentraciones
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agregadas del agente coloide PEG 35K y a diferentes temperaturas. De la misma forma
que para las determinaciones de COP, en este caso también realizamos las de
viscosidad reemplazando al agente coloide PEG 35K por almiddn hidroxietilado (HES), a
diferentes concentraciones y temperaturas.

Adicionalmente se realizaron determinaciones de viscosidad a diferentes
temperaturas de otras soluciones de preservacion (Viaspan, HTK y BGP-35) y H,0
destilada, para poder emplearlas como patrén y compararlas con nuestra solucién
BGP-HMP.

Figura 17. Viscosimetro
rotacional con rotor #0.
Instrumento utilizado
para realizar las
determinaciones de
viscosidad en diferentes
soluciones de
preservacion.

SISTEMA DE PERFUSION DE HIGADO DE RATA AISLADO (IPRL)

La técnica de IPRL consiste en realizar una perfusién ex vivo en normotermia
permitiendo evaluar la funcién y la integridad del higado luego de la preservacion
hipotérmica. Este modelo se ha utilizado durante muchos afios para investigar la
fisiologia y fisiopatologia del higado de rata, y tiene como principal ventaja permitir
reproducir, con la mayor exactitud posible, las condiciones bajo las cuales se encuentra
el érgano en el cuerpo del animal. Aunque es un enfoque limitado en comparacién con
el trasplante experimental, el modelo presenta algunas buenas razones para elegirlo:
permite monitorear el dafio celular y la funcidn hepética durante todo el experimento,
ausencia de alorreacciones, configuracidon controlada de los experimentos facilitando
la reproduccién de manera confiable, etc. Ademas, permite una reduccién significativa
en el uso de recursos de laboratorio y animales, ya que evita realizar procedimientos
invasivos en otro animal de laboratorio 112113,

En la figura 18 se esquematiza el sistema de IPRL con todas sus partes. Una vez
qgue el higado es retirado del medio de preservacién es situado en el soporte del
sistema para dar comienzo a una perfusion de estabilizacion con buffer Krebs-
Henseleit de aproximadamente 15 minutos en un circuito no recirculante. Algunos
parametros como la presion portal, la temperatura y el pH son llevados gradualmente
hacia la condicion fisiolégica: 100-140 mmH>O de presidon hidrostatica, 37°C y
pH=7.40. Posteriormente, una vez que el higado se encuentra hemodindmicamente
estable y el mismo comienza a producir bilis, el medio de perfusién se reemplaza por
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Krebs-Henseleit+Dextran (2%) constantemente oxigenado a través de un oxigenador
tipo Hamilton presurizado (atmésfera de Carbdgeno 90-120 mmHg). A partir de ese
momento los higados son reperfundidos durante 90 min en un circuito cerrado con
una presién portal constante, regulada a través de una bomba de perfusién
peristaltica. Una solucién de taurocolato de sodio 300 uM es inyectada al medio de
perfusion, a una velocidad de 0,2 mL/min, a lo largo del experimento con el fin de
sostener la produccidn biliar. La temperatura del drgano es mantenida a 37°C con una
[dmpara infrarroja, y al mismo tiempo el perfusato es mantenido a temperatura por la
accién de un bafio que hace recircular agua a una camisa de intercambio de calor.
Periédicamente se toman muestras del perfusato para analizar pardmetros de
integridad y funcionalidad celular (ej. liberacién de enzimas citosdlicas, consumo de
oxigeno, excrecion de un colorante en bilis, produccién de urea). Ademads, se
determina la velocidad de secrecién de bilis y se registran los cambios en el flujo de
perfusidn con los cuales se calcula el grado de resistencia intrahepatica.

Mandmetro
hidrostatico

- NAIW ¢

e

Infrared ﬁlﬁ
lamp

Recoleccion I

bilis *
|
Oxigenador 1
- =~ Hamilton .
0,:C0, (95:5 %) pefdsato
I
-

Bomba
peristaltica

|
|
|
| o
Taurocholate

1 injector

Perfusion

pump

Inyector
taurocolato

Figura 18. Sistema de perfusion de higado de rata aislado (IPRL).
Esquema del circuito con sus componentes (las flechas azules indican el
sentido de la perfusion) y fotografia del equipo.

Parametros estudiados durante la reperfusion normotérmica
Resistencia intrahepatica (RI)

El sistema IPRL puede funcionar a presion o flujo controlados segun cual es el
parametro que se mantendra constante y cual varia segun la respuesta del érgano. En
los experimentos abordados en la presente tesis la presidn de perfusién fue mantenida
constante y cercana a los 8 mmHg. El flujo de perfusion resultd ser una variable sujeta
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a la resistencia intrahepatica, evitando asi el dano extensivo a las células endoteliales.
El pardmetro resistencia intrahepatica constituye un reflejo del estado de la
microvasculatura del higado: la resistencia aumenta en respuesta a la vasoconstriccidon
y obstrucciones producto de la injuria por isquemia/reperfusion en células
endoteliales de los sinusoides 113,

La Rl se calculé a través del flujo portal de perfusion (FP), el cual fue determinado
cada 15 min con un cronémetro y midiendo el volumen de fluido en una probeta:

RI (mmHg.min.g hig.mL?) = presién portal (mmHg) + FP (mL.min".g hig™)

Produccion de bilis (PB)

Una produccién biliar apropiada durante la perfusion normotérmica de un higado
aislado indica que el érgano conserva en buen estado la red de conductillos biliares
gue nacen entre los hepatocitos y desembocan en el colédoco. Ademas, el hecho de
mantener activo el metabolismo biliar, da cuenta que el higado aun conserva las
reservas energéticas que se requieren para el transporte activo de sales biliares a
través de la membrana de los hepatocitos.

La bilis fue recolectada en tubos Eppendorf con una frecuencia de 15 min, y el
volumen producido se estimd gravimétricamente asumiendo una densidad igual a la
del agua (1 g/mL).

PB (uL.min™.g hig) = uL de bilis/(15 min.g hig)

Consumo de oxigeno (Cons0O3)

La capacidad para captar O, del medio de perfusidon es, en primera instancia, un
indicador de viabilidad celular ya que sdélo las células vivas pueden consumir Os.
Ademas, es una medida que brinda informacién acerca del estado metabdlico del
higado y del funcionamiento de las mitocondrias.

Para calcular el consumo de oxigeno se utilizé un dispositivo sensor de oxigeno
(Biological Oxygen Monitor 5300) el cual se encuentra equipado con una sonda para
oxigeno (YSI 5331, Yellow Springs, Ohio, USA). Las mediciones se llevaron a cabo en
muestras de perfusato tomadas previo a la entrada al higado y en la salida del mismo
cada 30 min.

ConsO0; (umol Oz.min.g hig?) = (Ce - Cs). FP (mL.min™.g hig)

Con Ce y Cs como las concentraciones de oxigeno en el perfusato al entrar al
higado y al salir de él respectivamente.

Ce/s (umol O2.mL?) = pOz (kPa) . SO2 a 37°C (0,01056 umol O,.mL*.kPa?)
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Se calculé la pO; asociada conociendo la presién atmosférica del dia en que se llevd
a cabo el experimento (https://www.smn.gob.ar), segun los calculos de Gnaiger 14,

Sintesis de urea

La sintesis de urea en el higado es la principal ruta de eliminacién del nitrégeno del
organismo. Las enzimas del ciclo de la urea comienzan a disminuir su actividad cuando
el higado entra en disfuncidn por alguna patologia, por lo tanto, este parametro es un
buen indicador de funcionalidad metabdlica del higado *°,

La concentracion de urea en el perfusato fue determinada cada 30 min mediante
una técnica colorimétrica con diacetil monoxima 1617 A continuacién se detalla
brevemente la misma: las muestras de perfusato fueron desproteinizadas con acido
perclérico (5%), centrifugadas 3 min a 14000 g e incubadas durante 10 minutos a
100°C con el reactivo de trabajo para urea (ver soluciones y buffers, pagina 69). Luego,
se leyd absorbancia a A=525 nm utilizando una curva de calibracién Urea vs. ABSss
(50-1000 uM) para obtener la concentracién en la muestra. Los resultados se
expresaron en umoles urea.min.g hig.

Liberacidn de enzimas intracelulares (LDH, AST y ALT)

Los hepatocitos constituyen cerca del 70% de la masa total del higado, por lo tanto,
cuando se generan dafios en la membrana plasmatica o ruptura celular, las enzimas
hepatocelulares se liberan y su actividad puede ser facilmente detectada en el medio
de perfusién. Aunque la aspartato transaminasa (AST) no es una enzima especifica del
higado, es un buen marcador de dafio en el IPRL. AST se encuentra tanto en el
citoplasma como en las mitocondrias, y su incremento en el perfusato significa que
existe un dafio severo (AST/ALT>1). La enzima alanina transaminasa (ALT) se localiza
mayormente en citoplasma y su liberacién se produce incluso ante injurias leves
(AST/ALT<1). La enzima lacatato deshidrogenasa (LDH) se localiza en el citoplasma de
los hepatocitos y de células no parenquimatosas del higado, por lo cual constituye un
buen marcador general de dafio en el tejido 112,

La liberacién de las enzimas ALT y AST se determind con kits comerciales (Método
UV optimizado, Wiener Lab). Muestras de perfusato tomadas a los 0, 30, 60 y 90 min
de perfusién normotérmica fueron incubadas con el reactivo segun las instrucciones
del fabricante y se siguidé la cinética de desaparicion del NADH durante 3 minutos
(lecturas cada 45 segundos) a A =340 nmy 37°C.

La actividad de la enzima LDH se determind con un kit elaborado en el laboratorio
(ver soluciones y buffers, pagina 69) y se procedié de la misma forma que con las otras
dos enzimas.

La pendiente de la curva ABS vs tiempo (AAbs/min) se utilizdé para el calculo de la
concentracién enzimatica:
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[enzima] U/L = (AAbs/min) . V/(b.eNAPH y)

V,v = volumen de reaccion, volumen de muestra.
b = paso dptico (1 cm)
gNAPH = 6220 L. moles™. cm™

Contenido de glucégeno

Durante el periodo de preservacion hipotérmica y reperfusion del érgano, las
reservas hepaticas de glucdgeno son importantes como fuente de ATP '8 Aquellos
higados que mantengan sus depdsitos de glucdégeno, cuentan con una importante
fuente de energia para enfrentar los dafos asociados a la isquemia/reperfusion.

Luego de finalizar los 90 min de reperfusién normotérmica, se tomaron muestras de
tejido de los higados para llevar a cabo la determinacién de glucégeno, las mismas
fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de su empleo. Las determinaciones
fueron realizadas segun la técnica descripta por Carr Sy col 1°: las porciones de tejido
se disgregaron en buffer citrato (0.1 M, pH=5.00) utilizando la herramienta
Ultraturrax®. El extracto hepdtico fue alicuotado en 2 fracciones y se efectué una
inactivaciéon enzimdtica por calentamiento a 100°C. Una de las alicuotas fue tratada
con la enzima a-amiloglucosidasa (0,5% a-amiloglucosidasa en buffer citrato) por 2
horas en un bafo a 55°C, la otra fue utilizada como blanco de la reaccién de digestién
del glucégeno. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas durante 5 min a 14000
g vy se determind el contenido de glucosa libre (proveniente de la digestiéon del
glucégeno) en el sobrenadante con un kit de glicemia enzimatica AA Wiener Lab.

Para el cdlculo del contenido de glucégeno se construyeron dos curvas de
calibracion:

1) Glucosa (glu) vs. ABSsgs (5-40 pg) = ABSsos = mi.ug glu + ya
2) Glucogeno (gno) vs. ABSsos (5-40 pg) = ABSsgs = m.ug gno + Y2
Glucégeno (mg/g hig) = Rm . (mg glucosa/g hig)

Rm = m1/m>= ug gno/ug glu

Estudios histologicos

Para llevar a cabo el andlisis histoldgico, luego de la reperfusidn ex vivo en el IPRL,
se utilizé la tincién de Hematoxilina/Eosina. La misma se llevé a cabo con el objetivo de
estudiar la integridad morfoldgica del parénquima hepatico.

Se tomaron biopsias de alrededor de 5 mm de espesor de todos los grupos
experimentales y se fijaron en una solucién de formaldehido al 10% en PBS.
Posteriormente se procedidé a deshidratarlas y embeberlas en parafina, para luego
generar secciones de 5 um que se montaron en portaobjetos para la tincién.

El método de tincidn consiste en una fase inicial de coloracion de los nucleos en
color violaceo, con hematoxilina y una segunda fase de contraste citoplasmatico y
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componentes extracelulares en tonalidades rosadas, con eosina. Las observaciones
fueron semi-cuantificadas, y para ello se examinaron, mediante microscopia de campo
claro, al menos 30 campos elegidos al azar de 3 biopsias fijadas para cada grupo
experimental. Las imagenes tomadas (objetivo 40X) se procesaron con el programa
de computacion Imagel) (NIH, Maryland, USA), el cual permite la superposicion de
grillas de 80 puntos sobre la imagen, facilitando la contabilizacién de los siguientes
signos de injuria que comunmente se hallan en la histologia de higados que han sido
sometidos a periodos de isquemia/reperfusién 12

* Dilatacion sinusoidal: ensanchamiento del espacio delimitado por dos
cordones hepatocitarios, producto de la alteracion en la microcirculacion.

*  Vacuolizacion: la presencia de vacuolas intracitoplasmdticas es un signo
primario de la extensién del dafo hepatocelular o de muerte celular.

*  Células endoteliales sueltas: redondeo y ausencia de adhesiéon de las células
endoteliales que conforman el revestimiento de los sinusoides, como consecuencia
de la pérdida de viabilidad y de alteraciones en la microcirculacién.

TRASPLANTE HEPATICO EXPERIMENTAL
Cirugia y disefio experimental

El modelo utilizado fue el de trasplante hepatico heterotdpico auxiliar y reducido de
rata con arterializacién de la vena porta, utilizando una técnica previamente descrita
121—123_

De la misma forma que para los estudios in vitro, para los trasplantes también se
emplearon machos adultos de rata Sprague Dawley y los mismos no recibieron ayuno
previo a la cirugia. Se anestesiaron con isofluorano, durante la induccién (5%) y el
mantenimiento (1-3%). El tramadol (10 mg/kg peso) via subcutdnea fue escogido para
una apropiada analgesia en el prequirargico y durante los tres primeros dias del post
operatorio.

Todas las cirugias de trasplante hepatico fueron llevadas a cabo en la Catedra de
Trasplante de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata
(FCM-UNLP), en el marco de una colaboracién con el Hospital Universitario Fundacién
Favaloro y la Universidad Favaloro.

Cirugia en el donante

Se realizé un abordaje xifopubico ampliando la exposicién del higado donante con
prolongacién de las incisiones hacia ambos flancos. Posteriormente se separa el higado
de todos los ligamentos de unién en sentido de las agujas del reloj, se identifican y
coagulan todos los vasos esofdgicos. Para visualizar mejor los vasos se tracciona el
estdmago hacia distal, fuera de la cavidad abdominal. Se coloca un stent en conducto
biliar con un catéter 24G (longitud de 0,7 cm). A continuacion se liga la parte distal del
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conducto para que se ingurgite (seda 7-0). El catéter es colocado luego de hacer un ojal
y se fija al conducto con seda 6-0.

La vena porta es disecada separando la arteria hepdtica comun y ligando la arteria
hepatica propiamente dicha. El pancreas es separado y la vena pilérica cauterizada. Se
debe colocar un reparo distal con seda 6-0. En este momento se comienza a preparar
la vena cava infrahepatica y se separa el I6bulo triangular hepatico para levantarlo con
una gasa humeda y exponer el rifidn derecho.

La preparacion de la vena cava infrahepatica comienza con la cauterizacién de la
arteria renal derecha cerca de su origen. Acto seguido, y pasando por debajo de la
vena cava infrahepatica, se liga la vena renal derecha en su origen. Posteriormente se
ligan en masa la arteria y vena renal derecha a nivel del hilio renal para extraer el rifién
derecho y aumentar la longitud de la vena cava infrahepatica. Seguidamente, se ligan
los vasos adrenales por debajo de la vena cava infrahepatica y la misma se repara
(seda 6-0) proximal al origen de la vena renal izquierda.

Se administran 3ml de solucion fisioldgica tibia heparinizada via endovenosa. El
reparo en la vena porta es ajustado y posteriormente se ajusta el reparo en vena cava
infrahepdtica. En esta parte de la cirugia es cuando se procede con el lavado del
higado; se hace un ojal en vena porta y se lava con 5 ml de solucién fria utilizando un
catéter 18G. Es importante asegurar una correcta posicién del higado para poder
realizar un lavado uniforme, las areas moteadas sin lavado seran zonas mal
reperfundidas en el receptor. A continuacion se seccionan la vena cava infrahepatica y
la vena cava suprahepatica para liberar la presién del lavado. Se corta la vena porta y
se retira el injerto.

En la figura 19 pueden visualizarse imagenes de la técnica de trasplante
heterotdpico. La microcirugia se lleva a cabo bajo un microscopio estereoscépico
(Zeiss, Germany).

Figura 19. Trasplante hepatico heterotdpico auxiliar y reducido de rata.
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Cirugia de banco

Se posiciona el higado identificando los I6bulos y se realiza una ligadura de modo tal
que descartemos el 70% del higado y reservemos el 30% para ser implantado.
Posteriormente se identifica la vena cava suprahepdtica para colocar un catéter para
extraccidon de sangre a los 30 minutos de la reperfusién (Figura 20).

Figura 20. Fragmentacion
del higado durante la

s cirugia de banco. 30% del
: higado donante es
implantado.

70%

Stent en el
conducto biliar

Yy

Cirugia en el receptor

Se realizé un abordaje xifopubico y se disecd el rindn derecho para poder canular la
arteria renal con catéter siliconado y heparinizado neonatal de 0.3 mm de didmetro y
de 0.7 mm de longitud. La arteria renal se mantiene clampeada en su origen y la vena
renal es ligada también en su origen; luego se coloca una ligadura en masa en la arteria
y vena renal para extraer el rindn derecho.

Los vasos abdominales son clampeados inmediatamente distal al origen de los
vasos renales izquierdos; luego se procede a realizar un ojal en la vena cava abdominal
y se inicia la anastomosis término-terminal entre las venas cavas infrahepatica del
donante y del receptor respectivamente.

A continuacién se inserta la cdnula siliconada colocada en la arteria renal para
conectarla en continuidad con la vena porta del donante. En este punto comienza la
revascularizacién del injerto al liberar inicialmente el clamp distal y luego el proximal
gue fueron colocados en los vasos abdominales, por ultimo se retira el clamp micro
bulldog que oblitera la arteria renal (Figura 21).

Evaluacidn del daiio sufrido por el injerto y lesién celular en el modelo
de trasplante hepatico heterotopico

° Se recogieron muestras de sangre de la vena cava inferior 24 h después de la
reperfusidon en cada grupo estudiado. Los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) se
analizaron con un kit comercial (Wiener lab, Argentina).
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° Biopsias del injerto de higado también se recogieron 24 h después de la cirugia.
Las mismas se fijaron con solucion de formaldehido al 10%, se embebieron en
parafina, fueron tefiidas con Hematoxilina/Eosina y se observaron con un microscopio
Optico.

a: cawal vein .

b: donar portal wain

CC racipiant right renal artary
o dones saliss runk

& donor Bile duct

f: recipient portal vein

Higado

Higado trasplantado

nativo

Sitio de extraccidn
de sangre

Anastomosis del
conducto biliary el
duodeno

Figura 21. Trasplante hepatico heterotdpico auxiliar y reducido de rata, cirugia en el
receptor. A) Fotografia tomada durante la cirugia. B) Diagrama ilustrativo de las anastomosis
realizadas para injertar el higado preservado, extraido de Schleimer, K. et al.2006.C) Trasplante
realizado durante el presente trabajo de tesis.

La cuantificacion del dafio hepatico se determind utilizando un sistema de
clasificacion informado por Camargo et al *?* y modificado por Abu Amara et al 1%, Se
consideraron siete parametros para cada muestra analizada: 1) hemorragia; 2)
infiltracion de neutrodfilos; 3) necrosis celular; 4) cambios eosindfilos de los
hepatocitos; 5) hepatocitos sin cohesién; 6) vacuolizacidn citopldsmica; y 7) dilatacién
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sinusoidal. Cada pardmetro se calificé (0, normal; 1, cambio leve; 2, cambio moderado;
y 3, cambio grave) (Tabla 3). Cada muestra recibié una puntuacién general resultante
de agregar cada parametro evaluado.

Tabla 3. Escala de Abu Amara et al utilizada para cuantificar el dafio hepatico generado luego de
reperfundir los higados preservados y trasplantados.

) Infiltracion s Cambios eosinofilicos Hepatocitos Vacuolizacion Dilatacion
Hemorragia o Necrosis celular ) ) ., ) a . s
neutrofilica en hepatocitos sin cohesion citoplasmatica sinusoidal
Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Leve Leve Leve Leve Moderado Leve Leve
Dispersa en . .
Frecuente Dispersa en algunos Dispersa en Frecuente
X algunos Moderada , Focal . X
perivenular , I6bulos algunos I6bulos | perivenular
I6bulos
Frecuente . - . . . Dispersa en
. Dispersa en | Multiples dreas Dispersa en mayoria P . Frecuente
perivenular , , . mayoria de X
. mayoria de | confluentes de lébulos Multifocal , perivenular
(perizonal - , . I6bulos )
. I6bulos buenos necrosis mediozonal
mediozonal)
severa Extendido Extendida
Panlobular Extendida parénquima Extendido Panlobular
) (severo) (severa)
viable nulo

*  Krebs-Henseleit (KH): este buffer es de uso estdndar para la perfusién de
higado aislado *2. En los experimentos realizados para la presente tesis se utilizd
para perfundir a los higados durante la cirugia y en la etapa de estabilizacién
durante la reperfusion normotérmica. En la tabla 4 se detalla su composicion.

Componente Concentracion (mM) Tabla 4. Composicién quimica

Nacl 118,00 del buffer Krebs-Henseleit. Se
utilizé durante el lavado de los

KCI 4,80 ,
higados procurados y como

KPO4H, 1,20 perfusato durante la técnica de

CaCl, 1,50 IPRL.

MgSO, 1,20

NaCOzH 25,0

Glucosa 5,00

Heparina 2,00 Ul/mL

| —
Saturacion con carbégeno (0,:CO,, 95:5%) durante 20 minutos
Osmolalidad: 300-310 mOsm/Kg H,0
H final = 7,40
P 68
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*  Krebs-Henseleit + Dextran (KHD): fue utilizado como perfusato durante la
perfusién de los higados en el sistema IPRL. El dextran (PM promedio 64-74 kDa) al
2% proporciona las propiedades osmoéticas coloidales adecuadas.

*  Reactivo de trabajo para urea: dos partes de la sol. 1 + 1 parte de la sol. 2.
- Sol. 1: 10% H3POa, 30% H2S04, 0,37 mM FeCl3.6H0.
- Sol. 2: 0,5% diacetil monoxima, 0,01% tiosemicarbazida.

*  Kit para actividad LDH:
- 50 mM fosfato de potasio + 0,63 mM piruvato de Na, pH = 7,50
- Solucién NADH 13,1 mM: 0,3 M NADH + 1,2 M NaHCOs

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados con el programa GraphPad Prism 5.04 (GraphPad
Software, La Jolla California USA). Con esta herramienta informatica se realizaron los
test estadisticos de analisis de la variancia (ANOVA) para las muestras que cumpliesen
el supuesto de distribucidon normal e igualdad de variancias, en caso contrario se aplicé
un test no paramétrico como el de Kruskal-Wallis. Las comparaciones multiples se
realizaron a través del test de Bonferroni y de Tukey. Se consideré que a una p<0,05
existié diferencia estadisticamente significativa. Los datos se expresaron como la
media de las observaciones * la desviacion estandar (SD). El nimero de observaciones
es indicada en cada caso: n = 5.
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“La alegria y gratitud de los trasplantados es el motivo de que
habitualmente comiencen a contar su edad a partir de la fecha
del trasplante. Su segundo nacimiento. Y lo celebran como su
principal cumpleafios. Esas actitudes hacen posible cambiar un
aniversario penoso para una familia, en una fecha de
celebracion y alegria para otra.

Fragmentos extraidos del libro: “En memoria de nuestros donantes”
Dr. Miguel Angel de Frutos Sanz.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA SOLUCION DE PRESERVACION
BGP-HMP

El éxito de los trasplantes depende de multiples variables: la condicién base de los
pacientes, la técnica quirurgica, los tratamientos inmunosupresores y por ultimo pero
no menos importante, una preservacion adecuada del érgano a ser implantado. Con
relacién al ultimo punto, la composicion y caracteristicas de la solucién de
preservacion son fundamentales. La solucidon nos permitira controlar bioquimicamente
los cambios que se llevan a cabo durante el periodo de isquemia fria y poder mantener
la viabilidad del 6rgano hasta el momento de su implantacion.

Las dos técnicas de preservacion de drganos, HMP y SCS, requieren de soluciones de
preservacion adecuadas. Las soluciones poseen diferentes componentes, pero todas
contienen cuatro constituyentes esenciales: una adecuada concentracion de
electrolitos (altos o bajos indices de Na*/K*), un buffer para prevenir la acidosis, un
agente impermeante para prevenir el hinchamiento celular, y un coloide para
minimizar el edema intersticial dado por la difusion a partir de la solucién de
preservacion.

Como se explicé anteriormente, hasta el momento aun se tienen dudas sobre cual
es la solucién de preservacion idénea para ser utilizada mediante la técnica de
perfusidon hipotérmica. Tampoco se tiene claro si es necesaria la suplementacién de la
misma con oxigeno y su rol durante la preservacion hipotérmica. Por estas razones, en
nuestro laboratorio hemos desarrollado una solucidn de preservacién propia, basada
en los componentes fundamentales BES-Gluconato-Polietileneglicol (BGP-HMP). En
este aparado de la tesis se detallan los resultados obtenidos de la caracterizacién
fisicoquimica de la misma.

Determinacidn de la capacidad buffer

Se determind la capacidad buffer de la solucién BGP-HMP a 5 y 10°C y la misma fue
comparada con la medida para la solucion Custodiol® como referencia. La metodologia
empleada se describe en el capitulo de materiales y métodos, pagina 48.

Los resultados se muestran en la figura 22.

8 8
A ®—BGP-HMP 10°C B *—HTK10°C
754
75 r\‘ --m--BGP-HMP 5 °C " --m--HTK 5 °C
X - =
a e y---y--- o 8
71 s 7+ oocgoy--. : |
< ‘
6.54 e SN 651
=) 9 ) .
2 sl 5 i
i L
554 554
- 51 y =7.2425-0.030788x R=0.99721

y =7.5011-0.12558x R=0.99013

_____ y=7.5089 - 043176x R=0.98873 -----y=7.3349-0.033091x R=0.99396

HCL 0.1 N (mL) HCL 0.1 N (mL)
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Figura 22. A) Curvas de titulaciéon a 5 y 10°C de 50 mL de la solucién de preservacion
BGP-HMP. B) Curvas de titulacion a 5 y 10°C de 50 mL de la solucién de preservacion
Custodiol®. En ambos casos fueron titulados con HCI 0,1 N. Se registroé el pH obtenido
después de la adicion de alicuotas de 1mL de HCI.

Los valores de capacidad buffer calculados a partir de la ecuacion 2 se muestran en
la tabla 5:

Tabla 5. Capacidad buffer estudiada para ambas soluciones de preservacion a 5y 10°C.
| BGP (mEq H*/ UpH/L Sol.) | Custodiol® (mEq H*/ UpH/L Sol.)
5°C 15 59
10°C 15 63
Como puede observarse en la tabla, la capacidad buffer calculada para nuestra
solucién de preservacién BGP-HMP es menor que la calculada para la solucién
Custodiol® (15.44 vs. 59 mEqH*/UpH/L Sol. respectivamente). De todas formas, la
capacidad buffer fue suficiente para mantener el pH de la solucién durante 24 horas de
perfusién hipotérmica. Cabe destacar que la solucidon Custodiol® fue disefiada para
preservacion estatica, condicidn para la cual se requiere poseer una capacidad buffer
lo suficientemente alta como para atenuar o evitar el importante descenso de pH

intracelular que acontece como consecuencia de la glicolisis en condiciones de
anaerobiosis.

Determinacidn del punto de congelamiento

Punto de congelamiento experimental:

Una condicién sumamente importante que debe reunir una solucién de
preservacion consiste en que pueda mantener a todos los fluidos celulares vy
compartimentos en estado liquido a la temperatura de preservacién, evitando la
formacion de hielo y la subsecuente ruptura de las estructuras celulares.

En la figura 23 se muestran las curvas de descenso de temperatura en funcién del
tiempo de la solucion BGP-HMP vy del agua destilada respectivamente. Cada
determinacion se realizé por cuadriplicado y el valor de los puntos de congelamiento
se calculd como el promedio de temperatura en la meseta de la curva. La solucién
BGP-HMP presentd un punto de congelamiento de -0,55 + 0,05°C. Para el caso del
agua destilada su valor coincidi6 con el valor tedrico de 0°C en todas las
determinaciones.
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Temperatura vs. tiempo para BGP-HMP Temperatura vs. tiempo para el H204
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Figura 23. Historia térmica de la solucion de preservacion vs H204.

Curvas de descenso de la temperatura (°C) en funcién del tiempo (segundos) de la solucidn
BGP-HMP y del agua (n = 4).

Punto de congelamiento tedrico:

Empleando la ecuacién 5 obtuvimos el punto de congelamiento tedrico de la
solucion BGP-HMP;

Tc sol. Bep-Hmp = -0,55°C

El valor tedrico del punto de congelamiento de la solucién BGP-HMP coincidié con
el valor experimental del mismo. Teniendo en cuenta que los valores de punto de
congelamiento del agua y de la soluciéon BGP-HMP coincidieron con sus valores
tedricos, podemos afirmar que el método desarrollado para determinar este
parametro de nuestra solucién es un método confiable.

Teniendo en cuenta que nuestros protocolos experimentales de preservacion
hepatica son desarrollados a 5 y 10°C, podemos concluir que habiéndose determinado
un punto de congelamiento de -0.55°C para nuestra solucién, no hay riesgo de que se
congelen los tejidos a esas temperaturas.

Determinacidn voltamperométrica de la concentracion de O; disuelto en
la solucidn de preservacion/perfusion BGP-HMP

Con el afan de abordar uno de los interrogantes que existen en torno a la
preservacion dinamica y a la composicién de la solucidn ideal para ser utilizada con
esta técnica, decidimos trabajar sobre la extraccién de oxigeno por los higados durante
la preservacién y la solubilidad del mismo en nuestra solucion de preservaciéon BGP-
HMP.

Para poder obtener los valores absolutos del consumo de O; de higados en
hipotermia y asi determinar si resultaba necesario suministrar oxigeno suplementario
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a la solucidn de preservacion, fue necesario determinar la concentracién de O disuelta
en la misma.

Se utilizd el método de Rasmussen y Rasmussen modificado, y se determiné la
concentracion de O; disuelto en la solucién BGP-HMP equilibrada con aire, a distintas
temperaturas entre 1 y 35°C. Dicha concentraciéon fue graficada en funcién de la
temperatura del sistema; las curvas de solubilidad resultantes se muestran en la figura
24. En cada grafica se expone, ademads, la curva de solubilidad del O, en agua
(determinada por el mismo método). La solubilidad del O, en la solucién de
preservacién y en agua se linealizé a través de la ecuacién 17, para poder asi, conocer
la concentracién de O, a la temperatura de trabajo, por medio de una simple
extrapolacion.

BGP- HMP Oxygen Solubility HTK Oxygen Solubility

450 450

y=384.64 * €1(-0.020118x) R=0.99877 ¢ y = 408.59 * e4(-0.023767x) R=0.99672
4004+ N ----- y = 440.96 * e7(-0.022626x) R= 0.99868 004§ o ¥ =436.96 * ¢"(-0.022525x) R=0.69867
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300+ 3004

(0,1 (uM)
10,1 (uM)

250 2504

200 2004 @--HO +

I I 1 ! ! |

150 - : : } } } } 150
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperature Temperature

. s . 760 H, 5°C 10°C
Figura 24. Curva de solubilidad del O en las soluciones BGP-HMP, BGP’?:MT, SRRl

HTK y en agua. Las curvas de solubilidad fueron realizadas a una HTK 370 325

presién atmosférica de 758,01 mmHg. Cada valor representa el
promedio + SD de 3 mediciones.

Las concentraciones de O; obtenidas fueron corregidas por la presion barométrica
del dia de trabajo y con estos valores construimos la tabla 6 1% que permite conocer la
cantidad de O; disuelto en la solucion BGP-HMP en el rango de temperatura de O a
35°C y para un rango de presion de 735 a 785 mmHg. En base a los resultados, la
solubilidad del Oz en la solucién BGP-HMP a 5y 10°C (760 mmHg) fue de 351y 314 uM
respectivamente.

Debido a que la solucidn de preservacién disefiada es una mezcla compleja de
agentes osmaticamente activos y otros solutos, la solubilidad de O; en dicha solucién,
tal como se esperaba, es menor que en agua pura debido a interacciones entre las
especies moleculares en la solucién.

Tal como se presentd en la tabla 2 de la seccién materiales y métodos, los higados
perfundidos en hipotermia consumen menos cantidad de oxigeno a 5°C que a 10°C, lo
gue estaria directamente asociado al efecto de la temperatura sobre las actividades
metabdlicas del tejido. Nuestros estudios muestran, ademds, que los higados
perfundidos a bajas temperaturas presentaron una actividad respiratoria menor al 5%
del valor obtenido trabajando a 37°C con el modelo de higado aislado (control a 37°C,
1150 * 10; BGP-HMP 10°C, 61 + 12; BGP-HMP 5°C, 33 + 5 nmol O2/min/g.higado). Este
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ultimo hecho es importante ya que, considerando que las solubilidades del O, medidas
en la solucion BGP-HMP a 5y 10°C fueron de 351 y 314 uM respectivamente, evidencia
gue no es necesario perfundir el tejido con altas concentraciones de O; a bajas
temperaturas ya que los higados a esas temperaturas consumen menos oxigeno del
gue dispone la solucién de manera soluble. Elegimos simplemente mantener el tenor
de oxigeno de la solucion por medio de un aireador de pecera durante la preservacion
por perfusién hipotérmica.

Tabla 6. Solubilidad de oxigeno en solucion BGP-HMP (uM) en funcion de la
temperatura y la presién barométrica (mmHg).

Presion barométrica (mmHg)

T L 0 & 1@ & 1 |
379.42 [} 382.00 || 384.58 || 387.16 m
370.83 [} 373.36 || 375.88 || 378.40 396.06
362.50 [} 364.97 || 367.43 || 369.90 387.16
354.41 (§ 356.83 || 359.24 |} 361.65 378.52
346.56 (1 348.92 || 351.28 || 353.64 370.14
338.94 [} 341.25 || 343.56 || 345.86 362.00
331.54 [} 333.80 || 336.05 || 338.31 354.10
324.35 [} 326.56 || 328.77 || 330.97 346.42
317.37 [} 319.53 || 321.69 || 323.85 338.96
310.59 (§ 312.70 || 314.81 |j 316.93 331.72
303.99 (§ 306.06 || 308.13 [§ 310.20 324.67
297.59 [} 299.61 || 301.64 || 303.66 317.83
291.36 (§ 293.34 || 295.32 [} 297.30 311.18
285.30 [} 287.24 || 289.18 || 291.12 304.71
279.41 (§ 281.31 || 283.21 |j 285.11 298.42
273.68 (| 275.54 || 277.41 || 279.27 292.30
268.11 [} 269.93 || 271.76 || 273.58 286.35
262.69 (| 264.47 || 266.26 || 268.05 280.56
257.41 (§ 259.16 || 260.91 || 262.66 274.92
252.28 [} 253.99 || 255.71 || 257.42 269.44
247.28 (1 248.96 || 250.64 || 252.32 264.10
242.41 [} 244.06 || 245.71 || 247.36 258.90
237.67 [} 239.29 || 240.90 |j 242.52 253.84
233.06 [} 234.64 || 236.23 || 237.81 248.91
228.56 (1 230.12 || 231.67 || 233.22 24411
224.18 [} 225.71 || 227.23 || 228.76 239.43
219.91 (§ 221.41 || 222.91 || 224.40 234.87
215.76 (§ 217.22 || 218.69 || 220.16 230.43
211.70 (§ 213.14 || 214.58 || 216.02 226.10
207.75 (§ 209.17 || 210.58 [ 211.99 221.89
203.90 (¥ 205.29 || 206.68 || 208.06 217.77
200.15 (¥ 201.51 || 202.87 || 204.23 213.76
196.48 || 197.82 |f 199.16 |} 200.49 209.85
192.91 || 194.22 |f 195.54 |} 196.85 206.03
189.43 || 190.72 |f 192.00 |§ 193.29 202.31
186.03 || 187.29 |f| 188.56 || 189.82 198.68

= _—- |
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Presion oncoética o coloidosmatica de la solucion BGP-HMP

Una solucion de preservacién efectiva debe prevenir, entre otras cosas, la
expansion del espacio intersticial. Dicha expansion puede comprimir el sistema capilar
y generar un aumento en la resistencia intrahepdtica, el édrgano no se perfundira de
manera correcta y de esta forma se puede dafiar la vasculatura. Para que esto no
suceda, la soluciéon de preservacidon deberia contener alguna sustancia que genere
soporte oncético y posibilite controlar la distribucidn de agua entra el intersticio y la
vasculatura durante la perfusién 30126,

Nuestra solucion BGP-HMP posee el agregado de PEG 35K, un polimero que ha sido
ampliamente estudiado y para el cual se han reportado beneficios en la mitigacion del
dafio por isquemia y reperfusion 12128, En el presente trabado se determinaron los
valores experimentales de COP para la solucién BGP-HMP con el agregado de
diferentes concentraciones de PEG 35K (1, 2, 5, 10 y 20 g/L a 20°C) *1. Del mismo
modo, evaluamos los valores de COP para el agregado de otro agente coloide, el
almidon hidroxietilado (HES), a fin de comparar los resultados para ambos y
determinar que agente coloide influye mas en la regulacién de la COP (Figura 25).

25
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Figura 25. Efecto del agregado de diferentes concentraciones de PEG 35K y HES sobre
la COP de la solucion de preservacion BGP-HMP. Las concentraciones mas altas de
PEG 35K dan como resultado una COP mayor que la observada para la misma
concentracion de HES. Los datos fueron ajustados por una ecuacion exponencial.

Como puede verse en la figura, a similares concentraciones de agente coloide, la
COP desarrollada por el PEG 35K es mayor que la medida para el HES. En el siguiente
titulo analizaremos el efecto del mismo agregado de coloides sobre la viscosidad de la
solucién, pardmetro que también es importante para regular la resistencia
intrahepatica, por lo que ambos pardmetros deben estar en equilibrio.

Viscosidad (n) de la solucion de preservacion BGP-HMP

Los efectos ejercidos por la temperatura y por el agregado de agentes coloides
sobre la viscosidad de las soluciones de preservacion no se han estudiado
rigurosamente para los procedimientos donde se han empleado maquinas de
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perfusion. A tal punto, creemos que es muy importante enfocarse en ello, y en cdmo
esta combinacién de efectos, sobre la viscosidad de la solucién de preservacion,
afectan el resultado de la preservacion y recuperacién del dérgano luego de ser
implantado.

En el presente trabajo medimos la viscosidad de la solucién BGP-HMP a diferentes
temperaturas y con el agregado de diferentes concentraciones de los agentes coloides
PEG 35K y HES. Es importante aclarar que la solucién de preservacion BGP-HMP fue
desarrollada inicialmente para la perfusién hipotérmica ', pero la modificacion de las
concentraciones del agente coloide nos permite, de la misma manera, utilizarla en
preservacion estatica 12° como se describe mas adelante en la tesis.

En la figura 26 se detallan los resultados obtenidos en todas las determinaciones de
viscosidad que llevamos a cabo:

Viscosidad del agua
A B |:2
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Figura 26 A) Viscosidad de la solucién BGP-HMP en funcién de la temperatura. B) Viscosidad del H204
en funcién de la temperatura. C) Viscosidad de la solucion BGP-HMP con el agregado de diferentes
concentraciones de PEG 35K en funcidn de la temperatura. D) Viscosidad de la solucién BGP-HMP con
el agregado de diferentes concentraciones de HES en funcion de la temperatura. E) Efecto de la
temperatura sobre la viscosidad de diferentes soluciones de preservacion con respecto al agua.
Viaspan® (solucion UW), HTK (solucién Custodiol®), BGP-HMP (Bes-Gluconato-Polietilenglicol para
maquina de perfusién hipotérmica), BGP-35 (Bes-Gluconato-Polietilenglicol (40 g/L) para el
almacenamiento en frio de microérganos hepaticos).

Todos los datos se ajustaron mediante una ecuacién exponencial (las ecuaciones se muestran en los
gréficos). Las curvas muestran claramente el aumento de la viscosidad debido a la disminucién de la
temperatura en todas las soluciones estudiadas.

La disminucion de la temperatura aumenta exponencialmente la viscosidad de la
solucidn; este efecto es magnificado por el aumento de la concentracidon de PEG 35K.
La sustitucion de PEG 35K por HES también aumenta la viscosidad de la solucidn de
preservaciéon con la reduccién de la temperatura, pero este aumento en la
concentracion no afecta a la viscosidad de la misma manera que el PEG 35K.
Finalmente, comparamos concentraciones similares de ambos compuestos (PEG 35K y
HES) a bajas temperaturas; la viscosidad del PEG 35K fue significativamente mayor que
la viscosidad HES.

En la preservacion hipotérmica por SCS, el papel de la viscosidad de la solucién de
preservacion se vuelve esencial durante el lavado del érgano y su distribuciéon a través
de toda la vasculatura. En cambio, en técnicas de perfusion, donde se requieren largos
periodos de perfusion y buen funcionamiento de la vasculatura del érgano, la
viscosidad de la solucién de perfusién estd asociada con la concentracién del agente
oncético en un delicado equilibrio entre el control del edema intersticial, el flujo de
perfusién y la resistencia vascular 2.

EVALUACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE PERFUSION

Las primeras pruebas que se realizaron con la mdaquina de perfusién desarrollada
consistieron en determinar cual era la temperatura éptima de preservacion para los
higados de rata. En la literatura se reportan resultados inciertos, encontramos grupos
gue sostienen que la perfusién normotérmica o subnormotérmica es superadora con
respecto a la hipotérmica 22. Del mismo modo se pueden encontrar grupos que
defienden a la perfusidon hipotérmica como asi también a la perfusiéon a temperaturas
bajo cero sin la formacién de hielo 72.

El objetivo principal de esta serie de experimentos consistid en obtener datos
preliminares y orientativos respecto de la utilizacion de dos temperaturas de perfusiéon
diferentes, 10°C y 5°C. Se busca determinar si podemos encontrar una diferencia en el
rendimiento del protocolo de preservacién de higados por perfusién hipotérmica.
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Protocolo experimental

Los higados fueron procurados mediante la técnica quirdrgica a corazén batiente y
fueron preservados con la solucién comercial Custodiol®. Un grupo fue preservado
durante 24 h mediante HMP a una temperatura de 10°C y otro grupo de la misma
manera pero a 5°C. Ambos grupos, luego de ser preservados fueron evaluados en el
sistema de perfusion ex vivo IPRL (Figura 27).

Descripcion

Higados aislados, preservados 24 h por HMP con solucion HTK a 5°Cy
reperfundidos ex vivo.

Grupo experimental

Higados aislados, preservados 24 h por HMP con solucion HTK a 10°C
y reperfundidos ex vivo.

24 h de HMP
HTKa 50 10°C

LDH, AST, ALT

Donante cldsico Flujo portal
REPERFUSléN Resistencia intrahepatica
— . . LDH, AST, ALT
- (90 min IPRL) Consumo de o,
Procuracion Preservacion Produccion de bilis

Sprague Dawley &
(250-300 g)

Figura 27. Disefio experimental para determinar la temperatura éptima de perfusion.

Resultados y discusion
¢ Rendimiento durante la preservacion por perfusion hipotérmica

Durante las 24 horas que durd la preservacion por perfusidén hipotérmica se
tomaron 4 muestras de la solucién de preservacién. Por cuestiones de logistica de
nuestro laboratorio los tiempos elegidos fueron 0, 4, 20 y 24 h. A cada muestra
extraida se le midid la concentracién de enzimas presentes en la misma, lo cual nos da
una idea del dafio celular producido por la isquemia fria.

Como era de esperar, para las tres enzimas evaluadas se registré un dafio celular
producido por la isquemia fria que es progresivo en el tiempo (Figura 28). Para el
grupo preservado a 10°C tuvimos una desviacion entre experimentos elevada, por lo
gue, probablemente a causa de ello, solamente encontramos diferencia
estadisticamente significativa entre grupos para la enzima AST al tiempo final, siendo
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mayor el dafo justamente en el grupo preservado a 10°C. De todas formas, para las
otras enzimas podemos ver la misma tendencia.

(U/L.ghig)

(u/L.ghig)

. . s —e—HTK, 5°C
Liberacion de LDH o HTK, 10°C
40 1 Figura 28. Evolucién de la
35 1 liberacion de las enzimas
30 1 hepaticas LDH, AST y ALT en
25 1 funcion del tiempo de
20 A 0 .2 . , .
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15 1 10°C. Cada punto representa
101 p * la media +SD de 5
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¢ Rendimiento durante la reperfusion normotérmica

Pardmetros hemodinamicos - Flujo Portal

—8— HTK 5°C

Flujo portal . ..
o p B HTK 10°C Figura 29. Evolucién del
3.5 - . . s
flujo de perfusion en
>0 funcién del tiempo en un

sistema aislado. Cada
punto denota la media £ SD
de 5 experimentos. No se
hallaron diferencias
estadisticamente
significativas.

{mL/min.g hig)

0.5 4

0.0 T T T T T "
0 15 30 45 60 75 90
Tiempo (min)

En la figura 29 se representa la evolucién del flujo que ingresa al higado por la vena
porta y circula por toda su microvasculatura durante la fase de reperfusién del drgano
aislado a presion constante. Durante los 90 min de reperfusién normotérmica (37°C),
para ambos grupos (HTK 5°C y HTK 10°C, estas temperaturas hacen referencia al
periodo de preservaciéon) se registro6 un flujo portal casi constante de
aproximadamente 2 mL/min.g hig. No se vieron diferencias significativas entre ambos
grupos, sugiriendo la ausencia de un efecto sobre los pardmetros hemodinamicos que
puedan ser atribuidos a las temperaturas de preservacion elegidas.
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Produccion de bilis

La produccién de bilis se evalud a través del cdlculo del flujo de la secrecién biliar en
funcién del tiempo, como se observa en la figura 30. Los higados perfundidos luego 24
h de perfusidon hipotérmica a 5°C mostraron una alta capacidad de secrecién biliar,
alcanzando un flujo maximo de 0.47 pL/min.g hig a los 30 min y decreciendo luego
hacia el final del periodo de reperfusién. La produccidon de bilis de los higados
preservados a 10°C fue menor, sin encontrarse diferencias estadisticamente

significativas.

. - —g— HTK 5°C
Flujo Biliar B .. HTK 10°C

{uL/min.g hig)

Tiempo (min)

Figura 30. Flujo biliar. La bilis se recolectd en tubos previamente pesados cada 15 minutos,
y el flujo biliar se estimé gravimétricamente en cinco experimentos separados para cada
grupo analizado. No se encontraron diferencias significativas para ningin tiempo analizado.

Liberacidon de enzimas hepaticas

La acumulacion de la enzima ALT (iguales resultados fueron obtenidos para las
demds enzimas estudiadas) en el perfusato fue esquematizada en la figura 31. La
liberacion de enzimas se incrementa con el transcurrir del tiempo de reperfusiéon
normotérmica, por ende el dafo celular producido. Para ambos grupos el nivel de
dano celular fue similar, por lo cual no encontramos efecto atribuible a la temperatura

de preservacion.

Liberacion de ALT == HTK 5°C
@ -+ HTK 10°C
7.0 -
6.0 -
5.0 -
‘;‘D -
=
B
—
S,
2

Tiempo (min)

Figura 31. Liberacion de la enzima hepatica ALT en funcién del tiempo de
perfusion normotérmica. Cada punto representa la media + SD de 5 experimentos.
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
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Conclusion parcial

En este apartado se exponen los primeros resultados obtenidos utilizando la HMP
desarrollada en el marco de ésta tesis. La misma fue aplicada a la perfusion de higados
de rata con la solucidén de preservacion HTK a dos temperaturas diferentes.

Los higados fueron perfundidos durante 24 h en solucién HTK y luego fueron
reperfundidos en un sistema aislado (IPRL) que permitié el estudio de diversos
pardmetros que reflejan el estado de la fisiologia hepatica. Este modelo in vitro,
ampliamente utilizado en la investigacion de la fisiopatologia del higado, constituye
una alternativa al trasplante hepatico experimental muy interesante. Si bien se trata
de un sistema aislado y controlado, al mismo tiempo, conserva la complejidad del
organo con sus diferentes tipos celulares interaccionando entre si y su arquitectura
tridimensional intacta. Ademas, vale la pena destacar que el nUmero de animales para
experimentaciéon se reduce a la mitad. No obstante, son numerosas las variables que
intervienen en los resultados: temperatura, pH, presién de O3, funcionamiento de la
bomba, posicionamiento de los catéteres, eleccion del perfusato y tiempo de andlisis
son algunas de las mdas importantes. Por esta razdn, el entrenamiento manual y la
estandarizacion de la practica, resultan fundamentales y se van desarrollando con el
tiempo. Lo expuesto anteriormente explica, en parte, la variabilidad experimental
observada en esta serie de ensayos.

Los resultados obtenidos sefialaron que la mayoria de los parametros estudiados no
presentaron diferencias significativas entre los grupos estudiados. Durante la perfusién
hipotérmica pudimos encontrar un menor dafio celular, reflejado en la menor
liberacion de enzimas hepaticas en el grupo preservado a 5°C. En base a estos
resultados y a la diversidad de datos respaldando diversas temperaturas dptimas de
trabajo que podemos encontrar en la bibliografia, consideramos utilizar para los
préximos ensayos la temperatura de perfusién de 5°C.

PRIMEROS ESTUDIOS DE PERFUSION HIPOTERMICA DE HIGADOS DE
RATA EMPLEANDO LA SOLUCION DE PRESERVACION BGP-HMP

La maquina de perfusidon hipotérmica es una técnica dinamica que hace fluir de
manera continua una solucién de preservacién por el érgano y lo perfunde de manera
de mantener un metabolismo residual, el cual depende de la generacién de energia. En
mamiferos, esto es sindnimo de necesidad de oxigeno para poder llevar a cabo el
metabolismo aerdbico, el mismo es entregado a través de la perfusidon vascular.
Ademads de esto, la HMP permite aplicar maniobras farmacolégicas sobre el drgano
gue estd siendo preservado y extraer muestras de perfusato para ser analizadas.

Como método de preservacién dindmico, la HMP representa una alternativa viable
para aumentar la cantidad de érganos disponibles para trasplantes, pudiendo revertir
la escasez de los mismos y suplir las listas de esperas en creciente demanda en todo el
mundo. Ahora bien, para que la HMP sea efectivamente una técnica capaz de
recuperar érganos y aumentar el pool disponible, es necesario avanzar también en el
estudio de los pardmetros implicados en la preservacién. Uno de ellos es la eleccién de
la solucién de preservacion. En nuestro caso proponemos la utilizacidon de una solucidn
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de desarrollo propio, con una composicion fisicoquimica exclusivamente pensada para
la perfusidn a bajas temperaturas.

Con el fin de comprobar si nuestra solucién de preservacion BGP-HMP,
caracterizada en un apartado anterior, resulta adecuada para ser utilizada mediante la
técnica de preservaciéon hipotérmica a través de la maquina de perfusidon hipotérmica,
se realizaron perfusiones de higados a 5°C durante 24 horas. Los estudios que se
llevaron a cabo comparan los resultados obtenidos para nuestra solucion BGP-HMP
contra los obtenidos para la solucion comercial HTK, ampliamente utilizada en la
clinica.

Protocolo experimental

Los higados fueron procurados mediante la técnica quirdrgica a corazén batiente y
fueron preservados durante 24 h mediante HMP a una temperatura de 5°C. En este
caso se evaluaron tres grupos experimentales, un grupo preservado con la solucién
BGP-HMP, otro preservado con la soluciéon comercial HTK, y un tercero que representa
nuestro control el cual no fue preservado. Este ultimo fue evaluado inmediatamente
luego del aislamiento en el sistema IPRL de perfusién ex vivo, como un control del
funcionamiento hepatico en nuestras condiciones experimentales. Los grupos
preservados también fueron evaluados en el mismo sistema (Figura 32).

Grupo experimental Descripcion ‘

Control Higados aislados y reperfundidos ex vivo.

Higados aislados, preservados 24 h por HMP con solucion BGP-HMP a
5°Cy reperfundidos ex vivo.

BGP-HMP 5°C

Higados aislados, preservados 24 h por HMP con solucion HTK a 5°Cy
reperfundidos ex vivo.

HTK 5°C

24 h de HMP
BGP-HMP a 5°C
HTKa 5°C

LDH, AST, ALT

4

A
X P 4
2 ,;:* Donante clasico ’ Flujo portal »
e . REPERFUSION Resistencia intrahepatica
—_— . LDH, AST, ALT
— (90 min IPRL) [Ny
Procuracion Preservacion Produccién de bilis

A

Sprague Dawley J \_/
ntrol
(250-300 g) ontro

Vel. produccién de urea

Figura 32. Disefio experimental para determinar si la solucidn de preservacién BGP-HMP es adecuada
para perfundir higados de rata por HMP.
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Resultados y discusion
¢ Rendimiento durante la preservacion por perfusion hipotérmica

Al evaluar la liberaciéon de enzimas hepaticas durante la perfusidon hipotérmica,
encontramos que a las 24 h de preservacion la liberacidon de las enzimas LDH y AST fue
mayor para el grupo preservado con la solucidn HTK (p<0.05). La actividad enzimatica
en el perfusato fue (U/L.g higado): LDH, 10.01 + 1.22 (HTK), 6.20 + 1.03 (BGP-HMP);
AST, 3.63 + 0.62 (HTK), 1.25 + 0.13 (BGP-HMP). En contraste, para la liberacion de ALT
no se encontraron diferencias entre grupos (Figura 33).

] » . . u HTK, 5°C
Liberacién de enzimas hepdticas # BGP-HMP, 5°C

11
10 .|-

(U/L.ghig)

ORr NWLRUMGON®

LDH AST ALT

Figura 33. Liberacion total de enzimas hepaticas en la
solucién de preservacion luego de 24 h de HMP a 5°C.
n=5/*p<0.05

¢ Rendimiento durante la reperfusion normotérmica

Parametros hemodindmicos

En la figura 34 se puede observar la evolucion de los parametros hemodinamicos de
los higados durante los 90 min de reperfusion normotérmica, luego de ser preservados
por HMP durante 24 h.

El comportamiento del flujo portal de los higados preservados con la solucién BGP-
HMP se muestra muy similar al de los higados que no han sido preservados (grupo
control). El flujo comienza levemente mas bajo, pero con el correr de los minutos los
higados se estabilizan, el flujo alcanza su punto maximo y permanece de manera casi
constante durante la totalidad del experimento. Para el caso de los higados
preservados con la solucién HTK, el flujo de perfusién fue significativamente menor en
relacion con los grupos BGP-HMP y control. Estos higados, a una presidén constante de
aproximadamente 100 mmH;0, toleraron practicamente un flujo de perfusién igual a
la mitad del presentado por los controles. A su vez, se nota una disminucién del mismo
durante la ultima media hora de perfusion (Figura 34 A).

La resistencia intrahepatica constituye un reflejo del estado de la microvasculatura
del higado y es un parametro inversamente proporcional al flujo de perfusion. En la
figura 34 B se esquematiza el cambio en la resistencia vascular a medida que avanza el
tiempo de reperfusién de los higados previamente almacenados durante 24 h. Se
puede observar, en rojo, el comportamiento de este pardmetro para los higados que
fueron preservados con la solucion HTK. Estos higados presentaron una resistencia
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intrahepatica muy superior a la mostrada por los otros grupos, con un ascenso de la
misma a medida que pasaban los minutos de reperfusion.

En base a los resultados descriptos para los dos parametros hemodinamicos
podemos resumir que los higados preservados con la soluciéon de preservacién BGP-
HMP por la técnica de perfusiéon hipotérmica presentan un mayor rendimiento
hemodindmico y una microvasculatura mejor preservada.
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Figura 34. Evolucion de los parametros hemodinamicos durante la
reperfusién normotérmica posterior a 24 h de HMP. A) El flujo portal de los
higados preservados con BGP-HMP fue mayor que para el grupo HTK. B) Los
higados del grupo BGP-HMP presentaron una resistencia vascular
comparable con la de los controles sin preservar (n =5 / *p<0.05).

Produccion de bilis

La figura 35 refleja el comportamiento de la funcidn secretora biliar a través del
tiempo de perfusién aislada. Los higados preservados con ambas soluciones fueron
capaces de producir bilis de manera sostenida durante la reperfusidén, pero en una
proporcion del 50% con relacién a la cantidad producida por los higados controles.
Evidentemente la preservacion hipotérmica generé un dafio considerable a nivel de las
vias biliares, pardmetro que tendremos que seguir evaluando para mejorar en este
aspecto.
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Consumo de Oxigeno

La figura 36 muestra el consumo de O; durante los experimentos de reperfusiéon
aislada, luego de 24 horas de preservacion por HMP. Los higados preservados con la
solucién BGP-HMP mantienen el metabolismo activo y muestran una capacidad de
consumo de oxigeno aumentada en relacidn a la propia por los higados preservados
con HTK (p<0.05). Los higados preservados con nuestra solucion BGP-HMP fueron
capaces de captar mas O; (umol/min.g higado) que los higados preservados con HTK:
1.16 £ 0.16 vs. 0.65 £ 0.1 a tiempo final respectivamente.

. .- —B—HTK, 5°C
FIU]O Biliar w=@==BGP-HMP, 5°C
= Control
1.4 A
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(1L /min.g hig)

0.0 + T T T
15 30 45 0 75 90
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Figura 35. Evolucion de la produccion de bilis en funcién del tiempo
de perfusidén en un sistema aislado. Cada punto denota la media *
SD de 5 experimentos.
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Figura 36. Evolucién del consumo de Oz en funcién del tiempo de perfusién
en un sistema aislado. Los higados preservados con la solucién BGP-HMP
mostraron una tasa de consumo de oxigeno superior a la mostrada por los
higados del grupo HTK. n =5/ *p<0.05

Liberacidon de enzimas hepaticas: LDH, AST y ALT

La figura 37 muestra las concentraciones de enzimas citoplasmaticas acumuladas en
el perfusato al final de los ensayos de reperfusion aislada. La injuria celular ocasionada
por dafios al endotelio durante la reperfusién y la activacion de vias de muerte celular
por apoptosis/necrosis es cominmente evaluada a través de la liberacion de enzimas
como la LDH y las transaminasas. Para las tres enzimas evaluadas encontramos
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diferencias significativas entre los grupos, siendo ampliamente mayor la liberacion por
parte de los higados preservados con la solucién HTK. Al relacionar los datos de
liberacion de los grupos experimentales preservados vs los de un control sin
almacenamiento en frio, resulta evidente que las 24 h de isquemia fria tuvieron como
consecuencia un cierto grado de dafio tisular.

Estos resultados indican que la solucién BGP-HMP es capaz de mantener una mayor
integridad de membrana de los hepatocitos y permite reducir las injurias causadas por
la preservacidn hipotérmica y por la isquemia y reperfusion de los higados.

w HTK, 5°C

Liberacion de enzimas citoplasmdticas 5 BG p),HMD, 5oC
1 Control

60
55
50
45
40
35
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(U/L.ghig)

LDH AST ALT

Figura 37. Liberacion de enzimas citoplasmaticas. Cuantificacion
de la actividad enzimatica acumulada al tiempo final de la
reperfusién normotérmica (90 min) para las enzimas LDH, AST y
ALT (n =5/ *p<0.05).

Sintesis de urea

La figura 38 esquematiza la capacidad de sintesis de urea en los 90 min de
perfusién. Siendo una de las funciones principales del higado, la sintesis de este
metabolito indica el estado funcional hepatico durante la reperfusién post-perfusion
hipotérmica. La sintesis de urea en el higado es la principal ruta de eliminacién del
nitrogeno del organismo. Las enzimas del ciclo de la urea comienzan a disminuir su
actividad cuando el higado entra en disfuncién por alguna patologia, por lo tanto, este
pardmetro es un buen indicador de funcionalidad metabdlica del higado **°.

La capacidad de sintesis de los higados fue evaluada a través de la tasa de
produccién de urea durante la perfusidn ex vivo. No se encontraron diferencias
significativas en la produccion de urea, indicando que la urogénesis en los higados
preservados se mantiene a la misma intensidad que lo hacen aquellos higados que no
fueron preservados. Esto implicaria que la sintesis de urea no es un parametro que se
encuentre particularmente afectado en nuestro modelo experimental. No obstante,
tenemos que aclarar que la amplitud de los valores obtenidos podria estar
enmascarando los resultados.
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Figura 38. Velocidad de produccion de urea durante la
reperfusidon normotérmica. No se encontraron diferencias
entre los grupos.

Conclusidn parcial

El propdsito de la preservacidon de drganos en el contexto del trasplante es poder
suministrar drganos viables que comiencen a funcionar inmediatamente luego de su
implante en el receptor. El tiempo necesario para realizar el traslado del érgano y
organizar los equipos de cirugia, es proporcionado a través de la técnica de
preservacion hipotérmica. Sin embargo, hoy en dia, la preservacidon estatica
convencional se ha estancado en su desarrollo limitando los tiempos de procuracién,
el nimero de drganos viables para implantar y el éxito en si de la terapia del
trasplante.

En los ultimos afios, tomaron fuerza nuevamente las técnicas de perfusién de
drganos, las cuales tienen la potencialidad de rescatar érganos marginales. En la
presente tesis proponemos estudiar este campo, incorporando una solucién de
preservacién y una maquina de perfusién especialmente disefiadas para preservar
higados de rata en hipotermia. En este apartado evaluamos nuestra solucién por
primera vez y la comparamos con la solucién comercial HTK.

Los resultados obtenidos resultan promisorios, ya que, bajo las condiciones
estudiadas, los higados preservados con nuestra solucion de preservacién BGP-HMP y
nuestra maquina de perfusién hipotérmica, fueron capaces de mantener un
metabolismo sintético activo, la resistencia intrahepatica se vio reducida al ser
comparada con las obtenidas para la solucion HTK, y la velocidad de captacion del O;
también fue mayor. De igual manera, los higados del grupo BGP-HMP presentaron
menor dafio celular, por lo que, la solucién de preservacion BGP-HMP puede mantener
de mejor manera la integridad de membrana y, ademads, reduce el dano por
preservacion/isquemia/reperfusion.

MODELO DE DONANTE A CORAZON PARADO EN LA RATA (DCD)

El trasplante hepatico ha evolucionado y se ha perfeccionado aceleradamente
desde sus primeras experiencias en la década del 60. Como resultado de la creciente
aceptacion del trasplante como la terapia de eleccién para un sinnumero de patologias
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hepaticas, la disponibilidad de érganos aptos para trasplante se convierte en una gran
limitacion y, por ende, en el problema de mayor preocupacion reflejado en las largas
listas de espera por un higado sano.

Los drganos provenientes de DCD son desestimados en actualmente en la mayoria
de los centros de trasplante debido al periodo de isquemia caliente (IC) que
invariablemente atraviesan antes de la perfusidn con solucién de preservacion. La IC
profundiza el dafio por isquemia/reperfusion inherente al proceso del trasplante,
aumentando el riesgo de fracaso de la cirugia. No obstante, la escasez de donantes
clasicos (diagnéstico de muerte cerebral) ha llevado a reconsiderar el uso de drganos
“marginales” como los DCD, cuyas desventajas demandan la optimizaciéon de los
protocolos de preservacion mediante el desarrollo de nuevas estrategias.

En particular, nos propusimos a través de un modelo de donante a corazén no
batiente en ratas y la mdquina de perfusion hipotérmica, tratar de rescatar estos
higados isquémicos y evaluarlos contra otros que no han sufrido un tiempo de IC.

Protocolo experimental

Como método desencadenante del arresto cardiaco escogimos la sobrecarga de K*,
aplicada en un trabajo de Garcia-Valdecasas °* y puesta a punto en nuestro laboratorio
103,130 En resumen, tras haber cateterizado el higado, se inyectan 300 pL de una
solucién de heparina 500 Ul/mL + KClI 2 M via vena femoral. El ion K* en altas
concentraciones despolariza las membranas celulares del musculo cardiaco,
generando, en consecuencia, el arresto cardiaco dentro de los 30 segundos.

Teniendo en cuenta resultados anteriormente obtenidos por el grupo de trabajo, se
establecié un lapso de IC de 45 min para el modelo de donacién de higado a corazén
no batiente. Esta extensidn de tiempo previa al almacenamiento en frio se encuentra
dentro de los limites de reversibilidad del daifio seglin datos hallados en la bibliografia
131 pero, al mismo tiempo, induce una mayor injuria por isquemia/reperfusion respecto
de los higados controles de donantes a corazdn batiente.

Un grupo de higados de rata DCD fue preservado con nuestra solucidon de
preservacién BGP-HMP y posteriormente evaluado en el sistema IPRL. En una primera
instancia este grupo isquémico fue comparado con un grupo de higados el cual no
habia sufrido un periodo de IC; en una segunda etapa el grupo DCD preservado por
HMP fue comparado con un grupo de higados DCD preservados por SCS con solucién
HTK y contra un grupo control de higados DCD sin preservar (Figura 39).

Descripcion ‘

Higados aislados, preservados 24 h por HMP con solucién BGP-HMP a 5°Cy
reperfundidos ex vivo.

Grupo experimental

BGP-HMP 5°C

Control 45’IC Higados con 45 min de IC aislados y reperfundidos ex vivo.

Higados con 45 min de IC preservados 24 h por HMP con solucion BGP-HMP
a 5°Cy reperfundidos ex vivo.

Higados con 45 min de IC preservados 24 h por SCS con solucion HTK a 5°C
y reperfundidos ex vivo.
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Figura 39. Disefio experimental para determinar si la solucidn de preservacién BGP-HMP es adecuada
para recuperar higados de rata DCD por HMP.

La HMP en la recuperacion de érganos provenientes de DCD - Evaluacion
de la solucion BGP-HMP en el sistema de perfusion hipotérmica HMP

Resultados y discusion
e Rendimiento durante la preservacion por perfusion hipotérmica

Como mencionamos anteriormente, los d&rganos provenientes de DCD
inevitablemente presentan dafio celular inducido por la isquemia. Al evaluar la
liberacion de enzimas citoplasmaticas en la solucién de preservacion durante el
periodo de HMP, podemos comprobar esto, al encontrar mayor liberaciéon en los
higados del grupo BGP-HMP + 45’ de IC (Figura 40). El gran reto de la preservacion por
HMP, de nuestra solucion BGP-HMP y de esta tesis, es lograr revertir este dafio
intrinseco de la IC presente en los érganos marginales DCD.
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Figura 40. Evolucién de la liberacién de las enzimas LDH y AST durante las 24 h de perfusidn
hipotérmica en la HMP. Cada punto denota la media + SD de 5 experimentos. * indica diferencia
estadisticamente significativa entre grupos con p<0.05.

e Rendimiento durante la reperfusién normotérmica

Liberacion de enzimas hepaticas: LDH, AST y ALT

Durante la preservaciéon por HMP notamos que los higados que habian sufrido un
periodo de isquemia caliente presentaron una mayor liberacidn de enzimas hepaticas,
hecho que se deduce en dafio a nivel celular. En la figura 41 podemos observar que
este dafio fue revertido durante el periodo de reperfusidn en el IPRL. Si bien se genera
un dafio celular progresivo en el tiempo, entre ambos grupos de estudio no hay
diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 41. Liberacidn de enzimas hepaticas durante los 90 min de reperfusion normotérmica. No se
encontraron diferencias entre los higados que sufrieron una IC (DCD) y los 6rganos provenientes de
DBD. La evolucién de las tres enzimas estudiadas muestra el mismo patron.

Parametros hemodindmicos

La figura 42 muestra la evolucidn del flujo de perfusidon portal en funcién del tiempo
de reperfusidon en el sistema IPRL. Los higados con 45" de IC y preservados en la
solucién BGP-HMP, presentaron un gran rendimiento hemodindmico y un
comportamiento idéntico al de los higados que no han sido procurados por el modelo
de DCD. Estos resultados sugieren que la solucion BGP-HMP y el procedimiento de
preservacion por HMP ejercieron un efecto restaurador sobre la microvasculatura y la
misma se mantiene en perfectas condiciones; se pudieron minimizar los efectos de la
IC sobre la integridad de la red endotelial equiparando los valores de flujo entre éstos y
los del grupo sin IC.
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Figura 42. Evolucién del flujo de perfusién en funcién del tiempo en un
sistema aislado. Cada punto denota la media + SD de 5 experimentos.
No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

Consumo de Oxigeno

La figura 43 muestra el consumo de O; a lo largo de la perfusidon ex vivo. Puede
apreciarse que la captacion de O; del medio para higados pertenecientes al grupo con
IC previa no muestra ninguna diferencia con respecto a los que no la han (p<0.05).
Transcurridos 90 min de perfusion, los higados de ambos grupos presentaron un
consumo de oxigeno de 1.09 * 0.17 umol Oz/min.g hig (BGP-HMP + 45’ IC) y 1.16 *
0.16 umol O2/min.g hig (BGP-HMP).
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Figura 43. Evolucion del consumo de Oz en funcidn del tiempo de
perfusiéon en un sistema aislado. Cada punto corresponde la media + SD
de 5 experimentos. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos.

Conclusidn parcial

El reacondicionamiento de higados provenientes de donantes a corazén no batiente
(DCD) ofrece la oportunidad de mejorar los resultados y también aumentar la
disponibilidad de este tipo de érganos marginales. El avance en la comprensién de los
fenédmenos patofisioldgicos asociados a la donacidn tras el cese cardiaco ha fomentado
el desarrollo de nuevas alternativas en las distintas etapas del procedimiento de
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trasplante, como por ejemplo la busqueda de nuevas soluciones de preservacion y
perfeccionamiento de las técnicas de perfusion.

En estos experimentos, se planted la posibilidad de revertir el dafio provocado por
la isquemia caliente durante la fase de preservacion hipotérmica, una etapa
generalmente ineludible del trasplante ante la necesidad de disponer de un tiempo
para la preparacién de la cirugia.

En nuestros experimentos pudimos observar que durante la reperfusién
normotérmica los higados de ambos grupos no presentaron diferencias significativas
para ninguno de los parametros estudiados. Por lo tanto, si bien los higados
provenientes de DCD presentaron un mayor dafio celular producido por la isquemia de
45 minutos a la que fueron expuestos, luego de la preservacién por HMP el dafo fue
revertido y se recuperaron todos los pardmetros metabdlicos, asi también como los
hemodinamicos.

Las diferencias en la liberacién de enzimas hepaticas encontradas entre grupos
durante la preservacion hipotérmica revelaron una diferencia significativa entre
higados procurados 45 minutos post-cese cardiaco e higados extraidos a corazdén
batiente, validando asi, el modelo de donante a corazén parado utilizado. El sistema
IPRL de perfusién ex vivo constituyé una herramienta fundamental en la evaluacion del
estado funcional de los higados, pero a su vez tiene algunas limitaciones que nos
sesgan el analisis; no estamos considerando todas las variables que podrian influir en
la exacerbacién o aminoracion del dafio por isquemia/reperfusion sufrido por los
higados. En este sentido, la perfusién con sangre entera o derivados, por ejemplo a
través del trasplante experimental, podria aportar un cuadro mas completo de lo que
sucede durante la reperfusidén de estos drganos.

HMP vs SCS. Comparacion de diferentes técnicas de preservacion de
organos empleando higados provenientes de ratas DCD

Existen numerosos reportes experimentales y clinicos indicando que la HMP es una
técnica mas apropiada que la preservacidon estatica por SCS para rescatar higados
provenientes de donantes marginales, particularmente DCD 32, En base a estos
registros, y considerando que en argentina solamente se emplea SCS en la practica
clinica, nos pusimos como objetivo, en dicha parte del trabajo, comparar la eficiencia
de los dos métodos de preservacion de oérganos (SCS y HMP) para preservar los
higados provenientes de DCD que han sufrido un periodo de 45 min de isquemia
caliente.

Como se explica al comienzo del apartado, en este caso comparamos dos grupos
experimentales de higados provenientes de ratas donantes DCD con 45 min de IC. En
una primera instancia un grupo fue preservado con la solucién BGP-HMP por la técnica
de perfusién hipotérmica, y el otro grupo fue preservado con la solucién Custodiol®
por la técnica de SCS 9. Posteriormente hacemos un andlisis comparando la
preservacion de higados DCD preservados por ambas técnicas de preservacion, pero
en este caso utilizando la solucion BGP-HMP para los dos grupos.
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Resultados y discusion (HMP con BGP-HMP y 45’ IC vs SCS con HTK y 45’ IC)

Parametros hemodindmicos

En la figura 44 se muestra la evolucidon de los pardmetros hemodindmicos de los
higados que han sufrido un periodo de IC de 45 min y fueron preservados por SCS o
por HMP. La madaquina de perfusion hipotérmica es un método que mantiene
estimulada la microvasculatura al ofrecer una perfusion continua durante la totalidad
de la etapa de preservacion, este hecho se ve reflejado en los resultados obtenidos. Al
analizar el flujo portal de perfusion (figura 44 A), los higados del grupo preservado por
HMP, con la solucién BGP-HMP mostraron un flujo constante durante los 90 min de
reperfusion y muy superador con relacién a los preservados por SCS con la solucidn
HTK (p< 0.05).

En la misma linea, la resistencia intrahepatica (figura 44 B) fue menor en los
higados preservados por HMP, con un comportamiento muy similar al de los higados
control sin preservar. A los 60 y 90 min de reperfusién encontramos diferencias con
relacién al grupo SCS + HTK.

Estos resultados son importantes teniendo en cuenta que luego de 24 horas de
preservacion en isquemia fria, la circulacion hepatica posee un alto grado de
conservacion vy las alteraciones en la microcirculacién hepatica constituyen un factor
determinante en el fallo primario post-trasplante.
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Figura 44. Parametros hemodinamicos. A) Evolucidn del flujo portal en funcidn
del tiempo de reperfusion normotérmica de higados procurados de donantes
DCD. B) Resistencia vascular ejercida por los higados durante la reperfusién.
Cada punto denota la media + SD de 5 experimentos. * indica diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos preservados (p<0.05).

Produccion de bilis

En la figura 45 podemos observar como evoluciond la funciéon hepatica secretora
durante los 90 minutos de reperfusion normotérmica. Todos los higados tratados
respondieron inmediatamente durante la reperfusién, y demostraron una excelente
produccién de bilis, pero el flujo biliar fue notablemente menor en el grupo preservado
por HMP con la solucién BGP-HMP (p<0.05). Analizando este fendmeno, podemos
conjeturar que podria deberse al lavado de las sales biliares durante las 24 h de
perfusidon continua a la que se expone el higado en la HMP, ya que la solucién de
preservacion no posee el agregado de precursores biliares. Otro aspecto interesante a
considerar es el suministro de sangre; en contraste con los hepatocitos, que reciben un
doble suministro de sangre, las células de las vias biliares solo reciben el suministro de
sangre por via arterial y es mds vulnerable al dafio isquémico. En nuestro modelo solo
perfundimos el higado a través de la vena porta, ignorando la arteria hepdtica debido a
la complicada manipulacion durante la cirugia; por lo tanto, el tracto biliar
probablemente no recibid suficiente oxigeno y se vio dafiado.

== Control con 45' IC
Flujo biliar —o— HMP con BGP-HMP y 45" IC
== (S con HTK y 45" IC
1.4

1.2 L w
5 10
=
w 0.8
£
E o6
=
<= 04 T I
0.2 * *
* * [ ] * "
0.0 4 T T T T ]
15 30 45 60 75 90

Tiempo (min)

Figura 45. Flujo biliar durante los 90 min de reperfusién en el IPRL. Cada
punto denota la media + SD de 5 experimentos. * indica diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos preservados (p<0.05).

Consumo de oxigeno (Figura 46)

El estudio de la velocidad con que los higados consumen oxigeno nos da una idea de
la actividad metabdlica de los mismos. Aquellos preservados por HMP con la solucién
BGP-HMP mostraron tasas de consumo de O; significativamente mayores a todos los
tiempos estudiados que los preservados por SCS y los controles con IC.
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== Control con 45' IC

Vel. consumo de O, =—@—HMP con BGP-HMP y 45" IC
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Figura 46. Velocidad de consumo de oxigeno durante los 90 min de
reperfusidn en el IPRL. Cada punto denota la media £ SD de 5 experimentos.
* indica diferencia estadisticamente significativa entre el grupo HMP + BGP-
HMP vs los otros grupos (SCS + HTK y control) para un p<0.05.

Contenido de glucégeno

El contenido de glucdgeno en el tejido hepdtico fue determinado para los tres
grupos de higados DCD post—reperfusién normotérmica (Figura 47). En base a nuestros
resultados, pudimos comprobar que, aunque el metabolismo es desacelerado en un
factor de 1.5-2 por cada 10°C de descenso en la temperatura 3°, ain subsiste una
actividad metabdlica basal con el consecuente consumo de las reservas de glucégeno
del higado preservado en hipotermia (5°C). Durante la reperfusién, el consumo se
intensifica y las reservas son rdpidamente derivadas a la via glicolitica. Este hecho
denota la necesidad de recurrir a estrategias para prevenir la deplecidén energética en
la procuracion de este tipo de drganos que han sufrido un periodo de IC.

Los higados que han sido preservados durante 24 h muestran una disminucién en la
cantidad de reservas de glucégeno con respecto al grupo control sin preservar, sin
embargo solo encontramos diferencias significativas para el grupo preservado por
HMP. De la misma manera, entre los grupos preservados también existen diferencias,
existiendo menos glucégeno en el grupo preservado de manera continua.
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Estudios histoldgicos post-reperfusion

Al finalizar los 90 minutos de perfusion normotérmica ex vivo, los higados son
desconectados del sistema IPRL para la toma de muestra de diferentes porciones del
tejido. Tres de estas muestras son fijadas en formaldehido al 10% en PBS para luego
ser procesadas y fijadas en un portaobjetos donde se llevé a cabo la tincién con
Hematoxilina/Eosina. La primera tincidén tifie los nucleos celulares en tonos azul-
violaceos debido a su fuerte interaccién con los acidos nucleicos, y la segunda tincidn
de contraste con eosina tifle, en distintos tonos de color rosa, componentes del
citoplasma y de la matriz extracelular.

En general, el parénquima hepatico se mantuvo en buenas condiciones para todos
los higados post-reperfusion. Es posible apreciar la estructura conservada de los
cordones hepatocitarios delineando los canales sinusoidales entre ellos; por otra parte,
no se observd la presencia de nucleos picnéticos indicadores de muerte celular. Las
venas centrales y espacios porta mostraron un alto grado de conservaciéon en su
morfologia. Es de destacar, sin embargo, la presencia de células endoteliales de
morfologia alterada (redondeadas) y parcialmente desprendidas en la luz sinusoidal.
Esto concuerda con trabajos previos donde se reporté que las células no

parenguimatosas son el principal blanco de la injuria durante la fase de isquemia fria
133

Para el estudio morfométrico (Figura 48) se eligieron tres signos de injuria que
comunmente se hallan en la histologia de un higado sometido a isquemia/reperfusion:
vacuolizacidn, dilatacién sinusoidal y presencia de células endoteliales sueltas en los
sinusoides. Los periodos de hipoxia, en combinacién con una presién hidrostatica
elevada dentro del higado, generan el desarrollo de vacuolas como consecuencia del
influjo intracitoplasmatico del plasma sinusoidal 34, Una elevada incidencia de
vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos, por lo tanto, seria indicio de dafo celular.
En nuestros grupos experimentales no se encontraron vacuolas en cantidad
considerable, solamente en algunas pequenas zonas aisladas como puede observarse
en la figura 48 A. Por otro lado, al evaluar el tamano de los sinusoides hepaticos
notamos que el grupo preservado por HMP presentaba un grado ligeramente mayor
(p=0.06) de dilatacidn sinusoidal, porcentaje cercano al 11% del total del area de
parénquima hepdtico (Figura 48 B). Esto sugiere la posibilidad de un balance
inadecuado de la presion hidrostatica durante la perfusion a pesar de la presencia de
polietilenglicol y la baja presion de perfusion. Como se menciond anteriormente,
encontramos incidencia de células endoteliales danadas, en un porcentaje cercano al
4% para los higados preservados por SCS y de 2% para aquellos perfundidos en la HMP
(p=0.03) (Figura 48 C).

96



Resultados y discusién Matias E. Carnevale

Figura 48. Tincion de hematoxilina/eosina.
Imagenes con una magnificacion de 40x de
biopsias tefiidas con H&E. Las flechas muestran
vacuolas citoplasmaticas (A), sinusoides
dilatados (B) y células endoteliales dafadas (C).
Las graficas muestran los resultados del analisis
morfométrico. Los valores porcentuales
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Resultados y discusion (HMP vs SCS con BGP-HMP y 45’ IC)

Parametros hemodinamicos (Figura 49)

En este caso, al evaluar las dos técnicas de preservacion utilizando la misma
soluciéon de preservacion (BGP-HMP), aplicadas al rescate de higados DCD, ya no
encontramos las diferencias estadisticas que si habia cuando comparamos soluciones
diferentes. De todas maneras se observa una clara tendencia indicando que los
higados preservados por HMP preservaron mejor su microvasculatura, con mejores
pardmetros hemodinamicos. Durante los 90 minutos de reperfusion el flujo de
perfusidon se mantuvo practicamente constante en ambos grupos.
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Figura 49. Evolucidn del flujo de perfusion y de la resistencia intrahepatica durante los 90 min de
reperfusidon a 37°C. lzquierda: flujo portal de higados DCD preservados por SCS o HMP con la soluciéon BGP-
HMP. Derecha: resistencia vascular ejercida por higados DCD preservados por SCS o HMP con la solucién
BGP-HMP. Cada punto representa la media + SD para 5 experimentos. No se encontraron diferencias
significativas (p<0.05), pero se observa una clara tendencia a favor de los higados preservados por HMP.

Liberacién de enzimas citoplasmaticas (LDH y AST)

La liberacién de LDH y de AST durante la reperfusién fue sostenida en el tiempo
para ambas técnicas empleadas. De la misma manera que para los pardmetros
hemodinamicos, no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos tratados
debido a la gran variacion entre higados, pero la tendencia marca mayor cantidad de
enzimas citoplasmaticas acumuladas en los higados preservados por SCS (Figura 50)
(LDH: HMP 26.74 + 11.8 vs SCS 47.26 + 21.11; AST: HMP 5.07 £ 2.57 vs SCS 8.61 + 3.8

en [U/L.g hig]).

Liberacion de AST «--@-- HMP con BGP-HMP, 5°Cy 45" IC
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Figura 50. Liberacion de enzimas hepaticas en la solucion de preservacidon durante 90 min de
reperfusién normotérmica. No se encontraron diferencias entre grupos. n =5 / *p< 0. 05

Consumo de oxigeno:

Durante el periodo de reperfusién a 37°C se midié la velocidad a la cual los higados
preservados consumen oxigeno (Figura 51). El consumo fue muy bueno para todos los
organos, encontrandose diferencias entre grupos. Aquellos preservados por HMP
presentaron una mayor tasa respiratoria que los preservados por SCS con la misma
solucion.
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Figura 51. Consumo de O: durante los 90 min de reperfusion a 37°C, luego de
preservar higados DCD por HMP o por SCS. Cada punto representa la media + SD para
5 experimentos. Los higados preservados por HMP presentaron una tasa de consumo
mas elevada que los del grupo SCS (p<0.05).

Actividad metabdlica:

El contenido de glucégeno tisular de los higados preservados por HMP se vio
disminuido en relacidn a los del grupo SCS, resultado que concuerda con los obtenidos
en el analisis con diferentes soluciones (Figura 52). Este resultado nos podria estar
indicando que los higados preservados por la via dindmica necesitaron mayor cantidad
de energia para reponerse de la injuria causada por la isquemia fria. Ante estas
exigencias el metabolismo catalitico de glucogendlisis se mantuvo activo; situacién a
destacar ya que el higado fue capaz de reactivar su metabolismo de manera efectiva
luego de ser preservado durante 24 h a 5°C.

La produccion de bilis se evalud a través del calculo de la secrecién biliar total

durante los 90 min de reperfusién (Figura 52). En este caso, nuevamente obtenemos
una menor secrecion biliar por la técnica de HMP, descartando un efecto de la solucién
de preservacion y si atribuible a la técnica dinamica. La secrecién biliar total (uL/g hig)
fue de 52.26 + 6.69 para el grupo preservado por SCS y 15.55 + 15.23 para aquellos
preservados por HMP.

Produccion Total de Bilis
' HMP con BGP-HMP, 5°C y 45' IC

[ISCS con BGP-HMP y 45" IC
70 4

* (p=0.0086)
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Figura 52. Actividad metabdlica de los higados preservados con BGP-HMP por medio de las
dos técnicas de preservacion estudiadas. lzquierda: reservas de glucégeno presentes en el
tejido. Derecha: secrecion biliar acumulada durante 90 min de reperfusion a 37°C.
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Conclusion parcial

En este apartado decidimos comparar la eficiencia de higados provenientes de DCD
que fueron preservados por la técnica HMP con nuestra solucion de preservacion BGP-
HMP, frente a los resultados obtenidos para aquellos preservados por una técnica
tradicional en la clinica médica y empleando una solucién comercial ampliamente
difundida. En lo que respecta a la integridad de la microcirculacion pudimos observar
que los higados preservados por HMP mostraron una mejor respuesta hemodinamica,
plasmada en la reduccion de la resistencia intrahepatica ejercida al flujo de perfusién,
el que fue mayor para los higados del grupo HMP + BGP-HMP. A su vez, estos higados
fueron capaces de mejorar la capacidad de consumo de O, incluso con respecto al
grupo control. Estos resultados no son menores, ya que las alteraciones en la
microcirculacién hepdtica constituyen un factor determinante en el fallo primario post-
trasplante, sobre todo en experiencias con donacidn a corazén parado 8. Durante el
fenédmeno de isquemia, la deplecién de sustratos energéticos produce edema en
células de Kupffer y endoteliales; ademas, la pérdida del delicado equilibrio entre el
Oxido nitrico y la endotelina induce la vasoconstriccion comprometiendo el flujo
intrahepatico y favoreciendo el reclutamiento de leucocitos *3°. Por otro lado, los
higados preservados con ambos métodos de preservacién mostraron la misma
integridad de la membrana y fueron capaces de mantener un metabolismo activo.
Podemos concluir que ambos sistemas de preservacion de higados podrian ser
adecuados para ser aplicados bajo diferentes circunstancias con el fin de obtener un
mejor uso de los higados provenientes de DCD para aumentar el pool de érganos
disponibles para trasplante.

Por otro lado, teniendo estos resultados en carpeta, decidimos seguir
caracterizando nuestra solucion de preservacién y, preservar con ella, higados
provenientes de DCD por SCS. De esta forma podriamos atribuir los efectos
encontrados a la solucién o a la técnica, segin sea el caso. En los parametros
hemodindmicos estudiados, a diferencia del estudio con SCS + HTK, no encontramos
diferencia alguna; lo mismo ocurrié para la liberacién de enzimas. El consumo de
oxigeno si resultd mejor para los higados preservados por HMP, al igual que en el
estudio previo (pagina 95); en tanto que la produccién biliar otra vez fue inferior en los
higados perfundidos por HMP, lo que indica un efecto deletéreo de la técnica de HMP
sobre ese caracter.

Estos resultados son los primeros indicios de que nuestra solucién puede ser
utilizada tanto en preservacién dindmica como en estatica, obteniendo resultados
similares entre técnicas, pero superadores en relaciéon a la solucién HTK.

EXPERIENCIAS UTILZANDO LA SOLUCION BGP-HMP PARA LA
PRESERVACION DE HIGADOS DE RATA POR LA TECNICA DE SCS

Las soluciones de preservacion "gold standard" que se utilizan en el trasplante de
higado mediante SCS son la UW y la HTK. Recientemente, ante la gran demanda de
organos y posibilidad de emplear aquellos denominados marginales, surgié la
necesidad de contar con nuevas alternativas y se ha abierto el campo a nuevas
soluciones como Celsior® e IGL-1®, pero aun no estd claro sobre cudl garantiza mejores
resultados a corto y largo plazo #313%137, Aunque hay una gran cantidad de proyectos
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de investigacion en marcha, todavia no se cuenta con la evidencia necesaria que apoye
el desarrollo de nuevas alternativas, que no solo mejoren los resultados, sino que
también permitan extender los tiempos durante el trasplante.

Por lo anteriormente mencionado, en este apartado nos planteamos como
objetivo evaluar el rendimiento de nuestra nueva solucion BGP-HMP aplicada a la
preservacion estatica por SCS, y si es necesario, modificar su composicién quimica para
gue pueda ser utilizada tanto en técnicas de preservacién estatica como asi también
dindmicas. Para lograr este objetivo comparamos nuestra solucion BGP-HMP contra la
comercial HTK mediante el uso de la técnica de SCS, IPRL y el trasplante hepatico en
rata.

Preservacion por SCS: preservacion de drganos DBD y DCD con la
solucion BGP-HMP

Protocolo experimental

Un grupo de higados de ratas DBD y otro DCD fueron preservados por la técnica
de SCS con nuestra solucion de preservacion BGP-HMP y posteriormente evaluados en
el sistema IPRL. Estos grupos fueron comparados con un grupo de higados DBD y otro
DCD preservados también por SCS pero con la solucién HTK. Como controles utilizamos
higados de ratas DBD y DCD procurados e inmediatamente reperfundidos en el sistema
IPRL sin preservar (Figura 53).

Descripcion ‘

Control Higados aislados e inmediatamente reperfundidos ex vivo.

Grupo experimental

Higados aislados, preservados 24 h por SCS con solucién BGP-HMP y
reperfundidos ex vivo.

SCS BGP-HMP

Higados aislados, preservados 24 h por SCS con solucidon HTK y
reperfundidos ex vivo.

SCS HTK

Higados con 45 min de IC aislados e inmediatamente reperfundidos ex vivo.

Higados con 45 min de IC preservados 24 h por SCS con solucién BGP-HMP y
reperfundidos ex vivo.

Higados con 45 min de IC preservados 24 h por SCS con solucidon HTK
SCS HTK y 45’ IC & : 1aeitp P y
reperfundidos ex vivo.
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Figura 53. Disefio experimental para evaluar la solucion de preservacion BGP-HMP en la preservacion estatica por SCS.

Resultados y discusion

Liberacién de enzimas citoplasmaticas (LDH)

Al evaluar la liberacién de LDH en el perfusato durante la reperfusion
normotérmica, y recordando que la presencia de las mismas indica dafio celular, en los
higados provenientes de DBD pudimos encontrar diferencias estadisticamente
significativas de ambos grupos con respecto al control (Figura 54). Al tiempo final el
grupo HTK presenté mas dafo celular que el grupo BGP-HMP (p<0.05).

Para el caso de higados isquémicos (DCD), los preservados con HTK exhibieron
mayor liberacion de LDH que los controles a los tiempos 30 y 90 min (HTK 18.03 + 8.45
y 97.29 + 20.40 vs Control 9.52 + 3.73 y 22.98 + 6.23 respectivamente en [U/L.g hig]).
BGP-HMP solamente se diferencié del control a los 60 min de reperfusién, no asi al
final del experimento. Entre ambas soluciones existieron diferencias en la liberacién de
LDH a los dos tiempos finales 60 y 90 min (BGP 24.48 + 13.27 y 47.26 + 21.11 vs HTK
36.83 + 10.07 y 97.29 + 20.40 respectivamente en [U/L.g hig]) sugiriendo que los
higados preservados con  BGP-HMP  presentaron menor dafio por
isquemia/preservacion/reperfusion que los higados preservados con HTK (p<0.05).
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Figura 54. Liberacion de LDH. Evolucion de la cantidad de LDH liberada en el perfusato durante los 90
min de reperfusion a 37°C. lzquierda: grupos de higados a partir de donantes sin IC. Derecha: grupos
de higados a partir de donantes con IC. Cada punto representa la media + SD para 5 experimentos.

* BGP-HMP y HTK son diferentes al control. # HTK es diferente a BGP-HMP.

A BGP es diferente al control. B HTK es diferente al control.

Flujo portal (Figura 55)

Durante la duracién total de la reperfusién en normotermia (90 min) todos los
higados provenientes de donantes convencionales DBD mostraron un flujo portal muy
bueno y constante, a excepcion del grupo HTK. El mismo alcanzé un punto maximo a
los 45 min (2.47 £ 0.22 [mL/min.g hig]), posteriormente disminuyd hasta alcanzar el
minimo a los 90 min (2.21 + 0.20 [mL/min.g hig]) y la diferencia estadistica con el grupo
control (p<0.05).

Por otro lado, entre los grupos de higados DCD las diferencias en el flujo fueron
mayores. Si bien ambos grupos de higados preservados presentaron un flujo inferior al
de los controles, el grupo HTK mostré valores muy inferiores al del grupo BGP-HMP (a
los 90 min, BGP-HMP 2.54 + 0.17 vs HTK 1.74 + 0.13 en [mL/min.g hig]).

En base a los resultados obtenidos luego de la preservacion por SCS durante 24 horas,
la integridad microvascular de los higados preservados con BGP-HMP se encuentra
mejor preservada que la misma para aquellos preservados con la solucién HTK.

=t Control 5/I +++ae++ Control con 45' de IC
Flujo Portal == SCS con BGP-HMP Flujo Portal :::::: ;E;;:a:z:xﬂéﬁ ic

—t—SCS con HTK

f——————g} a > @ — 1
B! .
0.5
T T T T T 0.0 T T T T T
0 15 30 a5 60 75 90 0 15 30 45 60 75
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 55. Evolucidon del flujo de perfusion durante los 90 min de reperfusién a 37°C. lzquierda: grupos
de higados a partir de donantes sin IC. Derecha: grupos de higados a partir de donantes con IC. Cada
punto representa la media + SD para 5 experimentos. Los higados preservados con BGP-HMP
presentaron mejores parametros hemodinamicos que los del grupo HTK.

* BGP-HMP y HTK son diferentes al control. # HTK es diferente a BGP-HMP.

A BGP es diferente al control. B HTK es diferente al control.
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Consumo de Oxigeno

Como medida de la actividad metabdlica de los higados preservados medimos la
velocidad a la cual estos consumen oxigeno durante el periodo de reperfusion
normotérmica (Figura 56). Los grupos de higados DBD y DCD presentaron tasas de
consumo muy similares. Al evaluar los grupos no isquémicos podemos observar que
los higados del grupo BGP-HMP tuvieron idéntico consumo que los del grupo control
sin preservar, no asi los del grupo HTK en los que el consumo fue menor. Esta
disminucion del metabolismo oxidativo es aun mds evidente en los higados
isquémicos, donde aquellos del grupo HTK consumieron menos oxigeno que los
controles, y a los tiempos 60 y 90 min menos que los higados del grupo BGP-HMP
(p<0.05). Los higados preservados con nuestra solucién BGP-HMP fueron capaces de
captar mas Oz (umol/min.g higado) que los higados preservados con HTK: 0.91 + 0.16
vs. 0.58 £ 0.1 a tiempo final respectivamente.

—a—Control /I «--#& -+ Control con 45' de IC
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Figura 56. Evolucion del consumo de Oz durante los 90 min de reperfusion a 37°C. lzquierda: grupos
de higados a partir de donantes sin IC. Derecha: grupos de higados a partir de donantes con IC. Cada
punto representa la media +* SD para 5 experimentos. Los higados preservados con BGP-HMP
presentaron una tasa de consumo mas elevada que los del grupo HTK.

* BGP-HMP y HTK son diferentes al control. # HTK es diferente a BGP-HMP.

A BGP es diferente al control. B HTK es diferente al control.

Flujo biliar (Figura 57)

La funcién secretora del higado fue evaluada de manera gravimétrica colectando
muestras de bilis cada 15 min durante la totalidad del periodo de reperfusién
normotérmica. Al preservar los higados de manera estatica por SCS los mismos
produjeron una buena cantidad de bilis. Tanto los higados DBD como los DCD
preservados produjeron menor cantidad que los higados controles, pero es muy
rescatable que los higados isquémicos secretaron la misma cantidad que los no
isquémicos, sugiriendo que el dano producido por la falta de oxigeno sobre las células
del tracto biliar pudo ser revertido.

Otro punto interesante es que, en este caso, los higados preservados con BGP-HMP
produjeron la misma cantidad de bilis que aquellos del grupo HTK. Cabe recordar que
cuando habiamos preservado con la HMP y solucion BGP-HMP (ver péagina 94) la
produccién biliar habia sido inferior que para los preservados por SCS y HTK; de esta
manera, y sumado a los resultados obtenidos en la pagina 99 comparando las dos
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técnicas con la misma solucion (BGP-HMP), podemos descartar que éste efecto sea
atribuible a la composicion de la solucién BGP-HMP, y si a la técnica de preservacion.

Produccién Total de Bilis

% (p<0.05)
] 1T 1
100 A
] B (p<0.05) ® Control 5/
] = SCS con BGP-HMP
80 A
w® m SCS con HTK
B0
= ]
‘ETD %0 ] E Control con 45' de ICI
=

4 1 SCS con BGP-HMP y 45" IC
40 A
SCS con HTK y 45" IC

20 A

Figura 57. Cantidad total de bilis secretada durante los 90 min de reperfusion
normotérmica. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos
preservados y los controles sin preservar. ¥ BGP-HMP y HTK son diferentes al
control. B HTK es diferente al control para p<0.05.

Contenido de glucégeno

El contenido de glucdgeno tisular de los higados preservados se vio disminuido en
relacién a los controles (Figura 58). En particular los grupos preservados con la solucién
HTK lo hicieron en mayor medida que los de los grupos preservados con BGP-HMP.
Probablemente, este agotamiento de las reservas energéticas es una respuesta a las
altas demandas metabdlicas durante la reperfusidon. Recordemos que durante la
preservacién por SCS los higados sufren un periodo de hipoxia, por lo que, el
metabolismo residual puede degradar glucdégeno por la via glucolitica. Una vez en el
sistema IPRL los higados cursan una etapa de estabilizacién donde requieren mucha
energia para revertir el estado casi basal en el que se encontraban y poder asi
recuperar todas sus funciones 11813,

20 1 B (p<0.05) & Control S/
18 4 [ = 5CS con BGP-HMP

16 A ® SCS con HTK

£ Control 45'1C

14
1SCS con BGP-HMP y 45' IC

12 4 [SCS con HTK y 45" IC
10 -

(mg/g tejido)

(1

Figura 58. Reservas de glucégeno luego de 90 min de reperfusion normotérmica. Se
encontraron diferencias significativas entre el control sin isquemia y el grupo DBD

preservado con HTK (p<0.05). Entre los grupos de drganos DBD y DCD no hubo

diferencias en la cantidad de glucégeno almacenado en el parénquima hepatico.

B HTK es diferente al control. 105
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Estudios histoldgicos post-reperfusion

La figura 59 muestra la histologia representativa de higados DBD control (panel A) o
grupos tratados (B SCS con BGP-HMP, C SCS con HTK). Los grupos experimentales
presentaron una histologia bastante conservada con placas de hepatocitos
organizadas; solo se observaron dreas necroéticas/apoptdticas aisladas y triadas
portales bien estructuradas.

Dilatacion sinusoidal: tanto en los higados DBD como DCD se encontré mayor
dilatacion de los sinusoides en los grupos preservados que en los controles, sin
diferencia entre los grupos BGP-HMP y HTK.

Lesion endotelial: las células endoteliales dafiadas aparecen redondeadas y la

mayoria de ellas sobresaliendo en la luz sinusoidal. Para los higados sin isquemia DBD
la lesion fue mas evidente en los higados preservados (p<0.001 frente a los controles),
pero difirié entre las dos soluciones, siendo casi el doble en el grupo BGP-HMP. En los
higados DCD la lesion también fue mayor en los higados preservados, pero sin
diferencias entre los grupos BGP-HMP y HTK.
Presencia de vacuolas: una elevada incidencia de vacuolas en el citoplasma de los
hepatocitos es sigho de dafio celular. Por lo general pudimos observar la incidencia de
las mismas alrededor de las venas centrales con areas portales sin vacuolas (acino de
Rappaport, mayor cantidad de nutrientes en las zonas periportales). Para ambos tipos
de donantes (DBD y DCD) los grupos preservados difieren del control, pero la
vacuolizacién observada en los higados preservados con HTK fue mas elevada que la
observada en el grupo BGP-HMP (p<0.001).

Modelo de trasplante hepatico heterotdpico auxiliar y reducido de rata

Hasta el momento llevamos realizados diferentes tipos de estudios, todos ellos con
la intencién de abarcar la mayor cantidad de variables posibles en vistas de
comprender los fendmenos de isquemia/reperfusion que acontecen durante las etapas
del proceso de trasplante hepatico. Disefiamos equipos, soluciones de preservacion,
probamos diversas técnicas de preservacion y evaluamos los resultados in vitro.
Pudimos recopilar una importante cantidad de datos, pero siempre llegamos a la
conclusién, de que si bien nuestros esfuerzos conducen a resultados prometedores,
nos falta completar el estudio por medio del trasplante hepatico, evitando cometer
sesgos en la investigacion al no contar con la visién global del proceso mediante el
estudio in vivo. Por lo tanto, para ampliar ain mas nuestra comprensién de los
fenédmenos descriptos y del rendimiento de nuestra solucién de preservacion, en esta
parte del trabajo proponemos preservar higados de rata por la técnica de SCS e
implantarlos en ratas receptoras utilizando el modelo de trasplante heterotdpico en la
rata.
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Figura 59. Biopsias de higados tefiidas con H/E
luego de ser preservados durante 24 h y
reperfundidos 90 min. Se muestran fotografias
representativas (400x) utilizadas para realizar
el analisis morfométrico. Las observaciones
histopatoldgicas como la dilatacién sinusoidal
(flechas negras), citoplasma vacuolado (flechas
grises) y células endoteliales dafiadas (flechas
blancas) fueron semi-cuantificadas por un
método de puntuacién. Los graficos D y E
muestran los resultados del analisis para los
higados DBD y DCD respectivamente. Los
valores porcentuales de cada lesién estudiada
se calcularon a partir de las frecuencias
observadas en cada grupo experimental. A)
Grupo control sin IC, B) Grupo BGP-HMP sin IC
y C) Grupo HTK sin IC. * BGP-HMP y HTK son
diferentes al control; # HTK es diferente a
BGP-HMP.

Grupos experimentales

Matias E. Carnevale
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En esta etapa del trabajo se utilizaron 32 ratas. Cinco presentaron hemorragia
interna en las anastomosis de la vena porta y no se consideraron, y se incluyeron tres
ratas adicionales para obtener los datos de referencia. Doce ratas receptoras se
dividieron aleatoriamente en dos grupos con 6 animales cada uno, considerando un
tiempo de preservacion corto (SPT) de 1 + 0.5 h (tiempo minimo entre la procuracion y
la implantacién en el receptor) y un tiempo de preservacion largo (LPT) de 24 + 1 h
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(Figura 60). Todas las ratas receptoras fueron sacrificadas 24 h después del
desclampeo para evaluar los cambios patolégicos de la lesién por isquemia-
reperfusion.

| Higados aislados, preservados durante 1 h con solucion HTK e

implantados en ratas receptoras (n = 3).
HTK-LPT

Higados aislados, preservados durante 24 h con solucién HTK e
implantados en ratas receptoras (n = 3).

Higados aislados, preservados durante 1 h con solucion BGP-HMP e
implantados en ratas receptoras (n = 3).

BGP-SPT

Higados aislados, preservados durante 24 h con solucién BGP-HMP e
implantados en ratas receptoras (n = 3).

Preservacion por SCS

. 1 h con HTK (HTK-
SPT)

@ . 24 h con HTK

Donante DBD (HTK-LPT)
’ LY clasico
’” — - - Trasplante ALT
. ' heterotépico Estudios histoldgicos
M Procuracién
A h AN
Sprague Dawley &
(250-300 g)

Preservacion por SCS

. 1 h con BGP-HMP
(BGP-SPT)

. 24 h con BGP-HMP
(BGP-LPT)

Figura 60. Disefio experimental para evaluar a la solucién BGP-HMP en un modelo in vivo, trasplante
hepatico heterotdpico en la rata.

Resultados y discusion

Liberacidén de enzimas citoplasmaticas: ALT

En la figura 61 podemos observar los niveles de enzima ALT que se midieron en
muestras de sangre de las ratas receptoras de cada grupo estudiado, luego de 24 h de
reperfusion. El aumento de la concentracion de estas enzimas en el plasma refleja el
nivel de dafio hepatocelular durante la etapa de reperfusién de los drganos
preservados y trasplantados. Los niveles de ALT en plasma fueron mayores para los
grupos que recibieron higados preservados durante 24 h (LPT) en relacién a los
preservados por un corto periodo (SPT). Luego de 24 h post-desclampeo no hubo
diferencias significativas entre las dos soluciones evaluadas para ninguno de los dos
tiempos de preservaciéon estudiados. Podemos concluir que la cantidad de enzimas
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citoplasmicas liberadas (ALT) fue la misma en higados preservados con nuestra
solucion BGP-HMP que para los preservados con la soluciéon comercial HTK.

Liberacion de ALT

ALTmU/mL

Baseline BGP-HMP HTK BGP-HMP HTK

SPT LPT

Figura 61. Niveles de enzimas hepaticas en plasma de ratas no trasplantadas y
receptoras de higados preservados SPT y LPT. No se observaron diferencias
entre las ratas trasplantadas de cada grupo (*p<0.05 todos los grupos frente a
los datos de referencia).

Andlisis histopatoldgico (Figura 62):

El dafio hepdtico también fue evaluado histolégicamente, segun la clasificacidon de
Abu Amara 2. El anélisis de las biopsias obtenidas después de un periodo corto de
preservacion (SPT) mostré una lesién general con un rango entre 6-7. En estos grupos,
la observacién mas comun fue la vacuolizacidn citopldsmica y un grado moderado de
dilatacién sinusoidal; sin diferencias entre los higados preservados con las soluciones
HTK y BGP-HMP. Cuando la preservacion se extendié al tiempo extremo de 24 h (LPT),
el grupo BGP-LPT mostré un grado moderado de dafio histolégico. Por otro lado, el
grupo HTK-LPT mostré un mayor grado de lesidn tisular (p<0.05 frente a BGP-LPT), con
severa y confluente necrosis coagulativa, y hemorragia en los cordones hepaticos que
conducen a la pérdida de la arquitectura del parénquima.
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Figura 62. Puntuacion histopatoldgica general de los higados trasplantados. No
se encontraron diferencias entre los grupos preservados durante un corto periodo
de tiempo (1 h). Después de 24 h de preservacion, el grupo HTK-LPT mostré un
grado de lesion mucho mayor en comparacién con el grupo BGP-LPT (*p<0.05).
SPT: tiempo de preservacién corto, LPT: tiempo de preservacion largo.
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Conclusion parcial

En el Ultimo apartado del trabajo nos propusimos evaluar el rendimiento de nuestra
solucion de preservacion en higados de rata por la técnica de SCS, con el objetivo de
mejorar la performance obtenida con la solucién comercial Custodiol® ampliamente
utilizada en la clinica. Recordemos que en Argentina, y en casi todo el mundo, la
técnica SCS es la mas utilizada en la preservacién hepatica.

Los resultados obtenidos luego de la reperfusién normotérmica ex vivo fueron
prometedores. Evaluamos el dafio celular a través de la liberacion de enzimas
citoplasmaticas en el perfusato, que indican ruptura y muerte celular; los higados
preservados con la solucion HTK mostraron mayor liberacion de enzimas que los
preservados con BGP-HMP. El analisis histoldogico a partir de fotografias fue otro
parametro de integridad celular que tuvimos en cuenta. En este caso, los grupos
preservados mostraron mayor dafio celular que aquellos no preservados,
pertenecientes a los grupos controles. Entre los grupos preservados, los higados HTK
fueron los mas lesionados, resultado que concuerda con el obtenido para la liberacion
de enzimas hepaticas.

A nivel de capacidad secretoria, los higados preservados produjeron menos
cantidad de bilis que aquellos que no han sido preservados, indicando que las vias
biliares resultaron ser mas propensas a sufrir dafio por isquemia fria que otras células
hepaticas. No encontramos diferencias entre las soluciones de preservacion evaluadas.
Las reservas de glucdgeno se vieron disminuidas en relacidon a los controles, pero
aquellos higados que fueron preservados con BGP-HMP aun contenian mas glucdgeno
que los de los grupos HTK. La actividad metabdlica oxidativa fue evaluada a través de
las tasas de consumo de oxigeno durante la reperfusién en normotermia. En los
higados DBD observamos que los preservados con BGP-HMP consumieron
exactamente lo mismo que los controles, no asi lo preservados con HTK; en cambio, en
los higados DCD notamos una disminucién del consumo sobre todo en los preservados
con HTK.

Un parametro de integridad muy importante, donde obtuvimos buenos resultados
fue en la respuesta hemodindmica de los higados preservados durante el periodo de
IPRL. Al evaluar los higados provenientes de donantes convencionales sin isquemia
(DBD), aquellos preservados se comportaron de la misma manera que los controles.
Cuando pasamos a los higados isquémicos, en cambio, los preservados con HTK
soportaron menor cantidad de flujo, por lo que el grupo BGP-HMP conservé la
integridad vascular de mejor manera.

En una segunda etapa decidimos preservar higados de rata y luego trasplantarlos
para asi concretar la evaluacidon en un modelo in vivo, andlisis indispensable para tener
una visién mas holistica de los mecanismos de isquemia y reperfusién. Preservamos
higados con las soluciones BGP-HMP y HTK, a su vez evaluamos dos tiempos de
preservacioén diferentes. Cuando medimos la liberacion de enzimas luego de 24 h post-
desclampeo, no encontramos diferencias significativas entre las soluciones de
preservacion. Ademds, y mas importante que la evaluacion bioquimica, el andlisis
histopatoldgico mostré después de 24 h de preservacion (higados preservados a largo
plazo) que los higados del grupo BGP-HMP tienen un menor grado de lesién tisular con
ausencia de dafio histoldgico irreversible, caracterizado por la ausencia de necrosis de
hepatocitos, observada en el grupo HTK.
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Después de probar nuestra nueva soluciéon BGP-HMP en dos modelos, utilizando el
modelo in vitro IPRL y el modelo de trasplante, los resultados respaldan un papel
prometedor en la prevencidon de lesiones por isquemia-reperfusién en comparacién
con una de las soluciones de preservacion clinicamente utilizadas. Sin embargo, somos
conscientes de que el modelo de trasplante utilizado tiene algunas limitaciones, ya que
las ratas receptoras conservan su higado nativo. El trasplante ortotépico de higado en
la rata es el modelo ideal e indispensable para la investigacion de trasplantes; sirve
para estudiar nuevas técnicas de preservacion y evaluar nuevas soluciones de
preservaciéon de drganos 122123139 Esta técnica sigue siendo un modelo mas dificil en
comparacion con otros métodos experimentales de trasplante en roedores,
principalmente para lograr una tasa de supervivencia aceptable. Nuestro grupo cuenta
con profesionales capacitados para lograr aplicar esta técnica %%, pero durante el
transcurso de ésta tesis se hizo muy dificil poder reproducirla. Por lo anteriormente
mencionado es que optamos por emplear el modelo de trasplante heterotdpico de
higado, que también es una buena herramienta, complementaria a los resultados ex
vivo de injurias por isquemia-reperfusion.

DISENO DE UN SISTEMA DE PERFUSION HIPOTERMICA PORTATILY
AUTONOMO

El sistema portatil de perfusion hipotérmica (pHMP: portable hypothermic machine
perfusion) mantiene las caracteristicas principales de la mdaquina de perfusién ya
descripta, agregando ciertas soluciones tecnoldgicas que le proveen autonomia y
portabilidad al sistema. Inicialmente el pHMP se planteé como una necesidad para
realizar experimentos de perfusién fuera del laboratorio donde se desarrolld la
maquina de perfusion; ante la dificultad logistica de trasladar todo el equipamiento
necesario surgié la posibilidad de construir un sistema portatil. Asi mismo, se propuso
la automatizacién de todas las funciones de control con el objetivo de reducir la
interferencia del operador sobre los resultados experimentales. Otra caracteristica
superadora es que permitiria llevar al quiréfano el contenedor primario, y realizar el
montaje del higado en el mismo momento de la procuracién, sin necesidad de
trasladar el injerto de una sala a otra, por lo que mejoraria no solamente la
operatividad sino también las condiciones de higiene. Por ultimo, se considerd la
posibilidad de una total autonomia energética que permitiera el traslado de un sitio a
otro de un érgano mientras esta siendo preservado por perfusion hipotérmica.

El sistema propuesto estd compuesto por un contenedor primario que sostiene al
drgano dentro de un contenedor secundario que almacena la solucién de preservacion
(Figura 63). De esta manera el érgano se encuentra continuamente sumergido en la
solucién de preservacion, la cual circula a través de un circuito impulsado por una
bomba de peristaltica de perfusion. La solucién es oxigenada mediante el burbujeo
permanente de aire por medio de una bomba.
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Figura 63. Contenedor primario (blanco) y contenedor
secundario (azul), junto con la llave de 3 vias necesaria
para el montaje del érgano.

El circuito de perfusidn contiene a su vez, una derivacion para la medicién en
tiempo real de la presiéon de perfusion, utilizando un sensor de presién sanguinea
(BLOOD PRESURE TRANSDUCER — BLPR — World Precision Instrument, Inc), un
dispositivo atrapa burbujas y un filtro de particulas (Figura 64).

Ventilador
Atrapa Burbujas

Celda .
Peltier  pjfygor Llave 3Vias
e para conexion

il
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/)
:

Filtro de
Particulas

Contenedor Y
Secundario _

Llave depurga =
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Figura 64. Circuito de perfusion. El contenedor primario se esquematizé a
tamafio reducido para poder diferenciarlo del contenedor secundario.

La temperatura de la solucién de preservacién es controlada mediante un sistema
de enfriamiento basado en dispositivos peltier y un sensor de temperatura del tipo
termistor. La sefal de este ultimo es utilizada por el controlador central del sistema
(basado en tecnologia Arduino) para, mediante algoritmos de control del tipo PID
(proporcional + integral + derivativo), mantener la solucién de preservacién a una
temperatura definida por el operador. El sistema de enfriamiento activo (celda peltier)
estad apoyado por un sistema estatico sin control, con el objetivo de reducir la carga de
trabajo de la celda y asi disminuir el consumo eléctrico de la misma. Esto se logra
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mediante la utilizacion de un pack eutéctico, enfriado previamente a -20°C y en
contacto con el recipiente secundario.

La perfusion se impulsa mediante una bomba peristdltica construida a partir de un
motor paso a paso. Esto permite obtener una relacién constante entre velocidad de
rotacion de la bomba y flujo de perfusidn, siempre que se trabaje dentro de rangos de
presion previamente determinados (Figura 65 A). De esta manera, y en base al
monitoreo constante de la presion de perfusion es posible ajustar y controlar de
manera permanente la velocidad de rotacion de la bomba peristdltica, garantizando asi
una presién de perfusion constante (Figura 65 B). Esta combinacion de bomba de flujo
ajustable y sensor de presion permite a su vez, calcular en tiempo real la resistencia
intravascular, pardmetro hemodindmico fundamental para la evaluacién de la calidad
de la preservacion.
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Figura 65. En la figura A se observa la relacidn lineal entre la velocidad de la bomba y el
flujo, en un rango de presiones entre 12 y 24 cmH20. En la figura B se muestra como
mediante el control del flujo puede controlarse la presion de perfusién. Resultados
obtenidos en un sistema de resistencia constante (informacidn no publicada).

Por ultimo el controlador central posee una interface con el operador que consta de
un display LCD donde se muestran los parametros programados y las condiciones de
temperatura, presion, flujo y resistencia intrascular. Presenta, a su vez, un teclado que
permite programar y alterar las condiciones deseadas, permitiendo que el operador
realice modificaciones sobre el programa de control ante eventuales necesidades.

En la figura 66 se puede ver el disefio completo en 3D del equipo de perfusion
portatil, y en la figura 67 se presenta un despiece completo para observar todas las
partes en detalle.
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Figura 66. El disefio del equipo se realiz6 mediante tecnologia CAD (computer assisted
design), la cual no solo permite evaluar diferentes soluciones, sino que a su vez, constituye
el primer paso para la fabricacién de los componentes necesarios mediante impresion 3D.

Figura 67. Piezas que componen al sistema pHMP. 1) Fuente de alimentacion 2) Termistores para
medir la temperatura 3) Baterias 4) Forzador de aire para disipacion del sistema peltier 5) Atrapa
burbujas 6) Tuberias Masterflex 7) Celdas peltier 8) Display LCD 9) Controlador central Arduino 10)
Motor paso a paso 11) Filtros de particulas 12) Bomba de aire 13) Sensor de presion Blood presure
transducer 14) Placas eutéctecticas para enfriamiento pasivo 15) Contenedor primario con llave de 3
vias 16) Contenedor secundario y reservorio de sol. de preservacion 17) Catéteres 14G Abbocath para
perfusion por vena porta.

Al momento de escritura de la presente tesis, el sistema se encuentra en proceso de
impresidon de las piezas, y en el disefio y construccion de los circuitos electrdnicos
necesarios para la interface entre los sensores (sensor de presidon y temperatura), el
procesador central y los distintos actuadores (celda peltier y bomba de perfusién).
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CONCLUSIONES

. Logramos disefar un prototipo de maquina de perfusién hipotérmica para
higados de rata. También avanzamos en la concrecién de un modelo portatil y
auténomo, hasta el momento de la entrega de este manuscrito nos vimos
imposibilitados de concluirlo debido a que demoramos un tiempo en conseguir los
sensores especificos que estdn disponibles Unicamente en el exterior.

. Se caracteriz6 fisicoquimicamente la solucién de preservacién de érganos BGP-
HMP desarrollada en nuestro laboratorio. Se determinaron la capacidad buffer, el
punto de congelamiento, la solubilidad del oxigeno a diferentes temperaturas, la
viscosidad y la presion coloideosmoética a diferentes temperaturas y a concentraciones
crecientes de dos agentes coloides diferentes (PEG 35K y HES).

. Se lograron preservar higados de rata por HMP a diferentes temperaturas y asi
determinar que 5°C seria la temperatura escogida para los sucesivos experimentos de
preservacion.

. Pudimos preservar por primera vez con la solucién BGP-HMP higados por
perfusién hipotérmica. Los mismos presentaron una mejor integridad de membrana y
un menor dafio por preservacién/isquemia/reperfusién que los preservados con HTK.
La capacidad de consumo de O; también se vio aumentada.

. Se lograron preservar y rescatar drganos provenientes de ratas a corazéon no
batiente DCD. Al compararlos con los resultados obtenidos para aquellos preservados
por SCS y solucién Custodiol® notamos que los higados preservados por HMP
mantuvieron el metabolismo activo, mostraron una respuesta hemodinamica superior
y fueron capaces de aumentar su velocidad de consumo de Oa.

. Empleamos nuestra solucion BGP-HMP en la preservaciéon por SCS, y se
lograron preservar higados isquémicos, mostrando resultados superadores sobre los
preservados con la solucién comercial HTK.

. Se puso a punto el modelo de trasplante heterotdpico auxiliar y reducido con
arterializacién de la vena porta. Preservamos higados de rata pos SCS con las
soluciones HTK y BGP-HMP, los cuales fueron trasplantados posteriormente. El dafio
generado luego de 24 horas post-desclampeo fue menor en los higados preservados
con la solucién BGP-HMP. Esto significé la primer prueba in vivo de la preservacién de
higados con la solucion BGP-HMP.

115



Conclusiones Matias E. Carnevale

Consideraciones finales

Los resultados obtenidos con la HMP fueron satisfactorios, pero a su vez
consideramos que debemos seguir profundizando en los fenédmenos de isquemia y
reperfusion para mejorar el estado de los higados DCD y poder emplearlos para
trasplantes. Como punto débil de la técnica encontramos la imposibilidad de trasladar
la mdaquina hasta no poder concretar el modelo portatil, situacion que impidié la
realizacion de mayor cantidad de experiencias de trasplantes en rata. Cabe recordar
que dichos experimentos fueron realizados en colaboracién con colegas de la Facultad
de Ciencias Médicas de la UNLP y del Hospital Universitario Fundacién Favaloro.

Otro punto a seguir consistié en la disminucién en la secrecidn biliar, atribuible a la
técnica de preservacion. Para avanzar en este aspecto consideramos la posibilidad de
hacer estudios de integridad estructural, por medio de técnicas de
inmunohistoquimica con anticuerpos para proteinas estructurales de las vias biliares,
como son la claudina ZO-1 vy la ocludina. Para lograr estrategias de preservacion mas
efectivas se requieren de acciones especificas durante las diferentes fases del proceso
del trasplante, pero las condiciones éptimas sélo pueden alcanzarse una vez que los
mecanismos de injuria a nivel celular y molecular sean interpretados. En nuestro caso
creemos que en una proxima instancia debemos evaluar los efectos de la perfusién
hipotérmica sobre la injuria por I/R mediante la utilizacion de algunos marcadores
moleculares de dano por reperfusion en higados preservados mediante esta técnica.
Algunos de ellos podrian ser el factor Inducible por Hipoxia (HIF-1), que es el principal
factor de transcripcién responsable de la adaptacion de los tejidos a la isquemia y a la
deprivacion de oxigeno; y el Factor de Necrosis Tumoral (TNF- a), producido por las
células de Kupffer activadas y es un potente regulador de los dafios producidos por la
isquemia y reperfusion en los drganos para trasplante 141,

En lo que se refiere a la performance de nuestra solucién BGP-HMP, llegamos a un
punto de avance importante donde se hace indispensable evaluarla en modelos
animales mas grandes, con trasplantes de higado completos y a tiempos de
supervivencia mas largos, como paso preliminar para los ensayos clinicos. Lo ideal seria
pasar a un modelo porcino donde la realizacién de los trasplantes ortotépicos no sea
tan complejo y dispongamos de la practica ofrecida por los estudiantes de veterinaria
con los que trabajamos en colaboracién. Un anhelo que tenemos desde que iniciamos
con las experiencias con la solucién BGP-HMP es lograr que la misma se convierta en
una alternativa a las soluciones comerciales. Nuestra solucién de preservacion es
factible de ser preparada en cualquier laboratorio o farmacia de hospital, y en caso de
poder avanzar con los pasos previos a la implementacidén clinica, podria convertirse en
una buena oportunidad para que nuestro sistema nacional de procuracion vy
trasplantes pueda independizarse de proveedores internacionales y ahorrar mucho
dinero. Como mencioné anteriormente, para lograrlo necesitamos continuar
avanzando en el estudio con animales mds grandes o higados de descarte, como asi
también en realizar modificaciones para que pueda ser empleada en la preservacién
de otros 6rganos abdominales. Al respecto ya estuvimos trabajando, y se publicaron
los primeros resultados en el Congreso Latinoamericano y del Caribe de trasplante
2017 (Vecchio Dezillio L., Carnevale M.E., Stringa P., Lausada N., Guibert E.E., Rumbo
M., Tiribelli C., Gondolesi G., Rodriguez J.V. “Evaluacion de una nueva solucion de
preservacion (BGP-HMP) de desarrollo nacional en un modelo experimental de
trasplante de intestino”).
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