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RESUMEN

Palabras clave: Muerte encefélica; Trasplante de Intestino; Preservacién fria; Injuria por Isquemia
Reperfusion

Todo trasplante de érganos requiere de un donante, el cual, segun el caso, puede ser
vivo o fallecido. Pese a que los mejores resultados se observan cuando el érgano proviene de un
donante vivo, el mayor porcentaje de 6rganos destinados a trasplante se obtienen de donantes

con criterios neurologicos de muerte encefalica.

La muerte cerebral induce un aumento de la permeabilidad de membranas a nivel in-
testinal, produciendo una traslocacion bacteriana, que conlleva a una produccién de citoquinas
pro-inflamatorias, generando éstas a su vez la auto-perpetuidad y amplificacion del proceso infla-

matorio e induciendo ademas el dafio de érganos remotos.

El trasplante de intestino con donante vivo una practica casi nula mundialmente, por lo
cual la enorme mayoria de los procedimientos se realizan con 6rganos procurados de donantes en
muerte encefalica. Por tal motivo, el estudio de la fisiopatologia de este proceso y la blisqueda de
estrategias para mejorar la viabilidad de los 6rganos representa un area de sumo interés en el am-

bito de los trasplantes de 6rganos.

Por lo mencionado anteriormente el presente trabajo pretende explorar el proceso de
muerte encefalica desde el punto de vista experimental, haciendo un recorrido desde la reproduc-
cion y puesta a punto de un modelo fiable ligado al trasplante de intestino, la comparacion del mis-
mo frente al gold standard experimental (donante vivo) y su preservacion, finalizando en un mode-

lo de trasplante heterotdpico para evaluar la injuria por isquemia reperfusion.

El capitulo | se centra en la puesta a punto de un modelo de muerte encefélica que sea
confiable para uso en trasplante de intestino, y se demuestra que con 2hs de ME el injerto esta lo
suficientemente dafiado como para evidenciar el efecto de dicho proceso pero que, a su vez, es
viable para un potencial trasplante. En la segunda parte del mismo capitulo, se desafia a esos in-
jertos frente a los diferentes escenarios de donacion utilizados y se desarrolla, ademas, un modelo
de donacion en asistolia Maastrich tipo Ill con el objetivo de ampliar el campo de comparacion y
sentar bases experimentales sobre las cuales hay escasa informacion en al area de los trasplan-
tes de intestino, donde se concluye que un injerto luego de 5 minutos de asistolia, se encuentra en

condiciones micro y macroscoépicas de ser trasplantado.

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
1



Entendiendo al intestino como un 6rgano con mucha influencia en la homeostasis de
los demés 6rganos, analizamos alternativas para obtener un injerto de mayor calidad desde el ma-
nejo del donante en muerte encefélica durante la procuracion, donde se establecen diferencias en
el uso los vasopresores Noradrenalina y Dopamina. Asimismo, en los procedimientos de trasplan-
te de intestino es muy poco probable poder realizar un trasplante inmediato en el cual la injuria por
preservacion sea casi inexistente, por tal motivo, el capitulo Il establece las bases de la calidad de
los injertos utilizados para trasplante intestinal luego de diferentes tiempos de preservacion fria,

comparando la muerte encefélica con los diferentes escenarios de donacion.

Finalmente, en el capitulo 1l se muestran los primeros resultados de trasplantes intes-
tinales en ratas con intestinos procurados de ratas con muerte encefalica. En este caso se descri-
be el comportamiento del injerto en tiempos cortos de reperfusion y su influencia en el dafio por is-

quemia-reperfusion.

Considerando la enorme importancia que los modelos experimentales tienen en el de-
sarrollo de ensayos prec-linicos, el presente trabajo pretende colaborar aportando conocimiento
para el desarrollo de diferentes estudios que permitan ampliar el pool de 6rganos disponibles para
trasplante, acortar los tiempos de permanencia de los pacientes en lista de espera y ofrecer a los

pacientes trasplantados una mejor calidad de vida.

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
2



ABSTRACT

Keywords: Brain Death; Intestinal Transplantation; Cold Preservation; Ischemia Reperfusion Injury.

All organ transplantation requires a donor, which, depending on the case, can be living
or deceased. Although the best results are observed when the organ comes from a living donor,
the highest percentage of organs for transplantation are obtained from donors with neurological cri-
teria of brain death.

Brain death induces an increase in membrane permeability at the intestinal level, gene-
rating bacterial translocation, which leads to proinflammatory cytokines production, which leads to
self-perpetuation and amplification of the inflammatory process and also induce damage to distant
organs.

Living donor intestinal transplantation is almost nonexistent worldwide, so the vast ma-
jority of procedures are performed with grafts procured from brain-dead donors. For this reason,
the study of the pathophysiology of this process and the search for strategies to improve organ via-

bility represents an area of great interest in the field of organ transplantation.

Therefore, this manuscript aims to explore the process of brain death from the experi-
mental perspective, starting from the reproduction and development of a reliable model involving
intestinal transplantation, comparing it with the experimental gold standard (living donor) and its
preservation, concluding with a heterotopic transplantation model to evaluate ischemia reperfusion

injury.

Chapter | focuses on the development of a reliable model of brain death for use in in-
testinal transplantation, showing that with 2hs of BD the graft is sufficiently damaged to demonstra-
te the effect of this process but, at the same time, it is viable for potential transplantation. In the se-
cond part, these grafts are tested against the different donation scenarios, and also developed a
model of donation after cardiac death Maastrich type lll, with the aim of broadening the field of
comparison and to establish experimental bases on which there is scarce information in the area of
intestinal transplantation, where it is concluded that a graft after 5 minutes of cardiac death has mi-

cro and macroscopic conditions to be transplanted.

Understanding the intestine as an organ with a key role on the homeostasis of the

other organs, we analyze alternatives to obtain a higher quality graft through the management of
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the brain-dead donor during procurement, establishing differences in the use of the vasopressors
Noradrenaline and Dopamine. Furthermore, during intestinal transplantation procedures it is very
unlikely to perform an immediate transplantation in which the preservation injury is almost nonexis-
tent, for this reason, chapter Il reports the basis of the graft quality for intestinal transplantation

after different cold preservation times, comparing brain death with different donation scenarios.

Finally, chapter Il shows the first results of intestinal transplants in rats with intestines
procured from brain-dead rats. In this case, we describe the impact of short reperfusion times and
its influence on ischemia-reperfusion of the graft.

Considering the importance of experimental models in the development of pre-clinical
trials, the present manuscript intends to collaborate providing knowledge for the development of di-
fferent studies that will expand the pool of organs available for transplantation, shortening the time

on the waiting list and offering a better quality of life for transplanted patients.
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ABREVIATURAS.

mg/kg/min: microgramos por cada kilogramo por minuto
%PC=4: porcentaje de valores iguales o mayores que 4 en la escala de Park-Chiu
ADP: adenosin di fosfato

AMS: arteria mesentérica superior

ATP: adenosin tri fosfato

C1: 1° vértebra cervical

Ca++: ion calcio

Cd3+: linfocito T Cd3+

CG: células Goblet (Caliciforme)

CID: coagulacion intravascular diseminada

CO:.: diéxido de carbono

CXCL10: ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C
DA: dopamina

DAB: 3,3-Diaminobencidina

DEV: densidad efectiva de vellosidades

DMC: diagndéstico de muerte circulatoria/cardiaca
DME: donante en muerte encefalica

DV: donante vivo

ECMO: oxigenacioén por membrana extra-corporea
EEG: electroencefalograma

EICH O GVHD: enfermedad injerto contra huésped
EM: espesor de mucosa

ETCO2: concentracion maxima de CO2 espirado

FC: frecuencia cardiaca

FiO.: fraccion inspirada de oxigeno

H&E: hematoxilina — eosina (tincion)

H.O: agua

H.O:: peréxido de hidrégeno

HIF-1a: factor inducible por hipoxia 1 alfa

HTK: solucién de preservacion Histidina-Triptofano-Ketoglutarato
Hto: hematocrito

IFY: interferon Gamma

IIR o IRI: injuria por isquemia-reperfusion
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IL1: interleuquina 1

IL10: interleuquina 10

IL22: interleuquina 22

IL6: interleuquina 6

IL8: interleuquina 8

IV: intravenoso

IVC: indice Vellosidad/Cripta
K: i6n Potasio

LTSV: limitacién de terapia de soporte vital
MC: muerte circulatoria/cardiaca
ME: muerte encefalica

mg: miligramos

mg/dL: miligramos por decilitro
Mg*: ibn Magnesio

mL/h: mililitro por hora

mmhg: milimetros de mercurio
NA; noradrenalina

Na: i6n Sodio

NPT: nutricion parenteral total
02: oxigeno

°C: grados celsius

OH': hidroxido

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos

PBS: phospate buffered saline (buffer salino fosfato)

PC: park-chiu (Escala de)

PCO,: presion parcial de dioxido de carbono
PEEP: presion positiva al final de expiracion
pH: potencial hidrégeno

PIC: presion intracraneana

PVC: presion venosa central

RIC: rango intercuartil

ROS: especies reactivas de oxigeno

SpO:.: saturacion de oxigeno

STEP: serial transeverse enteroplasty — enteroplastia transversal seriada

TAM: tension arterial media

TC.: trasplante combinado
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TGFp: factor de crecimiento transformante beta
TIA: trasplante de intestino aislado

TLRA4: receptor tipo toll 4

TMV: trasplante multivisceral

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TV: trasplante visceral

TxI: trasplante de intestino

UCI: unidad de cuidados intensivos

UFC: unidad formadora de colonia

V/mm?2: vellosidades por milimetro cuadrado
VA: ventilacion asistida

VPM: ventilaciones por minuto

VT: volumen tidal
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GENERALIDADES

Anatomia, histologia y fisiologia del intestino

El intestino delgado es un érgano tubular que se ubica en la cavidad abdominal y se

extiende desde el piloro gastrico hasta la valvula ileocecal, donde comienza el intestino grueso.

Macroscépicamente, el intestino delgado se divide en una porcién corta y de ubicacion
retroperitoneal, el duodeno, y una porcién mas larga, con mayor capacidad de movimiento y en-
vuelta por el mesenterio, denominada yeyuno-ileon. A su vez, éste se subdivide en yeyuno (repre-

sentando las 2/5 partes) e ileon (3/5 partes restantes).

La transicion entre duodeno, yeyuno e ileon es gradual, evidenciando leves cambios

histologicos pero con capacidades funcionales distintas entre si.

La arteria mesentérica superior es la arteria principal del intestino, da ramas yeyunales
e ileales que se comunican entre si formando arcos y desprenden arterias rectas que ingresan al
intestino por el borde mesentérico sobre el cual van rodeando toda su pared hasta encontrarse en
el borde antimesentérico. Dentro de la pared intestinal, las ramas arteriales serosas perforan la ta-
nica muscular, profundizando aun mas hasta llegar a formar un plexo vascular submucoso que le
da irrigacion a toda la vellosidad intestinal. Desde la punta de la vellosidad intestinal se forman ca-
pilares venosos, las cuales se van a fusionar en vénulas y luego en venas de mayor calibre hasta

formar la red de venas mesentéricas que drenaran su contenido a la vena porta. (Figura 1)

v. Porta

a. Mesentérica
Superior

L~ -
a. Renal <— -t

a. Gonadal

Tronco celiaco

a. Meser
Inf

ayv.
Yeyunales/lleales

Figura 1: A) Anatomia vascular arterial de la cavidad abdominal, se destaca la irrigacion prin-
cipal del Intestino delgado, B) Irrigacion mesentérica y C) irrigacion de la pared intestinal.
Imagen creada con Biorender.com
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El intestino en estado de reposo recibe aproximadamente el 20-25% del gasto cardia-
co, mientras que durante la fase posprandial, puede llegar al 35%. De todas maneras, el intestino
tiene mecanismos locales que hacen que la circulacion intestinal tenga capacidad autorregulatoria,

pudiendo asi mantener un flujo sanguineo regular frente a cambios en la presion arterial sistémica.

Estructuralmente, el intestino esta compuesto por cuatro tlnicas: la mucosa, submuco-

sa, muscular y serosa (Figura 2).

La capa mucosa se pliega en vellosidades que aumentan hasta un 300% la superficie
intestinal. Estas vellosidades estan compuestas por un nucleo de tejido conectivo laxo que perte-
nece a la lamina propia, recubierto por un epitelio superficial. Un aumento de superficie adicional
se obtiene mediante la presencia de invaginaciones glandulares ubicadas entre las vellosidades,
de unos 400um de profundidad, denominadas criptas de Lieberkuhn, que se extienden a través de

casi toda la lamina propia hasta la capa muscular de la tunica mucosa.

VELLOSIDAD

—

CAPA
MUCOSA

=2

- -
o — - — - -

CRIPTA DE

LIEBERKUHN \

— SUBMUCOSA

— o y S~

ea ot s e S MUSCULAR =

= _—— —— e |~ Longitudal externay
_— = — circular interna _[

@——————  SEROSA

Figura 2: Histologia del intestino delgado. A la izquierda se observa un esquema (creado con BioRender.com) y a
la derecha un microfotografia 10x de un corte de intestino tefido con HyE.

Los tipos celulares que se pueden hallar en el tejido epitelial de la tunica mucosa son:
Células absortivas o enterocitos, células caliciformes o Goblet, células de Paneth, células ente-

roendocrinas, células madre pluripotenciales y células M (Figura 3).

- Las células absortivas o enterocitos son cilindricas altas, con ndcleo en localizacion ba-
sal, que presenta pliegues en su superficie libore denominados microvellosidades de 1um
de alto y 0,1um de espesor, que tienen por funcibn aumentar la superficie de absorcion
unas 20veces. Se unen estrechamente entre si a través de diversos medios de unién que

regulan el pasaje de sustancias por la via paracelular. La ruta transcelular es la via para el
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agua por difusion simple, y a través de bombas de transporte activo ingresan iones, acidos

grasos, aminoacidos y péptidos simples.

Las células caliciformes o Goblet son células productoras de mucina que se adhiere a la
membrana mucosa y forma una barrera de proteccién. Otra de sus funciones es lubricar

para facilitar el pasaje de contenido intestinal.

Las células de Paneth se encuentran en el fondo de las criptas de Lieberkhin, son pirami-
dales con nucleo basal y granulos de secrecion eosindfilos. Tienen funcién fagocitica y

bactericida, lo que le confiere una funcion defensiva frente a infecciones.

Las células enteroendocrinas se encuentran dispersas entre las células absortivas y cali-
ciformes, poseen granulos de localizacion basal y su densidad es mayor en el duodeno,

disminuyendo a medida que se avanza en el intestino, hasta casi desaparecer en el colon.

Las células madre pluripotenciales se encuentran en las criptas de Lieberkhiin y poseen
un epitelio mas bajo que las células absortivas, apareciendo indiferenciadas en su mayo-
ria. El rol de éste tipo celular es el de diferenciarse y renovar a los diferentes tipos celula-
res entre ellos a los enterocitos y células Goblet, las cuales poseen una vida media de 3 a

5 dias, y a las células de Paneth (30 dias de vida media).

Finalmente las células M se encuentran solamente en el epitelio asociado a foliculos y pla-
cas de Peyer, siendo responsables de un transporte transepitelial que resulta funcional
para el establecimiento de respuestas inmunes por parte del tejido linfoide asociado a mu-

cosas.

Célula madre

/ @ pluripontencial

Ny
\ Célula de
£ Paneth

Figura 3: Tipos celulares de la
mucosa intestinal (imagen crea-
da con BioRender.com)
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En intimo contacto con la tdnica mucosa se encuentra la tinica submucosa, compues-
ta de un tejido conectivo denso conteniendo vasos sanguineos y vias linfaticas, ademas del plexo
de Meissner. La lamina propia de la tunica submucosa, compuesta por tejido conectivo laxo que
se extiende hasta la parte superior de la vellosidad, aportandole sostén a la barrera epitelial, don-
de también se encuentran células plasméticas y linfocitos que participan en la defensa del organis-
mo frente a microorganismos, toxinas, etc. En ésta capa, los linfocitos pueden estar agrupados

formando foliculos.

La tunica muscular estd compuesta por dos capas de fibras musculares, una interna
con disposicion circular, y otra externa, longitudinal. En esta capa también se ubica el plexo mien-
térico de Auerbach. El rol fundamental de ésta estructura es el de favorecer la mezcla de los ali-

mentos, asi como también el peristaltismo para el transporte del contenido intestinal.

La tanica serosa es la capa mas externa del intestino, esta compuesta por una densa
red de fibras eldsticas que se ubican debajo de la capa mesotelial, la cual se ubica en contacto

con el resto de la cavidad abdominal. (Figura 2).

Desde una aproximacion global, el sistema digestivo tiene seis procesos fundamenta-
les:

- ingestion

- secrecion

- mezclay propulsion

- digestion

- absorcion

- excrecion

El intestino delgado tiene un rol fundamental en cuatro de ésos procesos, siendo éstos
la secrecion (liberacién de enzimas y buffers a la luz intestinal), mezcla y propulsién (a través de
los movimientos peristalticos), digestién (la conversion de alimentos a particulas mas simples) y la

absorcion (el pasaje de moléculas simplificadas desde la luz al sistema circulatorio y linfatico).
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La digestion es una de las principales funciones del intestino delgado, y tiene como
objetivo transformar los alimentos en particulas mas simples para que puedan ser absorbidos por

la mucosa intestinal.

Para que esta transformacion sea posible es necesaria la intervencion de la secrecion

pancreatica, biliar e intestinal.

El jugo pancreatico va a intervenir a través de las amilasas y carboxipeptidasas en la

digestién del almidén y las proteinas, y de las grasas a través de las lipasas pancreaticas.

La absorcion de las grasas va a estar favorecida por la accién de las secreciones bi-
liares, aportandole liposolubilidad, como asi también dichas secreciones seran importantes en la
excrecion de bilirrubina y metabolitos enddgenos. Por otra parte, las peptidasas incluidas en el
jugo intestinal seran responsables del desdoblamiento de péptidos en aminoacidos de facil absor-
cion, mientras que las hormonas sintetizadas en el intestino como la gastrina, el enteroglucagon,
el polipéptido intestinal vasoactivo, entre otros, cumplen un rol preponderante en la facilitacién de

los procesos digestivos.

La absorcion a nivel intestinal tiene dos rutas diferentes (transcelular y paracelular) y
tres mecanismos (la absorcion pasiva y la absorcidn activa) para llevar los nutrientes desde la luz

intestinal hasta la circulacién sanguinea y linfatica.

La mayor parte del agua absorbida en el intestino delgado lo hace, esencialmente por
difusion, pero también en gran cantidad es arrastrada con el sodio que ingresa a las células. Las
vitaminas que se absorben en el intestino lo hacen de manera pasiva en el caso de la A, D y K2,

mientras que la K1 y la Vitamina C se absorben por transporte activo.

Los hidratos de carbono ingresan al organismo como monosacéridos, siendo los mas
abundantes, la glucosa, fructosa y galactosa. En el caso de las grasas, luego de la actividad enzi-
matica del pancreas y las sales biliares, entran al enterocito en forma de miscelas hidrosolubles

por pinocitosis.

Los componentes proteicos son absorbidos en forma de aminoacidos, dipéptidos vy tri-
péptidos utilizando los tres mecanismos antes mencionados, para posteriormente pasar a la circu-

lacion por transportadores.

Fuentes: Stringa, 2013; Pucci Molineris, 2017; Geneser, 1999; Tobias, 2012
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Trasplante de intestino. Historia y Actualidad.

Resenfa historica

Los primeros trabajos experimentales sobre TxI se remontan a principios del siglo pa-
sado (1901) como parte de las experiencias realizadas por Alexis Carrel con anastomosis vascula-
res. Recién, mas de medio siglo después, en 1959, Richard Lillehei en la Universidad de Minneso-
tta desarrollé el primer modelo canino de auto-trasplante de intestino aislado (TIA), seguido al
poco tiempo por Thomas Starzl (Foto 1), quien concibi6 el primer trasplante multivisceral (TMV) in-
cluyendo como parte del injerto no sélo el intestino, sino también higado, estdmago, pancreas,

duodeno y colon.

Thomas E.

d
[ e
\i—

i

o |
-

Foto 1: De izquierda a derecha: Dr. George Mazariegos, Dr. Thomas Starlz y el Dr.
Gabriel Gondolesi durante la entrevista "Living Legends" para el International Sma-
Il Bowel Transplantation Society Symposium, Buenos Aires, 2015

Si bien ambos lograron demostrar su factibilidad técnica, la supervivencia alejada se

vio comprometida por la falta de inmunosupresion adecuada.

Simultaneamente, la NPT se encontraba en sus inicios y los pacientes con catastrofes
intestinales eran tratados sélo con medidas de soporte hasta que se compensaban o morian de
desnutricion en cuidados paliativos. A pesar de los resultados obtenidos, rapidamente se pas6 del
laboratorio a la clinica y en 1964 Ralph Deterling en Boston realiza el primer trasplante de intestino

en humanos (caso no publicado), seguido nuevamente por Lillehei, quien en 1967 publica el pri-
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mer Tx|I en humanos. A esta experiencia inicial le siguieron 7 casos mas, los cuales tuvieron las
mismas causas de fracaso observadas en el laboratorio: rechazo y sepsis. Estas vivencias fueron
repetidas por Starzl en Pittsburgh con las mismas causas de fracaso. Es importante mencionar
que en 1968 Okumura y col, realizaron en San Pablo, Brasil, las primeras dos experiencias clini-

cas en Latinoamérica en receptores adultos, quienes fallecieron en el pos-trasplante inmediato.

La carrera por el desarrollo de este trasplante se detuvo hasta la década del "80 en la
que el progreso y los éxitos observados en otros trasplantes (renal y hepatico) con la aparicion de
la ciclosporina llevaron a reiniciar la experiencia clinica, la cual fue entonces necesaria no sélo por
el hecho de mostrar la factibilidad del procedimiento, sino porque se empezaron a observar, con
frecuencia progresiva, las complicaciones asociadas a la NPT: la pérdida de accesos vasculares,
la sepsis recurrente del catéter y la colestasis asociada a la NPT; y esto generé la incognita de qué
ofrecerles después. Estos pacientes eran derivados para trasplante, en condiciones extremada-

mente criticas y en general como candidatos a doble trasplante (hepato-intestinal).

En esta década Delta y Kiel en Alemania, David Grant en Canada y nuevamente el
grupo de Thomas Starzl publicaron los primeros casos y series de TIA, trasplante combinado (TC)
en bloque y TMV con sobrevida alejada (57% y 50% a 1 y 3 afios, respectivamente). En la década
del "90 la aparicién del FK-506 o tacrolimus, el desarrollo de diferentes innovaciones técnicas y la
experiencia alcanzada por centros dedicados hicieron que el Txl sea aceptado como una opcion
terapéutica valida para pacientes con insuficiencia intestinal e imposibilidad de continuar en sopor-
te parenteral, estimulandose ademas la derivacidn precoz que llevaria finalmente a la mejoria de

los resultados.

Finalmente, en octubre del afio 2000 el TxI dejo de ser una practica experimental para
ser considerado una préctica clinica estandar y aprobada para su financiamiento por el Health
Care Financial Administration en Estados Unidos, s6lo en centros con una experiencia mayor a 10

trasplantes y sobrevida minima del paciente de 65% al afio.

De acuerdo al informe de la Intestinal Rehabilitation & Transplant Association del afio
2019 (Figura 4) el numero de centros de Txl registrados era de 97. Entre 1985 y 2019 se realiza-
ron un total de 4103 TxlI, siendo el 44,9% Txl aislados, 30,5% hepato-intestinal y un 24,6% entre
multivisceral y multivisceral modificado, registrandose un total de 2060 (50% de supervivencia) pa-
cientes trasplantados activos. La indicacion mas comun fue intestino corto en casi el 70% de los

casos, seguido de tumores y desérdenes de la motilidad cercano al 10%.

La experiencia pediatrica desde el afio 1985 a la actualidad marca que se realizaron

2096 Txl, siendo un 46,42% hepato-intestinal, 34,73% Txl aislados y un 18,8% entre multivisceral
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y multivisceral modificado, con una tasa de supervivencia actual del 46% (972 pacientes pediétri-
COsS activos).

Global Pediatric Clinical Experience Global Clinical Experience: Intestinal Tx
(Al recipients < age 18 years transplanted between Jan 1985 — June 2019) e
Number of Transplants: 2096 Number of Transplants: 4103
SB Alone 728 SB Alone 1842
SB+Liver yiiog SB+Liver 1251
MVT 348
MVT 810
Modified MVT 47
Modified MVT 200
97212096 . 2060/4130
Current Survivors (46%) HITentSUVIVOTS: (50%)
s ~5
Wi <) = . W g %

Figura 4: Datos de la actividad de TxI adultos y pedidtricos desde enero de 1985 a junio de 2019. (ima-
gen cedida gentilmente por Intestinal and Rehabilitation and Transplant Association. Dr Gabriel Gondo-
lesi.

Candidatos a trasplante

Los pacientes con una funcién intestinal deficiente que no pueden ser mantenidos con
alimentacién intravenosa son candidatos potenciales para el trasplante. El "sindrome del intestino
corto", es la causa mas comun de insuficiencia intestinal. En ocasiones suele darse por haber ex-
tirpado quirdrgicamente la mayor parte del intestino para tratar una enfermedad intrinseca o bien,

todo el intestino esta presente, pero es incapaz de absorber suficientes liquidos y nutrientes.

La rehabilitacién intestinal es el primer paso para garantizar que se han probado todos
los tratamientos posibles. Esto incluye un enfoque multidisciplinario para el manejo del paciente

gue involucra la experiencia de nutricionistas, farmacéuticos, gastroenterélogos, pediatras.
Las indicaciones comunes para el trasplante intestinal incluyen:

» Sindrome de intestino corto causado por vélvulo, gastrosquisis, traumatismo, entero-

colitis necrotizante, isquemia, enfermedad de Crohn, enteritis por radiacion.
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» Mala absorcion causada por la enfermedad de inclusién microvellositaria, diarrea se-

cretora, enteritis autoinmune.

» Mala motilidad causada por pseudobstruccion, aglionosis (enfermedad de Hirsch-

prung), neuropatia visceral.

» Tumor como el desmoide, poliposis familiar (enfermedad de Gardner)

La mayoria de los nifios y adultos evolucionan bien con la nutricion parenteral total
(NPT), y el trasplante puede no estar indicado para estos pacientes. En algunos de estos pacien-
tes, los tratamientos adecuados y las operaciones de salvamento intestinal, como la exploracién y
la adhesiolisis y los procedimientos de STEP (Enteroplastia Transversal Seriada), pueden resta-
blecer la integridad intestinal y permitir una buena absorcion. El trasplante, sin embargo, es una
opcién que puede salvar la vida de los pacientes con insuficiencia intestinal en los que ha fracasa-
do la cirugia de rescate o que no toleran la NPT. Dado que las tasas de supervivencia de los pa-
cientes son mejores tras los trasplantes intestinales aislados, éste es el tipo de trasplante de elec-
cion. Los trasplantes combinados de intestino e higado o los trasplantes multiviscerales son opcio-
nes para los pacientes que desarrollaron una insuficiencia hepatica con la NPT o para los pacien-

tes que tienen tumores grandes y locales que so6lo pueden erradicarse extirpando varios érganos.

Tipos de trasplante intestinal

Existen cuatro tipos principales de trasplante intestinal (Figura 5):
* trasplante intestinal aislado
* trasplante de higado e intestino
* trasplante multivisceral
* trasplante multivisceral modificado

Tipos de injertos: intestino, higado-intestino y multivisceral. La inclusion del complejo
pancreaticoduodenal es opcional con el injerto de higado-intestino. Un injerto multivisceral debe
incluir el estbmago en blogue con los demas 6rganos viscerales sin (modificado) o con (completo)
el higado. El colon, el pancreas y el rifién también pueden afiadirse en bloque al injerto, con la ex-

cepcidn del injerto sin higado, cuando el rifién sélo puede trasplantarse por separado.
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Figura 5: Tipos de injerto para TxIl. Imagen creada con BioRender.com

FUENTE: Gondolesi, 2009; Stringa, 2013; Pucci Molineris 2017, https://tts.org/irta-
resources/irta-resources)

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
18


https://tts.org/irta-resources/irta-resources
https://tts.org/irta-resources/irta-resources

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
19



Muerte encefalica y trasplante de érganos

Introduccion

Segun la Academia Americana de Neurologia, la muerte encefélica se define como la
pérdida irreversible de la funcién del cerebro y el tronco encefalico (Floerchinger, Oberhuber, y Tu-
llius 2012). Si bien desde el punto de vista cientifico esta definicion parece inobjetable, desde una

mirada pragmatica y sociologica, aun presenta ciertas controversias.

Hacia mediados del siglo 20, la definicion de muerte aln se asociaba a la disfuncion
irreversible del corazén y los pulmones, pero con el advenimiento de la desfibrilacion cardiaca
(Claude Beck, 1947) y la ventilacion mecanica a presién positiva (Bower y Bennett, 1950) se plan-
ted el dilema de la “reversibilidad de la muerte”. Para 1955 la ventilacibn mecanica era una practi-
ca difundida en la medicina del momento, generando la necesidad de buscar la claridad en aspec-
tos diagnosticos, pronosticos y éticos para aquellos pacientes en coma con dafio cerebral (De
Georgia 2014). Las unidades de cuidados intensivos tenian pacientes con pulso, considerados vi-
VoS, pero que pasaban mucho tiempo en la misma situacién y nunca recuperaban la posibilidad de
respirar espontaneamente, es por éste motivo que fue necesario crear un consenso sobre cuando

retirar el soporte vital en los pacientes que ya no tenian posibilidades de recuperarse.

Con la terapia del trasplante de 6rganos en franco desarrollo (1954 Murray, realiza el
primer trasplante renal entre gemelos idénticos, en 1962, el primero con donante cadavérico y en
1963 Starlz el primer trasplante hepatico, entre los mas destacados) en 1968, un comité de la Uni-
versidad de Harvard, se reunidé para generar un consenso que sirva de criterio para evaluar y deci-
dir cual era el momento en el que el coma era irreversible, y por consecuencia, poder iniciar la pro-
curacion de los 6rganos. Cabe mencionar que éste comité, se referia a un “coma irreversible”, y
éste problema de definicion hizo (y hace aln) que se relacione al coma con la muerte cerebral
errbneamente. La muerte cerebral es una situacién que se relaciona s6lo con algunos tipos de
coma. (De Georgia 2014; Casares 2003).

Los requisitos de Harvard mencionan que el paciente no debe tener hipotermia ni en-
contrarse bajo el efecto de drogas depresoras del sistema nervioso central. Los criterios que lo de-
finen son: coma profundo sin respuesta a estimulos, ausencia de respiracion espontanea y ausen-
cia de reflejos del tronco encefalico. El diagndstico es esencialmente clinico, pero al momento de
la creacion de éste consenso, debia confirmarse con electroencefalograma plano y repetir la ex-

ploracion a las 24hs para considerar al cuadro irreversible.
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Hacia 1971 Mohandas y Chou publican una serie de criterios, a la postre conocidos
como “Criterios de Minnesota”, en los que tomaban como base a los criterios de Harvard, estable-
ciendo el dafio irreversible del tallo encefalico como criterio de muerte, relegando al electroencefa-

lograma y acortando los tiempos de reevaluacién a 12hs en lugar de 24hs. (Casares 2003).

Fisiopatologia de la Muerte Encefalica

En su gran mayoria, la muerte cerebral se da en adultos por trauma craneano o por
hemorragias subaracnoideas espontaneas (Accidentes Cerebro Vascular). De todas maneras, y a
pesar de algun tipo de variabilidad, la fisiopatologia de la muerte encefélica podria explicarse de
un modo global que sirva de puntapié inicial para la comprensién de muchas de las consecuencias

gue ésta genera en la donacién de 6rganos.

Cabe destacar que la enorme complejidad de éste proceso hace que aun siga siendo

objeto de exhaustivos estudios que colaboren a mejorar la calidad de los 6rganos procurados.

Como en toda lesiéon isquémica, las zonas mas alejadas de la irrigacién principal son
las que primero resultan afectadas, es decir que en el encéfalo esto ocurre desde rostral a caudal,

y simultaneamente, se van produciendo los cambios a nivel sistémico.

Inicialmente, la lesibn comienza en activacion vagal con bradicardia e hipotension.
Posteriormente, la isquemia del puente encefélico resulta en estimulacién simpatica con modula-
cién parasimpatica, clinicamente se evidencia con el reflejo de Cushing (hipertension marcada,
con posterior descenso hasta la normotension) y bradicardia (Drake y Bernard 2018). Con la is-
quemia del nacleo vagal cardiomotor, se suprime la modulaciéon parasimpatica, y con esto sobre-
viene una liberacién descontrolada de catecolaminas miocardicas y sistémicas, dando como resul-
tado una vasoconstriccién con aumento de la resistencia vascular periférica y la de la presion arte-
rial. Lo que pareceria ser “el Ultimo esfuerzo” para reestablecer la perfusion cerebral. Esta descar-
ga masiva de catecolaminas, supone una caida en la presién de perfusion de los 6rganos, gene-

rando dafio en los potenciales érganos trasplantables (Chudoba et al. 2017).

Finalmente, el aumento de la presién Intracraneana y la isquemia, afectan a la amig-
dala cerebelar y la médula espinal a nivel de C1, disminuye la estimulacion simpatica, lo que a ni-
vel clinico se observa como disminucién en la presion arterial, frecuencia y gasto cardiaco, e hipo-

perfusion esplacnica.
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Figura 6: Esquema del impacto de la ME y el rol del intestino en el dafio en érganos remotos.
(Imagen creada con BioRender.com)

El impacto visceral de la muerte encefélica comienza desde la apariciéon del primer
evento injuriante al encéfalo (Choi et al. 2021). A medida que la injuria se mantiene en el tiempo el
dafio encefalico tiende a hacerse irreversible, de ésta manera la presion intracraneana (PIC) au-
menta, generando inflamacion del encéfalo lo cual va a exacerbar la tormenta de catecolaminas
gue se inicio con la injuria al encéfalo, evento que dara paso a la mencionada disfuncién cardiaca
gue dara como resultado isquemia tisular. Por otra parte, el aumento desmedido de catecolaminas
circulantes promovera un dafio a nivel de la barrera intestinal (Takenaka, Guereschi, y Basso
2017; You et al. 2021), permitiendo la traslocacion bacteriana y auto-perpetuando la liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias, junto con el dafio cerebral inicial. Consecuentemente, el dafio a los
organos trasplantables va a estar dado, inicialmente, por la isquemia tisular general, el aumento
de citoquinas pro-inflamatorias y la traslocacion bacteriana a partir del dafio de la mucosa intesti-

nal. (Figura 6)
Diagndstico de muerte encefalica.
Basados en los criterios de Harvard de 1969, con la modificacion de Minnesota en

1971, el diagnéstico de muerte encefélica, aunque con variaciones practicas a nivel mundial, es

clinico, y sigue 3 pilares fundamentales: Coma, reflejos troncales y test de apnea.
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- Coma: como requisito de inclusion, es necesario que los pacientes no se encuentran en hi-
potermia, ni bajo los efectos de drogas depresoras del sistema nervioso central. Se evalla
la respuesta al dolor profundo (por presion del nervio trigémino), a la luz intensa y sonidos

de alto volumen. La ausencia de respuesta indica una lesion en los nervios craneales.

- Reflejos troncales: éstos incluyen el reflejo pupilar (ausencia de miosis indica lesion de los
pares craneanos | y lll a nivel del mesencéfalo), reflejo orofaringeo y traqueal (pares IX 'y X
a nivel del bulbo), reflejo corneal (V y VIl en protuberancia), reflejos oculocefalicos (pares
craneales VIII, Il y VI, a nivel de los nicleos del tronco encefalico). El reflejo oculovestibu-
lar, se evalla instilando solucién fria en el canal auditivo con la cabeza girada 30°, la au-
sencia de movimiento ocular indica que hay lesion a diferentes niveles del tronco encefali-

CO.

- Test de apnea: habiendo cumplido los requisitos anteriores se procede al test de apnea. La
base de ésta prueba es llevar la presion de CO2 hasta unos 60mmhg, presion en la cual se

produce la méxima estimulacion del centro respiratorio.

Para esto se realiza una ventilacion previa con oxigeno al 100% para evitar la hipoxe-
mia y se corta la ventilacion asistida durante 10 minutos. La confirmacion de ésta prueba indica
una lesion irreversible a nivel del centro respiratorio (Shutter 2014).

Para confirmar la muerte por criterios neurolégicos, es necesario observar las altera-
ciones antes mencionadas por un periodo de tiempo, para lo cual la ley Argentina, a través del Mi-
nisterio de Salud en su Resolucién 716/2009 articulos 36 y 37 Ley Nacional 27447.

Entre los 7 y los 60 dias de edad, el periodo minimo sera de 48hs

Entre los 2 meses y el afio de edad sera de 24hs

Desde el afio hasta los 6 afios de edad, el periodo de observacion seréa de 12hs.

A partir de los 6 afios el periodo de observacion sera de al menos 6hs.

Hay determinadas circunstancias en las cuales las pruebas diagnésticas no pueden
llevarse a cabo, tal es el caso de un trauma facial severo, posibilidad de que haya altos niveles de
depresores del SNC, o el hecho de no poder concluir el test de apnea debido a hipoxemia o hipo-
tension.
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Para aquellos casos como los antes mencionados, existen las llamadas pruebas auxi-
liares (o0 instrumentales) que se dividen en dos grandes grupos: Métodos electrofisioldgicos y meé-
todos que estudian el flujo sanguineo cerebral (Protocolo Nacional para Certificar el diagndstico de

Muerte Bajo Criterios Neurol6gicos, Ministerio de Salud de La Nacion, afio 2010).
- Métodos Electrofisiol6gicos:
o Electroencefalograma (EEG)
o Potenciales Evocados Multimodales.
- Métodos que estudian el flujo sanguineo:
o Arteriografia de los cuatro vasos cerebrales.
o Ecodoppler transcraneal.

o Angiografia cerebral radiosotdpica.

Mantenimiento del donante

Fuente: Comisién de Seleccién y Mantenimiento del Donante de Organos, version preliminar, INCUCAI,
afo 2005.

Es tarea del coordinador hospitalario de trasplante, tanto la deteccion del potencial do-
nante como la coordinacion conjunta con el médico de guardia del mantenimiento del donante

hasta la extraccién de los 6rganos.
El objetivo principal es alcanzar valores considerados normales.

Manejo Hemaodinamico:

La HIPOTENSION es el hallazgo mas frecuente en el potencial donante, siendo cer-
cano al 80%, esto puede darse por pérdida del tono vasomotor, por disminucién de la actividad
miocardica o por hipovolemia.

Inicialmente deben controlarse todas las potenciales hemorragias, mantener un he-

matocrito superior a 30% y evaluar que la PVC sea mayor a 8cm de H20.
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El primer paso en la correccion de la hipotension es la administracién de soluciones

cristaloides (Ringer Lactato/ Solucion Salina 0.9%) o coloides (Albumina al 5% o Gelatinas).

El objetivo principal es mantener la TAM por encima de 65mmhg y una PVC de entre
10/15cmh2o0.

Si bien en la mayoria de los potenciales donantes deberian poder manejarse exitosa-
mente con resucitacién con liquidos y bajas dosis de vasopresores, el uso de éstas drogas esta
ampliamente distribuida en todo el mundo sin que exista un consenso sobre el uso éptimo de cada
droga y su impacto en los diferentes organos trasplantables (Vecchio Dezillio et al. 2021; Frenette,
Williamson, Weiss, Rochwerg, Ball, Brindamour, and Charbonney 2020).

La HIPERTENSION no es frecuente en el mantenimiento del potencial donante, pero
si puede serlo durante la instauracién de la muerte encefalica dada la liberacion masiva de cateco-

laminas.

Su tratamiento es importante para evitar lesiones hemorragicas y/o microinfartos en or-

ganos como el corazén y el pulmén.

El objetivo es mantener la TAM en valores menores a 90mmhg cuando el donante es
hipertenso, pero siempre por encima de 65mmhg. El tratamiento se instaura cuando la TAM se
mantiene por encima de 95mmhg durante 30 minutos, en ese momento se reduce (o discontinda)

la medicacién vasopresora y se inicia tratamiento con beta blogueantes.
Glucemia:

El paciente se considerara hipoglucémico cuando la glucemia sea inferior a 75mg/dL y

su tratamiento es con dextrosa al 25%.

Es frecuente hallar hiperglucemia en los potenciales donantes, en general suele estar
asociado al uso de corticoides, soluciones glucosadas, menor secrecion de insulina por el pan-
creas y resistencia periférica a la insulina. Su tratamiento consiste en retirar el aporte de solucio-

nes glucosadas y la administracion de insulina endovenosa.

Temperatura:

La muerte encefélica causa pérdida de la regulacién térmica del donante. El objetivo
principal es mantener la temperatura corporal entre 36 y 37.5°C. La temperatura debe monitorear-

se de manera central (catéter pulmonar, temperatura esofagica, vesical o rectal).
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Ademas de la adecuacion de la temperatura ambiente y de minimizar la exposicion del
cuerpo del donante, es ideal para el tratamiento de la hipotermia el uso de mantas térmicas y liqui-
dos IV atemperados.

Si bien es menos frecuente, hay casos en los que la HIPERTERMIA puede presentar-
se en forma de picos febriles, lo que suele coincidir con la fase final de la lesion del centro termo-
rregulador. Para su tratamiento se deben retirar los métodos de calentamiento y si persiste utilizar
paracetamol 500mg via nasogastrica cada 4hs.

Anemia:

Como se menciond antes el hto debe mantenerse no menor a 30%, en caso de que

ese valor descienda se transfunden Glébulos Rojos Sedimentados.

Coagulacion:

Se busca mantener valores normales de tiempo de protrombina (menor a 14.5 segs),
recuento de plaquetas (mayor a 150mil/mm3), tiempo parcial de tromboplastina (35.6 segs)  fibri-
négeno (150-350 mg/dl), su tratamiento se basa en el uso de plaquetas o plasma fresco congela-
do.

Ventilacién mecanica:

En el potencial donante, el manejo respiratorio se suele complicar por la existencia de

injuria pulmonar primaria o por la presencia de edema pulmonar de origen neurogénico.

Luego del diagnéstico de muerte encefélica, el objetivo de la ventilacion mecéanica sera
alcanzar una saturaciéon de O2 mayor al 95% con la menor FiO2 posible (idealmente menor al
40%).

Lo recomendable es:

e Ventilacién controlada por Volumen (VCV)

e PCO2 entre 35-40 mmHg

e Ph arterial 7.35 - 7.45
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e Volumen Corriente (Tidal) 8-10 ml/kg peso ideal

e PEEP (presion positiva de fin de espiracion) >5cm H 2 O
e Presion Plateau (meseta) <30cmH2 O

e Patrén de flujo desacelerado

e Ventilacién por minuto 8-10 I/min

e Flujo pico 60 I/min.

Electrolitos:

El monitoreo del balance electrolitico tiene un rol importante en el mantenimiento del
potencial donante. Algunos de los electrolitos que se monitorean y deben mantenerse en niveles lo

mas cercano a lo normal posible son: Sodio, Potasio, Magnesio, Fosforo y Calcio.
Alteraciones del estado acido-base:

El Ph sanguineo debe mantenerse entre 7.35y 7.45.

RN
== = =
=

Figura 7: Algoritmo para el manejo del potencial donante.
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PRESERVACION DE ORGANOS PARA TRASPLANTES.

Introduccion.

Alo largo de la segunda mitad del siglo XX, el trasplante de 6rganos sélidos paso de
ser esencialmente un foco de investigacion quirirgica a ser un tratamiento establecido para la in-

suficiencia organica terminal.

Aunque la donacion de érganos ha aumentado gracias a la educacion publicay a las
campanfas publicitarias, las indicaciones para el trasplante también se han ampliado, lo que ha

agravado la escasez de donantes.

La innovacion en la preservacion de 6rganos se considera una parte importante de
una estrategia coordinada para ampliar el conjunto de donantes. La preservacion de érganos es el
proceso por el cual los érganos se mantienen viables fuera del organismo del que fueron extrai-
dos, es esencial para evitar el deterioro de los érganos del donante desde el momento en que se
extraen del mismo, su posterior transporte y almacenamiento, hasta su implantacién en el recep-
tor. (Abbas y Friend 2020).

Historia.

(NdA: el texto referente a la historia de la preservacién de érganos es un resumen tra-
ducido del review: Jing L, Yao L, Zhao M, Peng LP, Liu M. Organ preservation: from the past to the
future. Acta Pharmacol Sin. 2018 May;39(5):845-857. doi: 10.1038/aps.2017.182. Epub 2018 Mar
22. PMID: 29565040; PMCID: PMC5943901. El nivel de detalle y la organizacién encontrada en el
mencionado articulo me motivo a resumirlo y compartirlo en este breve segmento del trabajo, es-

pero lo disfruten)

“...La perfusion de 6rganos como técnica primitiva.

La conservacion de 6rganos se desarrollo a partir del concepto primitivo de circulacion
extracorporea, que surgioé por primera vez en 1812 en la monografia de Cesar Julien Jean Le Ga-
llois. Este especuld que "si se pudiera suplir el lugar del corazén por medio de una inyeccién -y si,
para la continuidad regular de esta inyeccion, se pudiera suministrar una cantidad de sangre arte-
rial, ya sea natural o formada artificialmente, suponiendo que tal formacion fuera posible-, enton-
ces se podria mantener indefinidamente la vida en cualquier porcion”. En 1849, el cientifico ale-
man Carl Eduard Loebell describié en su Disertacion Inaugural los primeros experimentos de per-
fusioén en rifiones aislados de cerdo. Observo que la sangre arterial de color rojo brillante perfundi-

da a través de rifiones porcinos se volvia oscura y viscosa en su recorrido por las venas renales.
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En 1885, Max von Frey y Max Gruber construyeron el primer sistema cerrado de circulacion artifi-
cial, que comparte muchas similitudes con los sistemas actuales de perfusion de érganos. En
1895, Jacobj cred un aparato de doble circulacion, que utilizaba un pulmén aislado como oxigena-

dor y permitia la perfusion de érganos durante varias horas.

Estos primeros estudios condujeron al desarrollo de la oxigenacion por membrana ex-
tracorpérea (ECMO) y al posterior desarrollo de sistemas de perfusion para la preservacion de or-

ganos.

De sangre a una solucion quimicamente definida.

En 1937, Alexis Carrel perfundio tiroides de gato aisladas en el aparato de Lindbergh
con una solucién de Tyrode compuesta por glucosa, iones y un 40%-50% de suero homadlogo.
Comprobo que los organos eran viables durante 3-21 dias. Sin embargo, el cultivo de mas de 6

dias mostré una tendencia a la hiperplasia.

En 1968, Hou et al cultivaron placentas humanas normales en un medio de cultivo qui-
micamente definido. Las placentas se mantuvieron viables durante al menos 14 dias, pero el es-
troma sufrio una gran modificacion en 3 dias. Estos estudios demostraron que los organos o teji-
dos eran capaces de sobrevivir fuera del cuerpo durante varios dias en condiciones normotérmi-
cas en un medio de cultivo. Sin embargo, el mantenimiento de la morfologia histolégica normal de
los 6rganos cultivados plante6 problemas que frenaron la investigacion sobre el cultivo de 6érganos

durante varias décadas.

Temperatura: de normotérmica a hipotérmica.

Originalmente, los 6rganos se perfundian a temperatura ambiente. En 1876, Bunge y
Schmiedeberg afiadieron un bafio de agua al circuito para mantener la sangre perfundida a tem-
peraturas fisiolégicas. Mas tarde, los cientificos empezaron a especular que el uso de temperatu-
ras mas bajas podria atenuar el dafio a los érganos durante la perfusion al disminuir el metabolis-

mo celular.

En la década de 1960, se realizaron varios experimentos con suero diluido enfriado
suero diluido enfriado o sangre heparinizada, y la perfusion renal se prolongo de horas a dias. Sin
embargo, el uso de sangre fria también problemas, como el espasmo vascular en los injertos re-

nales.

De la modalidad dinamica a la estdtica

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
31



En la década de 1960, los rifiones se conservaron con éxito durante 3-5 dias mediante
la perfusién continua con sangre o plasma oxigenados y refrigerados. Sin embargo, este método
requeria un equipo complejo y costoso, lo que limitaba su disponibilidad y dificultaba enormemen-
te el transporte de los 6érganos. En 1969, Collins consiguié conservar con éxito rifiones caninos
durante 12 horas sumergiéndolos en una solucion salina helada, y posteriormente prolongo el
tiempo de conservacion en frio hasta 30 horas con la solucién de Collins. Este sencillo método de
conservacion de érganos era mas rentable y conveniente para el transporte de 6érganos que sus
predecesores. El nacimiento de la preservacion estatica en frio sustituyd a los métodos de perfu-

sién dinamica y se convirtié en el método estandar de preservacion de érganos.”

Dafio por preservacion.

Fisiopatologia y bases de la preservacion de érganos

La extraccion, el almacenamiento y el trasplante de un érgano sélido de un donante al-
teran significativamente la homeostasis del medio interno del 6rgano y sus efectos se manifesta-
ran en el grado en que recupere o no su funcion tras el trasplante. La lesion del 6rgano ocurre
principalmente como resultado de la isquemia, y las diferentes técnicas de preservacion de 6rga-
nos sirven para minimizar este dafio y mejorar la funcion y la supervivencia del injerto. (Cobo y del
Rio Gallegos 2009)

Existen 3 mecanismos principales de lesion tisular: Isquemia, reperfusién e hipotermia.

ISQUEMIA: La ausencia de flujo durante el periodo de isquemia precipita la aparicion
del ineficiente metabolismo anaerobio, que conduce a la deprivacién de fosfatos de alta energia y
a la acumulacién de productos acidos (incluido el acido lactico). La bomba sodio-potasio (depen-
diente de ATP) queda inoperante y se pierden los gradientes i6nicos transmembrana, lo que lleva
a la disfuncion de las mismas y la aparicién de edema celular, perdida del balance i6nico (Na, K,

Ca++) y shock osmaético.

REPERFUSION: Aunque la reperfusion de los 6rganos es fundamental para la recupe-
racion del injerto y su correcta funcién, también acarrea consigo el vertido de los metabolitos toxi-
cos que se generaron durante la isquemia hacia la circulacién sistémica, generando de esa mane-
ra dafio local y remoto, lo cual puede estar intimamente relacionado con el rechazo agudo del in-

jerto.
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de Stringa y cols 2013
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Durante la fase de isquemia, el metabolismo del ATP sufre cambios debido al medio
acido en el que se encuentra, ésto tiene como consecuencia la formacién de radicales libres de
oxigeno durante el periodo de reperfusion, lo cual desencadenara una serie de dafios a la respira-
cion lipidica y mitocondrial con consecuente destruccién celular. (Figura 8). El oxigeno molecular
es captado por la enzima xantino oxidasa (modificacion de la xantino deshidrogenasa durante la
isquemia) dando por resultado moléculas con electrones no pareados altamente reactivos tales
como anién superoxido: O2-, hidroxilos: OH- y peréxido de hidrégeno: H202 que reaccionan con
los &cidos grasos polinsaturados tanto de la membrana plasmatica como del sistema de endo-
membranas generando poros que exacerban el edema celular. Esta accién en particular sobre la
membrana mitocondrial provoca la presencia en el citosol de moléculas apoptoticas y proapoptoti-
cas que conducen a la muerte celular programada. Ademas la isquemia genera la expresion de la
enzima oxido nitrico sintasa inducible, con el concomitante aumento del 6xido nitrico (NO( en un
afan por generar vasodilatacion y el mismo al combinarse con O2- genera peroxinitritos (ONOO-),
compuesto altamente reactivo en medio acido afectando significativamente la homeostasis celular.
(St. Peter, Moss, y Mulligan 2003)

Asimismo, la produccion de radicales libres de oxigeno activa la produccion de prosta-
glandinas, incluidos el leucotrieno b4 y el factor activador de trombocitos, produciendo adherencia

leucocitaria, contribuyendo a la lesion local por taponamiento de la microcirculacion.

La isquemia-reperfusion se asocia a la liberacién marcada de TNFa, IFNg, IL1 e IL8.

Estas citoquinas producen adherencia leucocitaria y tapones plaquetarios tras la revasculariza-

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
33



cién, aportando considerablemente al fallo del injerto y posterior rechazo.(Cobo y del Rio Gallegos
2009; Petrenko et al. 2019; Rauen y de Groot 2004).

HIPOTERMIA: si bien el fundamento de la preservacion hipotérmica es la supresion o
enlentecimiento del metabolismo y de las enzimas catabdlicas a 4°C, no le resulta completamente
inocua al 6rgano. La hipotermia afecta la actividad de la bomba Na/K ATPasa lo que favorece el
edema celular por el ingreso de H20 junto con el Na al citosol, ademas el ingreso de Ca actla
como un potente activador enzimético. También se generan desbalances en la homeostasis i6ni-
ca, aumentando la permeabilidad mitocondrial e induciendo apoptosis.(Cobo y del Rio Gallegos
2009; Lautenschlager et al. 2018; Rauen y de Groot 2004).

Métodos de preservacion.

Desde la década del ‘60 el gold standard para la preservacion de érganos es la preser-
vacion estatica en frio (Roskott et al. 2011), el uso de maquinas de preservacion dinamica ha teni-
do un extenso desarrollo a lo largo de la historia en el campo de los trasplantes de 6rganos, y aun-
que aun en la actualidad son procedimientos costosos y no estan totalmente estandarizados, hay
una alta tendencia a ser utilizadas en 6rganos como rifion e higado (Treckmann et al. 2011; Ma-

athuis, Leuvenink, y Ploeg 2007)

Preservacion estatica en frio.

El objetivo de ésta técnica radica en disminuir la temperatura del 6rgano con el fin de
ralentizar el metabolismo celular para dilatar al maximo posible el deterioro del tejido.(Cobo y del
Rio Gallegos 2009).

Es el método mas habitual y también el menos costoso. Consiste en perfundir al 6r-
gano por la via vascular con solucién de preservacion a 4°C antes de su extraccion completa y
posteriormente colocarlo en un bafio de la misma solucién de lavado también a 4°C (Cobo y del
Rio Gallegos 2009; Maathuis, Leuvenink, y Ploeg 2007; Abbas y Friend 2020).Con éste método,
ademas de conseguir un enfriamiento homogéneo del 6érgano, la perfusion vascular permite el
arrastre de elementos formes, isoaglutininas y factores de la coagulacion que dificultaran la micro-

circulacion.
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Preservacion en maquina de perfusion.

Con el objetivo de ampliar la disponibilidad y mejorar la calidad de 6rganos para tras-
plantes, se ha trabajado mucho en el uso de maquinas de perfusion para la preservacion de 6rga-

nos.(Cameron y Cornejo 2015; Petrenko et al. 2019)

El objetivo es permitir a través de un flujo controlado, que puede ser constante o
pulsétil, la completa perfusion del 6rgano, la eliminacion de microtrombos y facilitar la eliminacion
de metabolitos de desecho. De la misma manera permite al equipo de trasplante evaluar macros-
cépicamente al érgano de forma constante en cuanto a su viabilidad, proporcionar soporte de oxi-

geno e intervenir farmacoldgicamente.

El uso de maquinas de perfusién (tanto hipotérmicas como normotérmicas) esta aso-
ciado con una menor incidencia de disfuncion retardada del injerto en rifiones procurados de do-
nantes con muerte cardiaca, asi como también de rifiones provenientes de donantes con criterios
expandidos. (Abbas y Friend 2020; Treckmann et al. 2011; Petrenko et al. 2019).

Soluciones de preservacion

Las soluciones de preservacion se formulan con el objetivo final de mantener los dife-
rentes 6rganos en las mejores condiciones durante el mayor tiempo posible. Para eso, se abordan

diferentes situaciones a las que los tejidos estaran expuestos:
e edema celular.
e acidosis intracelular.
e entrada de Cat++ ala célula.
e expansion del espacio intersticial.
e dafio por radicales libres del 02
e falta de ATP

Las soluciones de preservacion cuentan con sustancias osmoticamente activas para
evitar o retrasar la aparicion de edema celular tal es el caso de la Glucosa, Manitol, Rafinosa, Ci-
trato, entre otros. Para controlar la acidosis intracelular se utilizan electrolitos con efecto buffer,

buscando regular la concentracién de H+ intracelular y coloides inhibidores metabdlicos para evi-
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tar la degradacion de los componentes celulares y de esa manera prevenir la expansion intersti-
cial. Como se menciond anteriormente, la preservacion fria tiene un efecto deletéreo en la bomba
sodio-potasio, para regenerar lo mas rapido posible ésta funcion, las soluciones de preservacion
cuentan con precursores de ATP (Inosina, Adenosina, Glutation,). También la adicion de metaboli-
tos antioxidantes como la Vit E y la desferroxamina, y el alopurinol contribuyen a controlar el dafio
realizado por los radicales libres del O2 a través de un efecto scavenger o barrendero. Finalmente
para minimizar la entrada de calcio al interior celular pueden utilizarse diferentes farmacos como el
verapamilo o diltiazem, o bien el uso de Mg+ entre otras alternativas. (Tabla 1) (Jing et al. 2018;
Cobo y del Rio Gallegos 2009; Roskott et al. 2011).

COMPONENTE HTK EUROCOLLINS WISCONSIN CELSIOR ACTIVIDAD

Sodio 15 10 30 100 Electrolito
Potasio 10 115 120 15 Electrolito
Magnesio 4 — 5 13 Electrolito
Cloro 50 15 — — Electrolito
Calcio 15 — — 0,25 Electrolito
Fosfato — 50 25 — Buffer
Sulfato — — 5 — Buffer
Bicarbonato — 10 — — Buffer
Histidina 180 — — 30 Buffer
Histidina CIH 18 — — — Buffer
Glucosa — 195 — — Impermeabilizante
Manitol 30 — — 60 Impermeabilizante
Rafinosa — — 30 — Impermeabilizante
Lactobionato — — 100 80 Impermeabilizante
Adenosina — — 5 — Energia
Ketoglutarato 1 — — — Energia
Glutamato — — — 20 Energia
Glutatién — — 3 3, reduccién Scavenger
Alopurinol — — 1 — Scavenger
Triptéfano 2 — — — Farmaco
Dexametasona — — 8 — Farmaco
Insulina — — 100 UN — Farmaco
HES — — 50 gl — Coloide
pH 7,2 7 74 7.3
Osmolalidad (mOsm/) 310 355 320 340
Viscosidad Baja Baja Alta Baja

Tabla 1: Composicion de las diferentes soluciones de preservacion.

Tiempos de preservacion en los diferentes érganos.

Los diferentes 6rganos destinados a trasplante son capaces de tolerar diferentes tiem-
pos de preservacion los cuales pueden verse modificados por el uso de diferentes estrategias

como es el caso de las maquinas de perfusion, el uso de soluciones cardiopléjicas o la utilizacién
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de soluciones de preservacion especificas. Los 6rganos mas resistentes a la injuria por preserva-
cion fria son el rifion, el pancreas y el higado, siendo entre 12 y 24hs, mientras que el corazén y el
pulmén (3hs) junto con el intestino (6hs) son los 6rganos que menos tiempo de isquemia toleran.
(Tabla 2)(Guibert et al. 2011; Tas et al. 2021; Cobo y del Rio Gallegos 2009).

Tiempo tolerado (hs) Maximo alcanzado (hs)
Rifidén 24 50
Higado 12 37
Pancreas 17 30
Corazén 3 8
Pulmén 3 8
Intestino 6 12

Tabla 2: Tiempo de tolerancia a la isquemia de los diferentes drganos.
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El trasplante de intestino experimental y su importancia traslacional.

Como se menciond en secciones anteriores, el Txl es una practica clinica aiin muy jo-
ven, con lo cual, la investigacion basica-traslacional tiene un rol fundamental para acortar la bre-
cha que hay entre el laboratorio y la clinica. Existe una necesidad importante en profundizar en co-
nocimientos basicos que recae en el uso de modelos animales para el estudio de mecanismos de
falla intestinal, fisiopatologia de la injuria por isquemia-reperfusion (lIR), preservacién de érganos,
etc. (Foell et al. 2017)

Las especies animales mas difundidas para la investigacién en Txl son el cerdo, por su
semejanza anatomica y funcional al humano; y la rata y el raton por su amplia disponibilidad, coste
bajo y un amplio rango de herramientas de medicién que ya se encuentran estandarizadas (Foell
et al. 2017; Oltean 2021). Independientemente de la especie utilizada, el TxI experimental es un
procedimiento avanzado y dificil que implica una compleja procuracién del injerto y una no menos
dificultosa implantacién del mismo, para lo cual se requieren habilidades microquirlrgicas avanza-

das. En el caso del cerdo, se necesita una compleja y costosa cirugia gastrointestinal y vascular.

Desde 1971, cuando Monchik y colaboradores, publicaron el primer trasplante de in-
testino en ratas, se han reportado numerosas modificaciones técnicas y se han desarrollado dife-

rentes modelos tanto ortotopicos como heterotdpico.

El TxI ortotépico (Figura 9), consiste en remover el intestino nativo del receptor e im-
plantar el intestino del donante a través de anastomosis vasculares y enteroanastomosis termino-
terminales o termino-laterales. Este modelo tiene la gran ventaja de simular exactamente lo que le
sucede al paciente en la clinica y lo hace muy representativo, pero, por otra parte y desde el punto
de vista experimental, tiene mas puntos criticos en los cuales la cirugia puede fallar (caso enteroa-
nastomosis) y solamente permite un seguimiento clinico del injerto y muestreo sélo en el punto fi-
nal. En el TxI heterotépico (Figura 10), el intestino del donante se implanta a través de anastomo-
sis vasculares en el receptor, conservando el intestino nativo (y todo el tracto gastrointestinal) per-
fectamente funcional, finalizando la cirugia con dos enterostomias, una distal y otra proximal. Este
modelo permite una mejor recuperacion de la rata receptora y a su vez un muestreo seriado del in-
jerto a través de las enterostomias. (Nakao et al. 2002; P. L. Stringa et al. 2016; Pablo Stringa, Ro-
manin, Lausada, Gobbi, et al. 2017; Pablo Stringa et al. 2018; Lausada et al. 2011)
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Figura 9: Txl ortotdpico en ratas. I.N.: Intestino nativo; I.T.: Intestino
trasplantado. (imagen creada con BioRender.com)

Figura 10: TxI heterotdpico en ratas. I.N.: Intestino nativo; I.T.: Intestino trasplantado. (ima-
gen creada con BioRender.com)

Para dar una idea de la necesidad de seguir profundizando y refinando modelos expe-
rimentales para la investigacion en trasplante de intestino, se realiz6 una busqueda en la base de
datos de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos pubmed/MEDLINE para anali-
zar el material cientifico disponible relacionado al trasplante intestinal en ratas utilizando los si-

guientes términos:
* Rats AND “intestinal transplantation”: 286 resultados (entre 1950 y 2021).
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* Rats AND “intestinal transplantation” AND technique: 164 resultados (entre 1978 y 2021)
* Rats AND “intestinal transplantation” AND microsurgery: 24 resultados (entre 1971y 2021)

* Rats AND Intestinal transplantation AND brain death: 13 resultados (entre 1994 y 2021), de
los cuales 7 tienen relevancia en investigacion para trasplante de intestino, 2 so6lo lo men-
cionan asociado a la ME, 1 no incluye modelos experimentales con ratas, sélo las mencio-

nay el restante no incluye ME.(Tabla 3)
* Rats AND Intestinal transplantation AND microsurgery AND brain death: O resultados.

Nota: El término Intestinal transplantation, se busco entre comillas inicialmente para reducir los re -
sultados evitando que el motor de busqueda considere las palabras por separado, el efecto inver-

S0 se busco en las dos ultimas busquedas ya que de otra manera se perdian algunos articulos.

TITULO AUTORES REVISTA

17B-Estradiol as a New Therapy to .. ; . _

Preserve Microcirculatory Perfu- Vieira EIC:Z BSrelthaupt Fglo Transplantation 2020
ion in Small Bowel Donors ppa AL, sannomiya .

Direct peritoneal resuscitation re- v, o 31 Matheson PJ, Journal of Trauma and

duces intestinal permeability after Smith JW Acute Care S 2018

brain death mi . cute Care Surgery

Evaluation of histological damage

of solid organs after donor pre-Cicora F, Stringa P,, Raimon-

conditioning with thymoglobulin diC Transplant Immunology 2013

in an experimental rat model.

Modulation of brain dead induced ..o 5 Bergstraesser ~ American Journal of

inflammation by vagus nerve sti- vard BA T lantati 2010

e —— ar . ransplantation

Increased intestinal permeability Koudstaal LG, Ottens PJ, .

in deceased brain dead rats. Leuvenink HG. Transplantation 2009

Brain death induces inflammation Koudstaal LG, 't Hart NA, .

in the donor intestine. Leuvenink HG. Transplantation 2008

Brain death causes structural and 001 | G, 't Hart NA,  Transplantation Pro-

inflammatory changes in donor in- - . 2005

testine. Leuvenink HG. ceedings

Tabla 3: Resultados de la blisqueda en Pubmed/MEDLINE para Rats AND Intestinal transplantation AND brain death

El presente trabajo de tesis, tiene la particularidad de introducir al Txl en los modelos
experimentales de muerte encefélica previamente descriptos en la bibliografia (Kolkert et al. 2007;
Pomper et al. 2010; Zhang et al. 2014). Si bien se han implantado higados, rifiones y corazones
provenientes de estos modelos, el trasplante de intestino en roedores con donantes en ME sigue
siendo un desafio sin evidencia de supervivencia en la literatura cientifica. No obstante, antes de

presentar estos resultados en el Capitulo 11l fue imprescindible dilucidar con el desarrollo de otros
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experimentos, multiples interrogantes tales como: la estandarizacion quirdrgica del modelo, escla-
recer aspectos claves del mantenimientos adaptados a la especie como los vasopresores utiliza-
dos extrapolados de la clinica: noradrenalina vs dopamina, comparar el escenario de ME con otros
escenarios como el donante vivo (DV) y el donante en muerte cardiaca (MC), sin ignorar los efec-
tos de la ventilacion asistida (VA) que acompafia ambos procedimientos, conocer coOmo impacta
la ME en la preservacion y asi a modo de screening escoger el tiempo de preservacion del intes-
tino. Con estos antecedentes finalmente, pudimos adentrarnos en la evaluaciéon de la IRl inmedia-

ta y su impacto en la supervivencia del animal.

Por tal motivo estandarizamos un modelo de ME aplicable, fidedigno y reproducible, y
que permite profundizar el conocimiento sobre aspectos funcionales y fisiopatolégicos del Txl, que
a su vez, contribuye en la blsqueda de alternativas para aumentar el nimero de 6rganos disponi-
bles para trasplante, reducir los tiempos en lista de espera y promover una mejor calidad de vida

en los pacientes trasplantados.
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Hipétesis y Objetivos

Hipétesis:

La muerte encefalica impacta directa y significativamente exacerbando los fenébmenos

de injuria por isquemia reperfusién y rechazo celular agudo.

Objetivos generales

Evaluar el impacto de la muerte encefalica sobre la supervivencia del injerto intestinal
y los fendbmenos de injuria por isquemia-reperfusion (lIR) y rechazo en un modelo experimental de

trasplante intestinal heterotopico en ratas.

Objetivos especificos

1. Optimizar un modelo experimental de donante con criterios neurologicos de muerte encefa-
lica en ratas, para evaluar el impacto de la muerte encefélica sobre fenémenos de IIR y re-

chazo en el trasplante intestinal experimental

2. Realizar trasplantes intestinales en ratas con intestinos provenientes de donante con muer-
te encefélica y donantes vivos, con el objetivo comparar los resultados de supervivencia

del injerto en ambos casos.

3. Comparar mediante analisis bioquimicos e histoldgicos el impacto de la muerte encefalica
en la magnitud del dafio tisular debido a la IIR empleando un modelo de trasplante isogéni-

co y distintas condiciones de preservacion del injerto.

4. Analizar el impacto de la muerte encefalica del donante sobre la magnitud y aspectos me-

canisticos del rechazo en un modelo de trasplante alogénico.
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CAPITULO |

ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE MUERTE ENCEFALICA EN RATAS
PARA INVESTIGACION EN TRASPLANTE DE INTESTINO.

Introduccion.

Todo trasplante de érganos requiere de un donante, el cual, segun el caso, puede ser
vivo o fallecido. Pese a que los mejores resultados se observan cuando el 6rgano proviene de un
donante vivo, el mayor porcentaje de 6rganos destinados a trasplante se obtienen de donantes
con criterios neurolégicos de muerte encefalica (Schuurs et al. 2004). La muerte encefélica impac-
ta de manera negativa en la calidad de todos los érganos potencialmente trasplantables, por tal
motivo, el estudio de la fisiopatologia de este proceso y la busqueda de estrategias para mejorar
la viabilidad de los 6rganos representa un area de sumo interés en el ambito de los trasplantes de
organos (Kutsogiannis et al. 2006; Morariu et al. 2008) .

La muerte cerebral induce un aumento de la permeabilidad de membranas a nivel in-
testinal, produciendo traslocacién bacteriana, que conlleva a una produccién de citoquinas pro-in-
flamatorias, generando éstas a su vez la auto-perpetuidad y amplificacién del proceso inflamatorio
e induciendo ademas el dafio de 6rganos remotos, como es el caso del aumento de citoquinas
pro-inflamatorias en corazén, higado, pulmén y rifiébn, sumado a la disminucion de la actividad
miocérdica en corazén y una mayor tasa de funcion retardada del injerto en rifion (Diethelm et al.
1988; Dominguez-Roldan et al. 2009; Zanoni et al. 2009).

Diferentes aspectos propios han hecho que el intestino fuese el ultimo 6rgano en ser
exitosamente trasplantado en humanos; por un lado la anatomia, irrigacién e inervacion del or-
gano impone una complejidad a la técnica quirirgica per se; a su vez, el intestino es el 6rgano que
alberga la mayor poblacion linfocitaria del organismo, multiplicando las posibilidades de adveni-
miento de fendbmenos inmunoldgicos asociados al trasplante; a esto se asocia el hecho de estar
poblado por una elevada carga bacteriana determinada por la propia flora intestinal, la cual afecta-
ra al receptor de alterarse la barrera mucosa. Si bien la aplicacion de protocolos de inmunosupre-
sion agresivos ha permitido mejorar los resultados e incrementar la aplicabilidad del trasplante in-

testinal (TI), la incidencia de rechazo sigue siendo mayor que en otros 6rganos, y continda siendo
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causa temprana y alejada de pérdida del injerto y necesidad de re-trasplante. El desarrollo de re-
chazo severo en el Tl es causa no sélo de pérdida del injerto, sino de mortalidad para el receptor y
Su manejo requiere de experiencia, ya que la pérdida de la barrera mucosa lleva a desarrollar tras-
locacion bacteriana y sepsis, que s6lo mejorara en la medida que se recupere dicha barrera (Soe-
ters et al. 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, la amplia mayoria de los trabajos de investi-
gacion para Txl se llevan a cabo en modelos experimentales con donantes vivos, por tal motivo,
nuestro principal objetivo es evaluar el impacto de la muerte encefalica sobre la calidad del injerto
intestinal en donantes con criterios neuroldgicos de muerte y su contraste con el donante vivo, y
de ésa manera, introducir un modelo experimental con escaso precedentes cientificos en el area

de los trasplantes intestinales.

Materiales y métodos.

Se utilizaron ratas Wistar de entre 280 y 3309 divididas en dos grupos: Muerte Encefa-
lica (ME n=5) y control con ventilacion asistida sin ME (VA n=4). La induccion fue con isofluorano
al 5% en camara saturada y el mantenimiento se realiz6 inicialmente con mascara y luego via en-

dotraqueal al 2% con ventilacion asistida a 50 VPM y 2,5 de VT.

Bajo microscopio quirdrgico se colocan vias en la arteria carétida y en la vena yugular
contra-lateral con el fin de controlar la presion arterial y facilitar el manejo de la fluidoterapia y el

uso de inotropicos.

Mediante una trepanacion realizada en el craneo, frontolateral al bregma, se introduce
un catéter de embolectomia arterial (Fogarty Arterial Embolectomy Catheter: 4F, Edwards Lifes-
ciences Corporation, Irvine, USA). Se insufla el balon utilizando una bomba de infusién con un
caudal de 1ml/h. Cuando se esta alcanzando la ME, se observa el reflejo de Cushing, una vez
concluido se realiza el test de apnea necesario para el diagndstico de la ME (Kolkert et al. 2007).
(Figura 11)

Ya con el individuo bajo ME, se mantiene durante 2hs, manejando la TAM entre 70 y
140 mmhg. Para corregir la hipotension, se utilizan soluciones coloidales (LORIHESS EB, Rivero
Laboratorios) hasta 1ml total. En caso de no ser efectivo se utiliza Dopamina en infusion continua
(1 a 5 pg/kg/min) (Fontana et al. 2014).

Pasadas las 2hs de Muerte Encefalica, la rata se posiciona en decubito dorsal y se

realiza la laparotomia por linea media para exponer el intestino y lavar el 6rgano via arterial con
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solucion salina a 4°C, posteriormente se tomaron muestras para estudios histopatolégicos me-

diante tinciones con H&E y Alcian Blue.

Figura 11: A) Posicionamiento del individuo en decubito dorsal; B) Vias arterial y venosa colocadas; C)
Ventilacion asistida conectada a través de una traqueotomia y D) Cdnula Fogarty colocada en el espacio
subdural para induccion de muerte encefalica

El dafio histol6gico por isquemia intestinal se puntué segun la clasificacion de Park-
Chiu descrita anteriormente (Park et al. 1990; Chiu Chu-Jeng Chiu, MD; Alice H. McArdle, PhD;
Rea Brown, MD; Henry J. Scott, MD; y Fraser N. Gurd, MD 1970) (0, mucosa normal; 1, espacio
subepitelial en la punta de la vellosidad; 2, espacio subepitelial mas extendido; 3, levantamiento
epitelial a lo largo del lado de la vellosidad; 4, vellosidad denudada; 5, pérdida de tejido de la vello-

sidad; 6, infarto de la capa de la cripta; 7, infarto de la mucosa; 8, infarto transmural), utilizando el
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software FIJI (Schneider, Rasband y Eliceiri 2012; Abramoff, Magalhdes y Ram 2004) se midio la
altura de las vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas para calcular el indice Vellosi-
dad/Cripta (IVC). Se midieron al menos 20 vellosidades y criptas individuales en cada rata para

determinar este parametro para evaluar el dafio estructural.

El recuento de células Goblet se realizd con tincidon Alcian Blue/rojo neutro (Cassel-

brant et al. 2018) contando 25 vellosidades seleccionadas al azar por animal.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba t de Student o la
prueba de Mann-Whitney segun la distribucién de los datos sea normal o no, utilizando el software
GraphPad 5.0. Los resultados se expresan en media y desvio estandar a excepcion del dafio his-
toloégico donde se muestran como mediana y rango intercuartil (RIC). Las diferencias entre las me-

dias se consideraron estadisticamente significativas cuando p<0,05.

Resultados

Al grado de injuria histoldgica se le asigné un valor global, consignado por la lesion
predominante y un valor focal, dado por el foco de mayor lesion. El grupo VA no evidenci6 dafio en
la mucosa pasadas 2hs en ésa condicién, mientras que el grupo ME arroj6é un dafio leve en la mu-
cosa (0,5;0-1). Diferencias mas marcadas se notaron respecto del dafio focal, hallandose casi un
punto de diferencia en la escala de Park-Chiu (VA= 0.5;0-1 y ME= 2;1-2).

El IVC se vi6 disminuido en el grupo ME con respecto al grupo VA, 2.64+0.65 vs
3.0620.75 respectivamente. Mientras que el conteo de células Goblet por cada vellosidad fue de
30,55+4,8 para VAy de 21,24+4,1 para ME. (Figura 12).

Conclusiones.

La ME produce cambios estructurales evidenciados en los pardmetros histolégicos
analizados. Estos cambios se observaron en la lesién global y mas marcadamente en el dafio fo-

cal.

Respecto al IVC en el grupo ME muestra una disminucion en este indice respecto del
grupo VA. Siendo el IVC un indicador de la integridad estructural de la mucosa intestinal desde la
unidad funcional (vellosidad y cripta). Valores bajos de IVC podrian indicar un compromiso en la
funcionalidad de la mucosa intestinal, que posteriormente podria verse agravada por los fenéme-

nos de injuria por isquemia-reperfusion.
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Figura 12: A) y B) Grado de dafio histoldgico representado por la escala de Pa-
rk-Chiu. El dafo focal se evidencia significativo pasadas 2hs de ME. los resul-
tados se expresan como Mediana y RIC; C) indice Vellosidad/Cripta y D) Con-
teo de células Goblet, donde se observa el impacto de 2hs de ME en esta po-
blacion celular. expresado en niimero de células por vellosidad. (*: p= >0,05;
*: p= <0,01)

La disminucién del numero de células Goblet expresa un detrimento en las primeras
barreras de defensa de la mucosa intestinal, lo que sugiere una mayor vulnerabilidad frente a pa-

tégenos externos.

Estos resultados muestran que pasadas las 2hs de ME, se puede obtener un injerto
viable para el trasplante con un claro compromiso estructural y funcional, lo que hace a este mo-
delo indicado para estudios de injuria por isquemia reperfusion y rechazo, entendiendo a la ME

como el primer evento injuriante con un claro impacto sobre la calidad del 6rgano a trasplantar.

En vista de las importantes diferencias observadas entre el donante vivo y el donante
con ME, decidimos profundizar éste estudio y comparar el estado inicial de los injertos provenien-
tes de diferentes escenarios de donacién experimentales, agregando un modelo de muerte cardia-
ca Maastrich tipo I, el cual asoma en diferentes centros de trasplante de Europa como una alter-
nativa a la falta de érganos disponibles para trasplante, pero que nunca se ha probado experimen-

talmente en TxI.
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EVALUACION EXPERIMENTAL DEL DAISIO HISTOPATOLOGICO DEL INTESTINO EN LOS DI-
FERENTES ESCENARIOS DE DONACION. DESARROLLO Y ANALISIS DE UN MODELO DE
DONACION EN ASISTOLIA MAASTRICHT lil.

Introduccion

La escasez universal de 6rganos ha impulsado el uso creciente de las donaciones tras
la muerte circulatoria (MC), que se espera que siga aumentando (Smith et al. 2019). Varios 6rga-
nos, como rifilones, higado, pulmones, pancreas y corazén, procedentes de donantes de MC se
han empleado con éxito para el trasplante en diversos centros de todo el mundo. La mayor parte
de los escollos y las preocupaciones relacionadas con el uso de donantes de MC se han abordado
mediante una estricta seleccién del donante (Gozzini et al. 2010), mejoras en la perfusion regional
normotérmica (Mifiambres et al. 2017) y dispositivos de perfusion mecéanica ex vivo (Treckmann
et al. 2011). Aungue es dificil evaluar el verdadero impacto del uso rutinario de la MC, se ha esti-
mado que la donacién de 6rganos ha aumentado en un 42% (Angelico et al. 2018; Roskott et al.
2014). De acuerdo con reportes del observatorio de trasplantes para el afio 2020 de la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS) (http://www.transplant-observatory.org), se registraron 129.681
trasplantes de érganos sélidos (informacién de 93 estados miembros, representando el 80,4% de
la poblacion global) de los cuales 36.125 correspondieron a donantes cadavéricos (27.946 ME y
8.179 MC), el resto corresponden a donantes vivos de higado y rifidn. Algunos aspectos interesan-
tes a tener en cuenta: solamente en América Latina (desde México hasta Argentina), el nUmero de
pacientes en lista de espera fue de 58427, y se registraron 3954 pacientes muertos en lista de es-
pera. Asimismo, en toda América Latina no se registraron trasplantes con érganos provenientes de

MC, en la mayoria de los casos, por no existir legislacion al respecto.

El valioso recurso de la MC se ha negado para los injertos intestinales debido a la
preocupacién por la susceptibilidad isquémica de este 6rgano. En particular, los estudios experi-
mentales que apoyan este veto son limitados y metodolégicamente heterogéneos (Cobianchi et al.
2009; Guo et al. 2016). Por el contrario, las pruebas clinicas apoyan el uso de estos injertos en en-
tornos clinicos. Ademas, existe una necesidad urgente de injertos para hacer frente al desbalance
entre la lista de espera para el trasplante intestinal y la escasez de 6érganos disponibles. Los can-
didatos a trasplante intestinal son predominantemente los que tienen periodos de espera mas lar-
gos y tasas de mortalidad mas altas en comparacién con otros pacientes que esperan un trasplan-
te de organo solido (Lao et al. 2010). Por lo tanto, se justifica una evaluacion exhaustiva del uso

potencial de injertos intestinales de donantes con MC. Asimismo, resaltamos la importancia de
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ampliar el espectro de protocolos experimentales para investigacién en trasplante de intestino

para proveer a la clinica de nuevas evidencias especificas en el estudio del trasplante de intestino.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio son: (1) comparar el dafio isquémico en los
injertos intestinales de MC con el de los donantes con muerte encefalica (ME) y los donantes vivos
en los modelos animales correspondientes; y (2) describir en detalle un modelo experimental de
MC Maastricht Il para el trasplante de 6rganos sélidos en roedores. Dada esta problematica y con
la experiencia acumulada en el desarrollo del modelo de muerte encefalica, decidimos realizar un
estudio comparativo con otro de los sistemas de donacion que viene aumentando en el mundo y
qgue no esta estandarizado para intestino, a fin de comprender los mecanismos diferenciales que
operan en cada situacion. Enfatizando en el hecho de que ambos modelos estan nula o escasa-
mente explotados en el area de Txl, y buscando generar evidencia e impulso desde lo cientifico

para su potencial aplicacién en la clinica.
Material y métodos

ANIMALES

En este estudio se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho adultas (8-10 semanas).
Los animales fueron alojados en grupo en una sala de clima controlado con un ciclo de luz y oscu-
ridad de 12 horas en las instalaciones de la catedra de Trasplante de Organos de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata. Los protocolos experimentales se reali-
zaron siguiendo estrictamente las recomendaciones de los Criterios de la Union Europea para el
Uso de Animales en la Experimentacién Cientifica (63/2010 UE) vy la legislacién espafiola relacio-
nada (RD 53/2013). Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de
Bienestar Animal local (PROEX 58.7/20).

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Para simular un MC Maastricht Ill, se anestesio a las ratas con anestesia inhalatoria de
isoflurano (5% y 2-3% para la induccion y el mantenimiento, respectivamente). Los animales se
colocaron en posicion de decubito dorsal sobre una manta térmica para permitir la insercién de
una canula en la arteria carétida derecha conectada a un monitor multiparamétrico DYNE MCO-
300-07 para el control de la presion arterial (valores normales: 70-140 mmHg). Posteriormente, se
realizé una tragueotomia y se ventilé a los animales durante 2 horas (2,5, 55/70 RPM, PEEP 0;
Ventilador para roedores Harvard Apparatus modelo 683). Se midié la oximetria de pulso (CMS-
VESD, estetoscopio visual multifuncional, CONTEC) en la pierna del donante (normalmente entre
el 95-100%) y la frecuencia del pulso (normalmente > 250 Ipm). Se registré la temperatura rectal

(37,5-38°C). Todos los parametros se registraron cada 10 minutos durante todo el procedimiento.
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Después de 2 horas de ventilacion, se indujo un neumotérax mediante una incisién
diafragmatica, tal como se informé previamente (Zhong et al. 2019). La ventilacion mecéanica se
mantuvo durante 5 minutos luego de perder la presién negativa intratoracica, con el objetivo de
asegurarnos que la ventilacion asistida sea efectiva. Una vez concluido ése tiempo, se retir6 el so-
porte ventilatorio y térmico. Basandose en los parametros de la donacion pediatrica, se diagnosti-
c6 MC cuando la presion arterial cay6 por debajo de 30 mmHg. Se evaluaron diferentes tiempos
de (MC) segun el grupo.

Con el fin de comparar la calidad de los injertos procedentes de diferentes tipos de do-
nantes, se incluyé un grupo de muerte cerebral (ME) basado en un modelo previamente comuni-
cado (Kolkert et al. 2007; Cicora et al. 2013; Vecchio Dezillio et al. 2021) como asi también se in-
cluyo un grupo con ventilacién asistida (VA) para considerar el dafio remoto producido por la venti-
lacién asistida (Quilez, Lopez-Aguilar, y Blanch 2012; Hepokoski et al. 2017; Villar et al. 2011).
Brevemente, se colocé una canula de balén de 4F por via subdural a través una trepanacién cra-
neana previa y se insuflé a un flujo de 1 mL/h. Cuando se observo el reflejo de Cushing, se realizé
un test de apnea para confirmar la ME. El procedimiento para el grupo VA fue igual que el ME con

la diferencia de que se omite la trepanacién del craneo y la inducciéon de ME.

Los animales del grupo ME y VA fueron anestesiados y monitorizados como se ha des-
crito anteriormente para los grupos MC. En todos los grupos experimentales, los 6rganos se lava-
ron al final del protocolo (Fig. 1) con 40 mL de solucién fria de Ringer lactato perfundida durante 3

min a través de la canula arterial utilizando una bomba de perfusién (PC11-UBT, APEMA).

DISENO EXPERIMENTAL Y MUESTREO

Veinticinco animales donantes se dividieron en cinco grupos experimentales (cinco ra-

tas por grupo), como se indica a continuacion (Figura 13):

1. Donante vivo convencional (DV): i. v. perfusion de 6rganos y toma de muestras;

2. Donante vivo ventilado (VA): ventilacion mecanica durante 2 horas, perfusion de 6r-

ganos i.v. y toma de muestras;

3. Donante con muerte cerebral (ME): ME y ventilacion durante 2h, perfusion de 6rga-

nos i.v. y toma de muestras;

4. Donacién después de 5 min de muerte circulatoria (MC5): ventilacibn mecéanica du-

rante 2 h, 5 min de MC, perfusién de 6rganos i. v. y toma de muestras;
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5. Donacién después de 20 minutos de muerte circulatoria (MC20): ventilacion mecani-

ca durante 2 h, 20 min de MC, perfusion de drganos i. v. y toma de muestras.

En todos los grupos, las muestras de los diferentes érganos que componen el injerto
multivisceral (estdbmago, pancreas, intestino delgado, colon e higado) se fijaron con formalina y se

incluyeron en parafina para su andlisis histologico.

Acondicionamiento; Mantenimiento Muestreo
Donante Vivo :

ﬁ = DV
Muerte Encefalica ~ IME ‘
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&m MC5 i -
/\A’—/;“ MC 20° - Tl | i

LTSV

Figura 13: Esquema del disefio experimental. El estudio abarcd varios tipos de donantes de drganos en
ratas, que representaban las diferentes etapas y drganos componentes de los injertos intestinales y
multiviscerales. DV: donantes vivos convencionales, VA: donantes vivos ventilados, ME: donantes en
muerte encefdlica, IME: induccion de muerte encefdlica, MC: donacidn tras MC con dos tiempos diferen-
tes de isquemia caliente (5 y 20 minutos), LTSV: limitacion de la terapia de soporte vital; PC: parada car-
diaca. Imagen creada con BioRender.com)

ANALISIS HISTOLOGICO Y MORFOMETRICO

Se utilizaron puntuaciones especificas validadas para el intestino delgado, el estbma-
go, el pancreas, el higado y el colon para cuantificar los dafios relacionados con la MC y la ME.
Las muestras intestinales tefiidas con hematoxilina-eosina se evaluaron utilizando la escala de
Park/Chiu: 0, mucosa normal; 1, espacio subepitelial en la punta de la vellosidad; 2, espacio sube-
pitelial mas extendido; 3, levantamiento epitelial a lo largo del lado de la vellosidad; 4, vellosidades
denudadas; 5, pérdida de tejido de la vellosidad; 6, infarto de la capa de la cripta; 7, infarto trans-
mucoso; y 8, infarto transmural (Hartog et al. 2016). La altura de las vellosidades intestinales, la
profundidad de las criptas y el grosor de las criptas se evaluaron con el software FIJI®. Se midie-
ron al menos 20 unidades vellosidad/cripta por rata. Para la evaluacién de las células Goblet (CG),
se realizé una tincion con Alcian Blue con contraste rojo neutro, y se cuantificaron 25 vellosidades

por sujeto (Sgfteland et al. 2020; Johansson y Hansson 2013). Las células de Paneth se cuantifi-
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caron en 20 criptas longitudinales por muestra en campos microscopicos representativos (40x),

como se informo previamente (Kip et al. 2020).

Se consideraron siete parametros para cada muestra de higado analizada: necrosis
celular, cambios eosinéfilos en los hepatocitos, hepatocitos discohesivos, vacuolizacion citoplas-
matica y dilatacién sinusoidal. Cada parametro se puntu6 de la siguiente manera: 0, normal; 1,
cambio leve; 2, cambio moderado; y 3, cambio grave. A cada muestra se le designé una puntua-

cidén general basada en la suma de cada parametro evaluado (Suzuki et al. 1993).

La evaluacién gastrica se baso6 en la descamacion epitelial, la hemorragia de la muco-
sa, el dafio glandular y la infiltracion eosinofilica, y se puntué utilizando una escala de 0 a 3 (0,
nada; 1, leve; 2, moderado; y 3, grave) para cada criterio (Jahovic et al. 2007). El edema, la necro-
sis grasa y la necrosis acinar se consideraron indicadores de dafio isquémico para el analisis del
pancreas. Se utilizaron seis grados de gravedad para cuantificar cada parametro, como se informo
anteriormente (Schmidt et al. 1992). Para la lesion del colon en ratas se utilizé una clasificacion in-
formada por Bresler et al. Brevemente, la escala incluia edema, niumero de células Goblet y altera-
ciones de la mucosa. El dafio se puntu6 de O (sin dafio. Células caliciformes agotadas y mucosa
en contacto con la capa muscular) a 4 (lesién avanzada de la mucosa (disolucién de la mucosa,

rotura del epitelio)(Bresler, lonac, y Oltean 2016).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron métodos no paramétricos para las comparaciones estadisticas. Las dife-
rencias estadisticas entre grupos se evaluaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis corregida
para comparaciones mdultiples utilizando prueba de Dunn. Los andlisis estadisticos se realizaron
con el software GraphPad (versién 8.00; San Diego, CA, EE.UU.). La significacién estadistica se

fij6 en p < 0,05.

Se realizé un andlisis de componentes principales biplot para investigar las relaciones
entre la puntuacién de Chiu/Park, el espesor de la mucosa, el nimero de células de Paneth y Go-

blet, y el indice vellosidad/cripta, asi como sus asociaciones en diferentes grupos experimentales.

Resultados.
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VIABILIDAD DE LA MC MAASTRICHT Ill CONTROLADA EN RATAS.

El modelo experimental desarrollado en este estudio permitio replicar las fases crucia-
les del MC de Maastricht Il (mantenimiento del paciente, limitacién de la terapia de soporte vital
del donante (LTSV), diagndstico de la muerte cardiaca, tiempo de asistolia, lavado y recuperacion
del injerto multivisceral). El éxito del modelo Maastricht 11l en ratas para el trasplante visceral (TV)
fue del 83,3%. Dos animales presentaron complicaciones durante el procedimiento y fueron exclui-
dos del estudio (un caso de hipotensién prolongada y otro de hemorragia masiva a través de la ca-

nula de la arteria carotida).

En todos los grupos experimentales se consiguié una monitorizacion satisfactoria del
donante basada en la estabilidad de la temperatura corporal, la saturacién de O2 y la presién arte-
rial media, que se establecieron como parametros de inclusién tal y como se describe en la sec-
cion de Materiales y Métodos. EI ME mostré un ligero aumento de la TAM a los 30 y 40 minutos
después de la induccion de la ME, que se atribuy6 a la infusion de farmacos vasoactivos que se

administro simultaneamente a este grupo (Figura 14-A).
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Figura 14: Figura 1: Monitorizacion del donante y del injerto durante la MC. (A) La TAM en los grupos de donante vivo venti-
lado (VA), muerte encefdlica (ME) y donacidn tras muerte circulatoria (MC) mostrd valores normales durante todo el proce-
dimiento experimental. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en ningtin momento. (B) Periodo trans-
currido (segundos) entre la limitacion de la terapia de soporte vital (LTSV) y el diagndstico de muerte circulatoria (MC) en
los grupos de MC (los circulos negros y blancos corresponden a los grupos de donacion tras 5 min de muerte circulatoria
[MC-5] y donacidn tras 20 min de muerte circulatoria [MC-20], respectivamente). (C) Imagen macroscdpica de un intestino
de un donante MC-20 al final del procedimiento experimental. El aspecto pélido denota un lavado correcto del injerto.

El tiempo transcurrido entre el LTSV y el diagnéstico de MC (TAM < 30 mmHg) fue de
168 + 88 segs. No se observaron diferencias significativas entre MC5 y MC20 (Figura 14-B). La
heterogeneidad temporal de la MC no se correlacioné con la TAM en el momento del LTSV (datos
no mostrados). En el momento de la toma de muestras, el aspecto macroscdpico de los injertos in-

testinales presentaba una apariencia palida en los cinco grupos experimentales, sin rastros de
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sangre en la vasculatura mesentérica ni en la pared del intestino delgado, lo que indicaba un co-

rrecto lavado del injerto incluso en la MC20 (Figura 14-C).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS INJERTOS MULTIVISCERALES CON PERIODOS DE ISQUEMIA
CORTOS

El grupo de MC mostré un dafio histolégico en el intestino delgado dependiente del
tiempo. La MC prolongada generé una lesion sustancial de la mucosa intestinal (3-5 segun la pun-
tuacion de Park-Chiu). Se observaron diferencias significativas entre los grupos MC20 versus DV
y MC5 (p<0,05, Figura 15-A).
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Figura 15: El tiempo de isquemia caliente influye en la histologia del injerto intestinal en la donacion tras
MC. (A) La arquitectura del intestino delgado de MC5 fue similar a la de los injertos vivos. Los grupos con
mayor tiempo de isquemia presentaban un dafio mds grave segtn las puntuaciones de Park-Chiu en com-
paracion con los demds donantes, con diferencias significativas frente a los grupos DV y MC5 (p<0,05). (B y
C) A pesar de una tendencia al empeoramiento del IVC y del EM intestinal en el grupo MC (MC20), no se ob-
servaron diferencias entre los grupos en estos estudios morfométricos. Microfotografias 10X representati-
vas del grupo MC5 (D) y MC20 (E).

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el indice de vellosidad/
cripta y en el espesor de la mucosa entre los grupos experimentales (Figura 15-B y C). Se obser-
varon resultados similares en todos los grupos, a excepcion de las muestras de intestino delgado
de MC20, en las que el recuento de CG fue considerablemente inferior. Se observé una diferencia
significativa en el analisis del CG entre los grupos MC20 y DV (p<0,05, Figura 16-A). Por el con-
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trario, no se observaron diferencias en el recuento de células Paneth por cripta, con una media de

aproximadamente cinco células Paneth en todos los grupos de estudio (Figura 16-C).
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Figura 16: Estudio de la poblacion celular y andlisis de componentes principales del injerto intestinal.

(A) Recuento de células Goblet mediante tincion con Alcian Blue. Se observaron diferencias significativas entre los gru-
pos de donacion tras 20 minutos de MC (MC20) y de donante vivo convencional (DV) (*p<0,05; **p<0,01). (B) Ejemplos
de numeros altos y bajos de células caliciformes en muestras intestinales correspondientes a los grupos DV y MC20,
respectivamente. (C) Todos los grupos experimentales mostraron un nimero similar de células de Paneth. (D) Biplot
que visualiza las correlaciones entre las variables. El grupo MC5 se asemejo mucho a los donantes de muerte encefali-
ca (ME) (injertos utilizados en entornos humanos). Las muestras del grupo MC20 fueron las mds distintas en compara-
cion con los otros grupos experimentales y se asociaron con las variables de dafio histolégico basadas en las puntua-

ciones de Park-Chiu.

La variabilidad media explicada por el analisis de componentes principales fue del 73%
(componente principal 1, 55%; componente principal 2, 18%) (Figura 16-D). EI nimero de células
Goblet, el espesor de la mucosa y el indice vellosidad-cripta se correlacionaron positivamente con
los grupos DV y VA, lo que sugiere que un mayor numero de células Goblet, una mucosa mas
gruesa y un mayor indice cripta-vellosidad son indicativos de la integridad del intestino delgado. La
puntuacién de Chiu/Park no se correlacioné con estas variables, pero si con el grupo MC20. Cabe
destacar que, a pesar de la dispersion de los datos, los grupos ME y MC5 se agruparon mas cerca

de los grupos DV y VA que del grupo MC20.

De acuerdo con la tendencia observada para los injertos intestinales, los higados
MC20 revelaron una morfologia significativamente mas pobre en comparacion con los grupos de
donantes vivos (Figura 17-A), con congestion de leve a moderada, vacuolizacién citoplasmatica y
necrosis de hepatocitos como las alteraciones microscopicas mas destacadas (grupo MC20 vs.

DV, p<0,05).
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El grupo MC20 presenté una lesién gastrica mas grave, acompafiada de dafio glandu-
lar, descamacion epitelial e infiltrado celular de grado leve a moderado (p<0,05 frente al grupo
DV). Se observaron lesiones similares pero mas leves en los donantes con 5 min de MC. La infil-
tracion celular inflamatoria fue el hallazgo mas caracteristico en el grupo ME (Figura 17-B). El ede-
ma moderado fue la observacion mas comun en el pancreas de los grupos ME y MC20 (Figura 17-
C). Se observ6 edema entre los I6bulos del pancreas y entre los acinos y el espacio intercelular.
No se observaron signos de necrosis en ninguna de las muestras estudiadas. Se observo una di-

ferencia significativa entre MC20 y DV en el dafio histolégico del pancreas (p<0,05).
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Figura 17: Andlisis histolégico del resto de érganos que componen los injertos multiviscerales. Se presen-
tan los andlisis de higado (A), estdmago (B) y pancreas (C). En todos los casos, se observaron diferencias
significativas entre los grupos de donacion tras 20 min de MC (MC20) y DV (*p<0,05; **p<0,01). Se presen-
tan imdgenes microscdpicas representativas del dafio bajo (1) y alto (2) de los tres drganos.
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Conclusion.

Los pacientes en lista de espera para trasplantes de 6rganos sélidos en todo el mundo
superan el numero de procedimientos de trasplante anuales. La escasez de donantes es uno de
los principales factores que contribuyen a ello, y se espera que la situacion se deteriore a menos
gue se identifiquen alternativas clinicas (Angelico et al. 2018; Andrés, Ramos, and Hernandez
2020). La MC contribuye significativamente a la reserva de donantes en los paises con legislacion
para su empleo. En algunos casos, la MC representa hasta el 40% de los injertos trasplantados.
La actividad de ME sigue estando poco desarrollada en varios paises, y la MC es una valiosa al-
ternativa practica para las donaciones de 6rganos de fallecidos (Smith et al. 2019; Gardiner et al.
2020).

El trasplante visceral constituye un reto notable para la MC, ya que la sensibilidad de
la barrera intestinal a la isquemia y los resultados desalentadores de los modelos animales han
impedido su aplicacion en la practica clinica (Cobianchi et al. 2009). La disponibilidad de modelos
experimentales que recapitulen las principales caracteristicas de la MC facilitara el desarrollo de
nuevas intervenciones con resultados prometedores en entornos preclinicos, como la ECMO (Guo
et al. 2020). Por consiguiente, nuestro objetivo inicial era desarrollar un modelo de MC en roedo-
res que recapitulara las principales caracteristicas de los criterios de Maastricht 1, Para posterior-

mente contrastarlo con el resto de los escenarios de donacién posibles experimentalmente.

El procedimiento experimental de MC controlada desarrollado reproduce con exactitud
las diferentes fases de un donante tipo Maastricht 1l utilizado en la préctica clinica. Este modelo
permite replicar las distintas caracteristicas relacionadas con la MC y proporciona una valiosa he-
rramienta para evaluar diferentes estrategias traslacionales para mejorar la calidad de los injertos
viscerales. El periodo de mantenimiento con ventilacibn mecénica y la monitorizaciéon de parame-
tros vitales como la temperatura y la TAM en el modelo de MC constituyen los puntos fuertes del
presente capitulo. Ademas, el diagndstico preciso de la MC (TAM < 30 mm/Hg) se basé en la
practica clinica de los donantes pediatricos de Maastricht I, lo que pone de manifiesto la relevan-

cia traslacional de este modelo.

Nuestros resultados demostraron que las caracteristicas histopatolégicas del intestino
delgado procedente de la MC con un tiempo de isquemia caliente corto (5 min) eran similares a
las de los injertos procedentes de la ME en cuanto a la puntuacién de Park-Chiu, el indice vellosi-
dad-cripta y el espesor de la mucosa intestinal. Destacamos la buena calidad de la arquitectura de
los intestinos de donantes con MC, dado el periodo relativamente corto de isquemia antes del la-
vado y la extraccion del 6rgano. Roskott et al. informaron de que se produce una elevada expre-

sion de proteinas de choque térmico en el intestino humano tras la MC y los injertos de ME mos-
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traron mayores niveles de expresion de interleuquina-6 en comparacion con los de MC (Roskott et
al. 2014). Esto podria explicarse a partir del hecho de que los injertos provenientes de donantes
con ME tienen un patron de dafio de origen mas inflamatorio, mientras que los injertos de MC pa-
recen acumular mayor dafio por hipoxia, de todas maneras, marcamos como limitante dentro de
este apartado que para poder diferenciar el predominio del dafio inflamatorio o bien del dafio por
hipoxia, seria importante poder trasplantar 6rganos con ambos escenarios de donacion. Estos da-
tos sugieren que los injertos para trasplante visceral justifican diferentes tratamientos previos de
acuerdo con sus perfiles inmunolégicos. En este sentido, nuestro modelo abre un abanico de posi-

bilidades para su evaluacion en entornos preclinicos y clinicos.

Observamos un mayor dafio histolégico en el intestino delgado que en las muestras de
colon, lo que confirma la importancia de estudiar la barrera del intestino delgado como parametro
mas sensible del dafio isquémico. Este hallazgo concuerda con un estudio anterior de Bresler et
al. que describi6 diferencias similares en el dafo isquémico entre el intestino delgado y el colon en

un modelo experimental (Bresler, lonac, y Oltean 2016).

Con respecto a las poblaciones celulares especificas, el nimero de células Goblet fue
significativamente menor en el grupo experimental con un dafio histopatolégico méas grave
(MC20), pero fue similar entre MC5 y ME. Estos resultados son coherentes con informes anterio-
res sobre el impacto del dafio isquémico en las células caliciformes (Sgfteland et al. 2020; 2019a).
Aunqgue las células de Paneth muestran una sensibilidad diferencial a la IIR, observamos que la is-
guemia caliente en ambos grupos de MC provocé cambios menores en la poblacién de células de
Paneth, que mostraron recuentos celulares similares a los de la ME (Kip et al. 2020; Grootjans
et al. 2011).

El analisis de componentes principales reveld que los intestinos de los grupos MC5 y
ME eran similares, mientras que el intestino delgado del grupo MC20 diferia del de los demas gru-
pos experimentales, lo que constituye resultados alentadores en cuanto a la calidad del injerto in-
testinal. Ademas del intestino, los injertos viscerales pueden estar compuestos por otros érganos,
como ya se ha dicho. En nuestro trabajo, evaluamos el impacto de diferentes tipos de donaciones
en el estbmago, el pancreas y el higado. Como se muestra en la figura 16, el tiempo de isquemia
afecté negativamente a los donantes con MC que experimentaron un tiempo de isquemia caliente
prolongado. En particular, se observaron similitudes en el dafio histol6gico en el intestino delgado

entre los grupos MC5 y ME.

La practica clinica actual se ha orientado hacia la perfusién normotérmica en donantes

de MC con resultados superiores a los obtenidos con la perfusion fria tradicional, que es similar a
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la perfusion empleada en el presente trabajo. Por lo tanto, los trabajos futuros deberan implemen-

tar los dispositivos necesarios para establecer la perfusion normotérmica en este modelo.

En resumen, el presente capitulo proporciona una descripcion detallada del estado his-
topatologico del injerto multivisceral en diferentes escenarios de donacion desarrollando un nuevo
modelo experimental de MC Maastricht Il que puede contribuir a la evaluacion de la viabilidad de
la MC para la trasplante visceral. Nuestros resultados sugieren que la calidad de los injertos visce-
rales de la MC y los tiempos de isquemia cortos comparados con el gold standard (ME) se aseme-
jan mucho. Lo que pone de relieve que la MC es una posible solucién al desequilibrio clinico entre
la demanda de donacion de 6rganos y los procedimientos de trasplante. Es en éste sentido tam-
bién donde cobra mayor importancia la necesidad de protocolos experimentales mas especificos

gue abarquen escenarios clinicos mas cercanos a la realidad.

Durante éste primer capitulo se logré establecer un modelo de ME fiable que fue utili-
zado en dos experimentos con resultados consecuentes y se estandarizé como control al donante
vivo ventilado (VA), dado que es una constante en todo tipo de donacién. Ademas, se puso a pun-
to un modelo de MC Maastricht tipo Ill, evaluando el estado inicial de los injertos en cada escena-
rio de donacion, para evaluar en los siguientes capitulos el comportamiento de los diferentes mo-

delos tanto en procuracién como en preservacion.
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CAPITULO I

ESTUDIO EXPERIMENTAL SOBRE EL IMPACTO DE LOS VASOPRESORES ADMINISTRADOS
PARA EL MANTENIMIENTO DEL DONANTE EN MUERTE CEREBRAL EN LA CALIDAD DEL
INJERTO INTESTINAL

Introduccion.

El trasplante intestinal sigue siendo la principal alternativa terapéutica para los pacien-
tes con insuficiencia intestinal terminal y complicaciones asociadas a la nutricion parenteral total
(Solar, Ortega y Gondolesi 2021) (Jansson-Knodell, Mangus y Gilmore 2021). El trasplante intesti-
nal con un donante vivo es factible, sin embargo, debido al riesgo potencial para el donante, muy
pocos programas utilizan esta alternativa, lo que da lugar a que la gran mayoria de los intestinos
destinados al trasplante se obtengan para la donacion tras la ME (Tzvetanov et al. 2018). Los 0r-
ganos procedentes de ME son conocidos por ser de calidad inferior a los de los donantes vivos
(Floerchinger, Oberhuber y Tullius 2012; L. G. Koudstaal et al. 2005) debido a los eventos hormo-
nales, metabdlicos y circulatorios relacionados con la muerte encefalica que también son concomi-
tantes a los eventos inflamatorios que resultan en cambios a nivel tisular y celular que pueden re-

querir intervenciones especificas para obtener resultados 6ptimos (Meyfroidt et al. 2019).

La ME desencadena diferentes procesos bioldgicos relacionados con la desregulacion
de los circuitos homeostaticos. Entre ellos, se observa la liberacion de catecolaminas que puede
originar una subida transitoria de la presion arterial que suele ir seguida de hipotension debido a
cambios en los niveles hormonales relacionados con el balance de liquidos y electrolitos y a la cai-
da de los niveles de catecolaminas enddgenas (Lopau et al. 2000; Al-Khafaji et al. 2015). Normal-
mente, en esta fase la mayoria de los pacientes necesitan recibir diferentes agentes vasopresores
para mantener la tensién arterial media (TAM) dentro de los limites fisioldgicos. El manejo de la
inestabilidad hemodinamica de los donantes con ME condiciona la calidad de los diferentes 6rga-

nos para el trasplante, incluido el futuro injerto intestinal.

Se ha demostrado que el intestino es uno de los 6rganos mas sensibles a las lesiones
por isquemia-reperfusion (Grootjans et al. 2013). Se han realizado importantes esfuerzos para me-
jorar la calidad de la preservacion de los érganos durante su obtencién (Oltean 2015). Sin embar-
go, la mejora de la calidad de los érganos mediante la gestién del donante también contribuird a
mejorar el rendimiento de las distintas intervenciones realizadas a lo largo del procedimiento, sien-
do el mantenimiento del donante en la unidad de cuidados intensivos (UCI) una parte fundamental

de todo el procedimiento.
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Existen diferentes reportes sobre el uso tanto de la Noradrenalina como de la Dopami-
na para la correccion de la TAM. sin embargo, las unidades de cuidados intensivos (UCI) no adop-
tan en su mayoria un protocolo general para el uso de esta clase de farmacos durante la procura-
cién de 6rganos (van Erp et al. 2018; Frenette et al. 2020). Aunque hay algunos estudios controla-
dos y aleatorios que indican que la administracion de dosis bajas de dopamina puede ser util en el
trasplante de corazon y rifién, no existe un consenso generalizado en la seleccion del farmaco va-

soactivo para el manejo del donante en ME (Benck et al. 2011; Schnuelle et al. 2009).

La complejidad del proceso de muerte encefalica puede abordarse en modelos anima-
les, entre los que se ha utilizado ampliamente el modelo en ratas de muerte cerebral oclusiva ge-
nerado por el inflado de un balén intracraneal a velocidad controlada. Se han propuesto diferentes
refinamientos, como la regulacion de la velocidad de inflado para simular diferentes tipos de situa-
ciones, como la causa de muerte traumética frente a la cerebrovascular (Rebolledo et al. 2016).
En la mayoria de los protocolos experimentales de muerte cerebral en ratas el manejo de la ines-
tabilidad hemodinamica se logra mediante el uso alternativo de Noradrenalina como farmaco va-
sopresor, sin embargo los efectos diferenciales de estos farmacos en el intestino, que se ha mos-
trado como uno de los érganos mas reactivos después de la muerte cerebral (Lyan G. Koudstaal
et al. 2008) (Lyan G Koudstaal et al. 2009), no se ha evaluado todavia. Dado que se ha informado
de un mayor dafio en la mucosa intestinal asociado a la activacién de los receptores adrenérgicos
(Takenaka, Guereschi, y Basso 2017; You et al. 2021), nuestra hip6tesis es que el uso de NE pue-

de inducir un efecto diferencial en comparacion con el uso de DA para mantener la TAM.

Con el objetivo de analizar el efecto diferencial del manejo de la Dopamina frente a la
Noradrenalina en el donante con ME sobre la calidad del injerto intestinal, utilizamos un protocolo
experimental mas cercano a la practica clinica real. Estudiamos los efectos de la muerte cerebral
en aspectos morfoldgicos, fisiolégicos y mecanisticos del injerto intestinal comparando los anima-

les tratados con Noradrenalina frente a los tratados con Dopamina.

Materiales y métodos.

UsSO Y CUIDADO DE LOS ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar macho, adultos de entre 280 y 320 gramos de peso, alojadas
en una sala de clima controlado (21+ 2°C y humedad relativa del 45% + 15%) en un ciclo de luz-
oscuridad de 12h en las instalaciones de nuestra institucién. El protocolo fue aprobado por el Co-
mité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Cien-

cias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina (54-1-15T)
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MODELO DE MUERTE ENCEFALICA

El modelo de muerte encefélica se basé en el modelo de induccién gradual de la muer-
te encefalica descrito por Praschke et al (Pratschke et al. 2000). A través de una trepanacién fron-
to-lateral del bregma, se introdujo un catéter Fogarty ®4F (Edwards LifeSciences Co, Irvine, Ca,
USA) en el espacio subdural. La ME se indujo gradualmente inflando el balén con 500ul de solu-
cion salina utilizando una bomba de infusion de jeringa (PC11UBT, APEMA SRL, Buenos Aires, Ar-
gentina), con una tasa de 1ml/h. Después de 30+5 minutos, la ME se confirmé por test de apnea,

reflejo de cushing y dilatacién pupilar maxima.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Todos los animales fueron anestesiados con isofluorano, inicialmente en una camara
saturada para la induccién, luego con una mascara, y finalmente y durante todo el procedimiento

por via endotraqueal.

Bajo el microscopio quirtrgico, se colocaron vias en la arteria carétida y en la vena yu-
gular para controlar la TAM y manejar la fluidoterapia. Utilizando el mismo abordaje quirdrgico, se

realizé una tragueotomia y se coloc6 un tubo endotraqueal para iniciar la ventilacion asistida.

Todos los animales se mantuvieron bajo ventilacién mecénica con 70 RPM, 2,5 ml/kg y
PEEP 1-4 cmH20. (Harvard Apparatus 683 Small Animal Ventilator, Holliston, MA, USA), contro-
lando la TAM (70-120 mmhg) la SpO2, la FC y la temperatura (37-38°C). Los animales con una

TAM inferior a 60 mmhg durante mas de 10 minutos fueron descartados.

Tras dos horas de mantenimiento, se realiz6 un abordaje abdominal por linea media y
se diseccioné el intestino delgado segun la técnica descrita previamente (Stringa et al. 2017), se
clamped la aorta proximal a la arteria Mesentérica Superior y se lavo con 5 ml de solucién de Rin-

ger Lactato fria. A continuacion se tomaron muestras de intestino delgado e higado.

DISENO EXPERIMENTAL
Se establecieron tres grupos. (Figura 18)
Grupo de ventilacion asistida (VA) (N=6): utilizado como grupo de control:

rata sometida a ventilacion asistida durante dos horas, bajo anestesia sin procedimiento

de ME ni uso de farmaco vasopresor.
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Grupo de muerte encefalica con noradrenalina (MEN) (N=6): se utilizaron dos ho-
ras de soporte ventilatorio después de la muerte cerebral combinado con el uso de NA
como agente vasopresor con una dosis maxima de 1ug/kg/min, para mantener la TAM en-
tre 70 y 120 mmHg, una dosis superior a la propuesta, se consideré6 como criterio de ex-

clusion.

Grupo de muerte encefalica con dopamina (MED) (N=5): dos horas de soporte
ventilatorio después de la Muerte Cerebral combinado con el uso de DA como agente va-
sopresor, 5ug/kg/h fue considerado como limite para los criterios de exclusiéon (Figura 19)
(De Backer et al. 2003; Goradia et al. 2021)

GRUPO CONDICION VASOPRESOR MUESTREO
VA (n=6) —p 7 » SIN FARMACOS

2HS DE

VENTILACION

ASISTIDA

MEN (n=6) — —_— > NORADI:HE:IALINA
)
MED (n=5) / > DOPAMINA

i
CH,;~CH—NHs
+
HO

OH

Figura 18: Representacion esquemdtica del disefo experimental. Se utilizaron 3 grupos, dos de ellos con ME durante 2hs,
en cada uno de éstos grupos la correccion de la TAM se realizé con Noradrenalina (NA) o Dopamina (DA). el grupo control
(VA) sdlo recibid ventilacion asistida durante 2hs.

Un total de 6 ratas adicionales fueron descartadas durante los procedimientos quirdrgicos. Tres de
ellas por hipotensiéon durante el mantenimiento que no pudo controlarse con vasopresores, dos

por hemorragia en el lugar de la canulacion arterial y una por edema pulmonar agudo.

MUESTREO

Se tomaron muestras intestinales del yeyuno para evaluar las lesiones histopatoldgi-
cas y analizar la expresion génica, asi como también se obtuvieron asépticamente muestras de hi-
gado de la parte distal del I6bulo lateral izquierdo para analizar la traslocaciéon bacteriana.
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Figura 19: TAM y uso de vasopresores durante las 2hs de mantenimiento. A) Uso de DA y NA durante los expe-
rimentos. B) variacion de la TAM durante el mantenimiento de la ME, no se detectaron diferencias significati-
vas

EVALUACION HISTOLOGICA INTESTINAL

Se fijaron secciones del intestino delgado de los animales en formol al 10%, se inclu-

yeron en parafina y se tifieron con hematoxilina y eosina para su evaluacion histologica.

El dafio histolégico por isquemia intestinal se puntué segun la clasificacion de Park-
Chiu descrita anteriormente (Park et al. 1990; Chiu Chu-Jeng Chiu, MD; Alice H. McArdle, PhD;
Rea Brown, MD; Henry J. Scott, MD; y Fraser N. Gurd, MD 1970) (0, mucosa normal; 1, espacio
subepitelial en la punta de la vellosidad; 2, espacio subepitelial mas extendido; 3, levantamiento
epitelial a lo largo del lado de la vellosidad; 4, vellosidad denudada; 5, pérdida de tejido de la vello-
sidad; 6, infarto de la capa de la cripta; 7, infarto de la mucosa; 8, infarto transmural). Para realizar
un analisis mas descriptivo que incluya tanto la lesion global como la focal, se analizé el dafio is-
quémico en 9 campos aleatorios a 10 aumentos para cada muestra, a los que se asigné una pun-
tuacion dentro de la escala de PC. Para cada individuo, se tomd como representativa la mediana
de los 9 campos aleatorios y los resultados se muestran como mediana y rango intercuartil dentro
de cada grupo, representando el dafio global. En el caso del analisis del dafio focal, se cuentan
los campos con valores mayores o iguales a 4 en la escala de PC y se les asigna un valor porcen-
tual para cada individuo, luego los resultados se muestran como media y desviacién estandar den-

tro de cada grupo.

Utilizando el software FIJI (Schneider, Rasband y Eliceiri 2012; Abramoff, Magalhaes y

Ram 2004) se midio la altura de las vellosidad intestinal y la profundidad de la cripta para calcular
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el indice Vellosidad/Cripta (IVC) y el espesor de la mucosa (EM). Se midieron al menos 20 vellosi-
dades y criptas individuales en cada rata para determinar este parametro. También se cuantifico el
area total de la mucosa y se cont6 el numero de vellosidades consideradas funcionales por poseer
la capa de enterocitos sin solucién de continuidad (<3 en la escala de Park-Chiu) con el fin de cal-

cular la densidad efectiva de vellosidades (DEV).

Parametro Tincién Metodologia de analisis

1. 9imagenes aleatorias 10x por

Tincién individuo, analizadas de forma
Dafio isquémico H&E/ Escala independiente.
Park-Chiu 2. Al menos 10 (méx. 20) Unidades
de vellosidades/criptas por rata
. (IVCy EM)
RPRETo— _Tinc:\‘:’lg L 3. S? midid el drea de la mucosa y
. EM solo se contaron las
« DEV vellosidades intactas. (DV)
Las células Goblet se
Funcién Secretoria/ Rician Bige contaron en 25 vellosidades
Defensa primaria aleatorias por muestra.

Se contaron Cd3+ en 150
campos de 40x por cada
muestra.

Infiltrado IHQ anti Cd3+
Inflamatorio

Figura 20: Metodologia de andlisis histoldgico del tejido intestinal.

El recuento de células Goblet se realizd con tincion Alcian Blue/rojo neutro (Cassel-
brant et al. 2018) contando 25 vellosidades seleccionadas al azar por animal.

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 utilizando un anticuerpo anti CD3 (Dako-
Cytomation, California, EE.UU.) y el kit LSAB2® (DakoCytomation, California, EE.UU.) como mé-
todo de deteccion utilizando DAB como sustrato. La recuperacion del antigeno se realiz6 con el
método de vapor (Mason et al. 1989). Se utiliz6 hematoxilina como colorante de contraste y bal-

samo sintético como medio de montaje (detalle del protocolo en ANEXO ).

Se contaron los linfocitos T CD3+ en 150 campos seleccionados al azar con un au-

mento de 40x por individuo. (Figura 20)
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CULTIVO DE BACTERIAS

Se tomé asépticamente una porcién de higado de aproximadamente 1g y se colocé en
tubos estériles que contenian 3ml de PBS estéril. El 6rgano se homogeneiz6 y la suspension se
diluy6 en series 1:10 y 1:100 y luego se sembraron 100ul de esa suspension en una placa de LB-
agar. El crecimiento bacteriano se evalud por recuento de colonias tras 48 h de crecimiento a

37°C. Los resultados se expresaron como UFC por gramo de tejido. (Figura 21)
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Figura 21: Esquema del método de cultivo de tejido hepatico para la evaluacion de traslocacion bacteriana.

Para validar el muestreo aséptico, en este caso, afiadimos un grupo SHAM (N=4),
donde los individuos fueron anestesiados, acondicionados asépticamente y muestreados a través

de una laparotomia en la linea media (ho mostrado).

AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DEL ARN

La extraccion del ARN total del injerto intestinal se realizo con el kit NucleoSpin RNA I
(GE Healthcare, EE.UU.). La transcripcién inversa se realiz6 utilizando primers aleatorios y MMLV-
Transcriptasa inversa (Invitrogen, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. La PCR cuanti-
tativa en tiempo real se realizé siguiendo el protocolo del fabricante utilizando el termociclador iCy-
cler iQ5 (BioRad, EE.UU.). Los primers para IL6, IL22, CXCL10 y Actin-b de rata fueron disefiados
por nuestro grupo o adaptados de la literatura: gRat-actB-forward ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC
1; gRat-actB-reverse ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC 1; gRat-IL6-forward CTGATTTGAACA-
GCGATG 1; gRat-IL6-reverse GAACTCCAGAACCAGAG 1; gRat-CXCL10-forward CTGCACC-
TGCATCGACTTCC; gRat-CXCL10-reverse TTCTTTGGCTCACCGCTTTC; gRat-IL22-forward
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TGGTGCCTTTCCTGACCAA self design; gRat-IL22-reverse GTTCTGGTCATCACGCTGAT self
design. El calculo de la diferencia relativa mediante el método AACt se describié previamente (An-
derle et al. 2005; Ramos, Rumbo y Sirard 2004).

ANALISIS ESTADISTICO.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante un analisis de la varianza o
Kruskal Wallis, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples o la prueba t de Stu-
dent o la prueba de Mann-Whitney para datos con distribucion normal o no, segun el caso, utili-
zando el software GraphPad 5.0. Los resultados se expresaron como media + error estandar de la
media. En el caso de la escala de PC, dado que es una variable de naturaleza cualitativa ordinal
se utiliza para su andlisis estadistico la prueba de Mann Whitney o Kruskal Wallis los resultados
se expresan como mediana y RIC. Las diferencias entre las medias se consideraron estadistica-

mente significativas cuando p<0,05.
Resultados.

LOS DONANTES TRATADOS CON NORADRENALINA PRESENTARON UNA MAYOR LESION ISQUEMICA FOCAL
EN LA MUCOSA INTESTINAL SIN UNA MODIFICACION SUSTANCIAL DE LOS PARAMETROS MORFOMETRICOS
EN COMPARACION CON LOS DONANTES TRATADOS CON DOPAMINA.

La ME tiene un impacto negativo en la mucosa intestinal. Ambos grupos bajo la condi-
cion de ME mostraron una mayor puntuacién en la escala PC en comparacion con el VA. El grupo
MEN fue el méas dafiado (1;1-2 en la escala PC ) seguido del grupo MED (1;0-2 en la escala PC) y
finalmente el VA fue el que presentd el menor grado de lesién (0,5;0-1) (Figura 22-A). Para deter-
minar la extension del dafio focal, se calcul6 el porcentaje de tejido que mostraba valores superio-
res a 4 en la escala de Park-Chiu para cada condicién. El grupo MEN mostré el mayor dafio focal
incluyendo un 22% de valores 24. El MED presentd un 13,20% de valores 24 en la escala PC,
mientras que en el grupo VA el 9,16% (Figura 22-B). Estos resultados indican que la seleccion del

vasopresor tiene un impacto en la integridad de la mucosa.

Ademas, el IVC fue ligeramente superior en MEN (3,31+1,03) en comparacion con VA
(2,94+0,96) y MED (2,75%0,88) (Figura 23-A). La mucosa intestinal se encontr6 mas gruesa en los
grupos tratados. MED mostro el mayor valor (546,1+70,95) seguido de MEN (488,1+136,5) y VA
(472,4+153,3) respectivamente (Figura 23-B). Por otro lado, la densidad efectiva de las vellosida-
des no se vio sustancialmente afectada con el uso de vasopresores (VA=10,08+5,52; MEN=
11,12+46,17 y MED= 9,051+2,93) (Figura 23-C).
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Figura 22: Resultados de dafo histoldgico. A) Dafio global y B) Dafo focal. El grupo MEN evidencid un
mayor dafio tanto a nivel focal como global (* : p= <0.05)
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Figura 23: Resutados de morfometria de la mucosa intestinal. A) Indice Vellosidad/Cripta, B) Espesor de mucosa y
C) Densidad efectiva de vellosidades. Los pardmetros morfométricos analizados evidencian cambios con los proce-
dimientos y con el uso de los diferentes vasopresores destacdndose el mayor EM en el grupo MED(*: p= <0.05; **:
p=<0.01)

LA MUERTE ENCEFALICA AFECTA A LA POBLACION DE CELULAS GOBLET EN LAS VELLOSIDADES.

Las células Goblet representan una importante barrera de defensa contra las injurias
de origen luminal y evitan el contacto directo de las bacterias con los enterocitos mediante la se-
crecion de mucina. La muerte encefalica disminuye significativamente el nimero de células Goblet

a lo largo de las vellosidades (Figura 24-A, P: <0,01). El grupo de control mostré una media de
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28,45 (£7,18) células Goblet por vellosidades, mientras que el promedio de células Goblet por ve-
llosidades en los grupos MED y MEN era de 17,54 (+3,01) y 17,07 (£2,8) respectivamente, lo cual
demuestra que, independientemente del farmaco vasopresor utilizado, se produce una marcada
disminucion del recuento de células Goblet, Esta disminucién del GC es mas pronunciada en el
grupo NE con respecto al GC (P: 0,0025 prueba t realizada) y un poco menos notable pero aun
significativa entre el GC y el DA (P: 0,0059 prueba t realizada).

EL NUMERO LINFOCITOS T CD3+ EN LA MUCOSA ES MAYOR EN LOS INTESTINOS PROCEDENTES DE
DONANTES CON ME TRATADOS CON NORADRENALINA.

Como se ha mencionado anteriormente, los érganos procedentes de donantes con ME
son de menor calidad en comparacién con los donantes vivos, uno de los aspectos que impactan
en el estado del tejido es la actividad inflamatoria en la lamina propia. Analizamos la poblacién de
linfocitos en la lamina propia intestinal en diferentes situaciones. Se observan 4,4 (x1,45) linfocitos
CD3+ por campo de 40x en el grupo VA, estos valores se duplicaron en el caso de los donantes
tratados con Dopamina (MED = 8,8 + 2,94) y fueron aun mayores en los donantes tratados con
Noradrenalina (MEN = 12,95+1,07) (Figura 24-B; p<0,0001). Estos resultados confirman en el in-
testino lo que ya se habia descrito para otros tejidos (Habes et al. 2018;Gosain et al. 2006), y
muestran que el tratamiento con Noradrenalina se asocia con los niveles mas altos de infiltracion

de linfocitos en la lamina propia.
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Figura 24: Conteo diferencial de poblaciones celulares. A) Microfotografias representativas de la tincion con Alcian Blue
para el conteo de células Goblet y sus resultados. B) Marcacion inmunohistoquimica para deteccion de linfocitos T CD3+,
microfotagrafias representativas en 10x y 40x. las flechas negras indican células positivas. (** : p= <0.01; **: p= <0.001)
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LOS MEDIADORES INFLAMATORIOS LOCALES SE VEN AFECTADOS EN LA MUERTE ENCEFALICA

Para investigar la expresion genética inflamatoria del injerto intestinal, se evaluaron los
niveles de expresion de IL6, IL22 y CXCL10 en los diferentes grupos. La IL22 mostrd una tenden-
cia a una menor expresion en los grupos MED y MEN en comparacion con el control ventilado,
mientras que en el caso de la CXCL10 el grupo VA mostré una menor actividad de esta citoquina
en comparacion con los otros grupos en estudio. En el caso de la IL6, el MEN fue el grupo con
mayor expresion de esta citoquina mientras que el MED y el VA mostraron resultados similares
(Figura 25- A, By C).

EL USO DE NORADRENALINA AFECTA A LA PERMEABILIDAD DE LA BARRERA INTESTINAL AMPLIFICANDO LA
TRASLOCACION BACTERIANA.

La ME tiene un efecto deletéreo sobre la barrera intestinal, promoviendo la migracion
bacteriana desde el lumen al torrente sanguineo colonizando diferentes érganos abdominales
(Weaver et al. 2018)(Stanley et al. 2016). Al utilizar NE, pudimos observar un aumento significativo
de la translocacion bacteriana al higado, en comparacion con el GC (GC vs NE p=0,044 prueba t

realizada); mientras que el uso de DA mostré resultados intermedios (Figura 25-D).
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Figura 25: Evaluacion de la expresion génica y traslocacion bacteriana. A), B) y C) Expresion génica en muestras de in-
testino, A) IL22, B)IL6 y C) CXCL10. D) Evaluacion de la funcion barrera del intestino mediante cultivo de muestras de hi-
gado tomadas asépticamente. El grupo MEN arrojo valores de dos drdenes de magnitud respecto al grupo VA (*: p=<0.05)
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Conclusion.

Estudios previos (L. G. Koudstaal et al. 2005) describieron el efecto negativo directo de
la ME y el mantenimiento en los injertos obtenidos, pero se ha escrito poco sobre el efecto en la

mucosa intestinal y el injerto intestinal.

Nuestros resultados, mostraron que las alteraciones en los parametros hemodinami-
cos pueden producir alteraciones de la arquitectura de la mucosa; observando que los cambios
fueron mas negativos en los animales bajo NA como vasopresor, en comparacion con los que reci-
bieron DA. Estas observaciones podrian basarse en el hecho de que la DA aumenta el flujo san-
guineo de la AMS y es capaz de mantener una oxigenacion adecuada del intestino delgado, como
se demostro en un modelo de cerdo con ME (Martikainen et al. 2010). Por otro lado, la NA utiliza-
da en pacientes criticos se ha asociado con el dafio de los enterocitos, lo que coincide con nues-
tras observaciones, apoyando nuestros hallazgos en un modelo de investigacion traslacional con
roedores (Habes et al. 2018).

Mas alla de la inestabilidad hemodinamica, los efectos de la ME en los érganos obteni-
dos podrian estar relacionados con la liberacion de mediadores proinflamatorios al compartimento
circulatorio, lo que se ha relacionado con cambios en las moléculas de adhesion endotelial (Lyan
G. Koudstaal et al. 2008).- Este proceso provoca un efecto secundario al aumentar la infiltracién de
células inmunitarias (Lyan G. Koudstaal et al. 2008). En concordancia, encontramos un marcado
aumento de linfocitos T CD3+ en los intestinos de los grupos ME. Sorprendentemente, los anima-
les tratados con DA mostraron infiltrados CD3 significativamente menores en comparacion con los
animales tratados con NA. Se ha informado de que en condiciones clinicas estresantes, como el
estrés térmico, el uso de NA produce una expresion deficiente de las proteinas de unidén estrecha
(Luo et al. 2021), lo cual aumenta la permeabilidad epitelial e induce la translocacion bacteriana y
la migracion de células inmunitarias hacia la mucosa intestinal, como se observé en nuestro en-
torno experimental; en nuestros experimentos, el aumento del contenido bacteriano en el higado
puede atribuirse a los cambios descritos en la permeabilidad de la mucosa, lo que provoca una le-
sion significativa de la funcién de barrera intestinal. Notablemente, observamos que la ME por si
misma produce un aumento de la traslocacion bacteriana, que también estan en concordancia con
informes anteriores de aumento de endotoxina sistémica en el modelo animal de ME sin usar va-
sopresores (Lyan G Koudstaal et al. 2009; Luo et al. 2021). Curiosamente, también observamos
un aumento de la expresion de genes proinflamatorios en el animal de ME. El hecho de encontrar
una expresion reducida de IL-22, en los animales con ME en comparacion con los controles, afia-
de que la ME también podria tener un deterioro asociado de la via de regeneracion del epitelio in-
testinal (Keir et al. 2020).
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Existen varias revisiones sobre la superioridad de la NA frente a la DA en cuanto a
eventos de shock en UCI (De Backer et al. 2003; Sakr et al. 2006), aun asi, la mayoria de los pa-
rametros analizados se centran en el paciente en tratamiento y su supervivencia. En la procura-
cién de organos, la importancia del uso de uno u otro vasopresor podria tener un impacto en la su-
pervivencia de los 6rganos trasplantados (Martikainen et al. 2010; Korte et al. 2016). Aunque hay
estudios que reportaron que el efecto del uso de altas dosis de vasopresores no ha mostrado dife-
rencias en la supervivencia a 1 afio (Pahari et al. 2017), no se evaluaron los efectos a corto plazo
que pueden ser clinicamente relevantes como el retraso en la funcién del injerto, la estancia en la
UCI, la duracion de la dependencia de la asistencia ventilatoria, el tiempo hasta el alta, entre otros.
Ademas, también falta informacién sobre el nUmero de donantes que no son aceptados para ser
utilizados debido a las altas dosis de NE utilizadas para sostener el shock como resultado de la
tormenta de catecolaminas por la muerte cerebral, que también requiere la necesidad de un au-
mento progresivo de la reanimacion con fluidos, lo que también tiene un efecto deletéreo para los
6rganos abdominales al producir edema y reducir la motilidad intestinal; como se observa en la re-
cuperacion. Un problema adicional en la mayoria de los paises esté relacionado con la falta de in-
formacion registrada; ya que en general esos problemas se registran como "mala calidad del 6r-
gano/donante" sin informacién adicional; siendo el pancreas y el intestino los érganos mas com-

prometidos (Wiseman et al. 2010)

Aunque se carece de estudios controlados que puedan contribuir a la seleccién del
agente vasopresor, los conocimientos producidos en este estudio podrian contribuir a producir un
estudio clinico con el objetivo de mantener a los donantes con la comprension del uso del vaso-

presor que beneficiara a la preservacion de la integridad del érgano u 6rganos que se utilizaran.

Nuestro estudio experimental tiene las limitaciones inherentes al uso de modelos de
roedores que hacen gue las extrapolaciones a situaciones clinicas no sean directas. Hemos selec-
cionado un Unico periodo de tiempo para analizar los efectos de la muerte cerebral, condiciéon que
puede tener una evolucion dinamica. También hemos medido los infiltrados celulares sin evaluar la
muerte/migracion celular, lo que puede explicar parte de las diferencias observadas. A pesar de
estas limitaciones, nuestros resultados ponen de manifiesto el impacto de la ME y el apoyo nece-
sario en la calidad del injerto intestinal, generando evidencias para nuevos estudios experimenta-
les sobre la lesion por isquemia-reperfusion, el rechazo del injerto y la EICH. Una mejor compren-
sion de la fisiopatologia subyacente permitira mejorar el manejo del donante en la UCI, asi como
estrategias alternativas de pre o post acondicionamiento para mejorar la calidad y la disponibilidad
de 6rganos adecuados para realizar procedimientos de trasplante eficaces (Malinoski et al. 2011;
Salim et al. 2006).
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En general, y en consonancia con los estudios que sugieren un efecto beneficioso del
uso de dosis bajas de Dopamina para mantener a los donantes (Schnuelle, Benck, y Yard 2018),
nuestros resultados indican que el uso de la Dopamina como principal farmaco vasoactivo para
manejar la inestabilidad hemodinamica asociada a la ME puede contribuir a mejorar la calidad del
injerto intestinal, incluyendo la preservacion de la funcion de barrera y la menor translocacion bac-
teriana.

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
77



ANEXO |

Técnica de Inmunohistoquimica para Anticuerpos anti CD3 y E-Cadherina

1.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.

Desparafinar: 2 pasajes en xilol de 10 minutos cada uno (observar que el xilol no esté tur-
bio, con burbujas o hidratado).

Hidratar: 2 pasajes en alcohol 100° de 5 minutos cada uno, 2 pasajes en alcohol 96° de 3
minutos cada uno, 1 pasaje en alcohol 80° de 3 minutos, 1 pasaje en alcohol 70° de 3 mi-
nutos y pasar a agua destilada o PBS.

Lavar con PBS durante 10 minutos.

Realizar la recuperacion antigénica con citrato a pH 6 en (olla a presion durante 7 minutos)
(vaporiera 40 minutos) y dejar enfriar en forma paulatina 15 a 20 minutos.

Lavar con PBS durante 10 minutos.

Inactivar la peroxidasa enddgena durante 30 minutos en solucion de PBS con 3% H202
(8ml de H202 en 100 ml de PBS).

Lavar con PBS durante 10 minutos.

Bloqueo de uniones inespecificas: incubar con leche descremada durante 40 minutos en
camara humeda (0,5 g de leche descremada en polvo en 20 ml de PBS) (BSA al 1%)
Volcar el exceso de leche y secar los bordes del portaojbetos.

Cubrir con el anticuerpo primario durante toda la noche (overnight) a 4° C en camara hu-
meda (en heladera en posicién horizontal para evitar que se seque). Anticuerpo primario
anti CD3 o E-Cadherina listo para usar.

Realizar 3 lavados con PBS durante 10 minutos cada uno.

Incubar con el anticuerpo secundario (AMARILLO) durante 20 minutos a temperatura am-
biente en camara humeda (DAKO LSAB2).

Lavar con PBS durante 10 minutos.

Incubar con la solucién de estreptavidina-biotina-peroxidasa (ROJO) durante 20 minutos
en camara humeda (DAKO LSAB2).

Lavar con PBS durante 10 minutos.

Revelado: incubar con DAB 3 a 5 minutos (1 gota en 1ml) (DAKO).

Interrumpir la reaccion sumergiendo los cortes en PBS o H20 destilada.

Realizar la coloracion de contraste sumergiendo los cortes en hematoxilina de Gill durante
10 a 30 segundos (ajustar el tiempo en funcién de los resultados) y luego lavar con agua
corriente de 10 a 15 minutos. Luego colocar en H20O destilada.

Deshidratar: 1 pasaje en alcohol 70° de 3 minutos, 1 pasaje en alcohol 80° de 3 minutos, 2
pasajes en alcohol 96° de 3 minutos cada uno, 2 pasajes en alcohol 100° de 5 minutos

cada uno, y 2 pasajes en xilol de 5 minutos cada uno.

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
78



20. Montar con balsamo de Canada y cubreobjetos.
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MUERTE ENCEFALICA Y PRESERVACION FRIA. COMPORTAMIENTO DEL INJERTO INTESTI-
NAL PROVENIENTE DE DIFERENTES ESCENARIOS DE DONACION.

Introduccion.

El intestino delgado es particularmente sensible al dafio por preservacion ya que las
células epiteliales intestinales son extremadamente sensibles a la isquemia. Este dafio producido
al enterocito en la interrupcion del suministro de oxigeno durante la procuracion lleva al dafio de la

barrera epitelial y subsecuentemente traslocacion bacteriana.

Todo 6rgano destinado a trasplante necesita indefectiblemente de un tiempo de isque-
mia fria que va desde el lavado del 6rgano in situ, hasta la reperfusion en el receptor. La preserva-
cion fria en el injerto intestinal se basa, inicialmente en la perfusién vascular seguido de un tiempo
de preservacion fria en una solucion especifica. Dicho tiempo, es bajo al compararlo con el rifién.
Clinicamente hablando, la preservacion fria se encuentra por debajo de las 10hs, dado que por
encima de éste tiempo la ruptura de la barrera epitelial conlleva un riesgo superior. (Oltean 2015).
Este método es el de eleccion desde hace mas de 30 afios en los diferentes programas de tras-
plante de intestino (Roskott et al. 2011).

Conjuntamente con el dafio producido por la ME, la manipulacién quirargica y la lIR, el
dafio por preservacion fria es un factor crucial en la calidad del injerto para trasplante. Si bien el
uso de la hipotermia tiene como objetivo disminuir el gasto metabdlico celular y retrasar procesos
injuriosos, el frio genera en las celulas desbalances en la homeostasis ionica, aumento de la per-
meabilidad mitocondrial y apoptosis inducida por hipotermia, ya descripta en el capitulo I. (Lau-
tenschlager et al. 2018; Rauen y de Groot 2004)

El uso de animales de laboratorio, particularmente la rata, es muy comun cuando se
estudia el dafio por preservacion en 6rganos destinados a trasplante, aunque para una mejor tras-
lacion clinica, es ideal el uso de un modelo en cerdos o bien muestras de tejido humano (Sgfte-
land et al. 2019b). Otro aspecto traslacional interesante es el uso de modelos experimentales que
incluyan situaciones mas cercanas a la clinica, es decir, agregar el impacto que tiene la VA, al que
los donantes de cualquier érgano sélido irremediablemente se someten, y mas aun en el caso de
los donantes de intestino resulta menester contemplar en los modelos experimentales en roedores
el agregado de la muerte encefélica, ya que, si bien existen algunos casos en los que se han utili-
zado donantes vivos, la inmensa mayoria de los injertos intestinales para trasplante se procuran
de donantes con muerte encefalica (Vecchio Dezillio et al. 2021).
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Por ultimo, es muy interesante incluir en los estudios experimentales nuevas alternati-
vas de donacion que contribuyan a aumentar el pool de intestinos disponibles para trasplantes y
de algun modo, contribuir a la reduccion de los pacientes en lista de espera para trasplante (Gon-
dolesi, Doeyo, y Solar-Muiiiz 2020). En ése aspecto, hemos incluido un grupo de donacién en pa-
rada cardiaca Maastricht tipo 1ll, muy difundido mundialmente para trasplante de higado, rifion y
pancreas, pero que aun no se ha utilizado en trasplante intestinal, en parte dada la escasa eviden-
cia experimental de la que se dispone y también por que esa evidencia fue negativa a pesar de

que el estudio tiene multiples limitaciones experimentales y metodoldgicas (Cobianchi et al. 2009).

Todo lo expuesto anteriormente motiva este capitulo, en el cual se analizan diferentes
aspectos de la integridad morfologica y funcional del intestino procurado en diferentes escenarios
de donacién recreados experimentalmente y, a su vez, su comportamiento en tiempos cortos, in-

termedios y prolongados de preservacion.

Materiales y métodos.

ANIMALES.

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho adultas (8-10 semanas). Los animales
fueron alojados en grupo en una sala de clima controlado con un ciclo de luz y oscuridad de 12
horas en las instalaciones de la catedra de Trasplante de Organos de la Facultad de Ciencias Mé-
dicas de la Universidad Nacional de La Plata. Los protocolos experimentales se realizaron siguien-
do estrictamente las recomendaciones del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

Para realizar una comparacion con los modelos experimentales mas utilizados en la li-
teratura, tomamos como grupo control al Donante Vivo (DV), en ésta caso, la rata se anestesio
con isofluorano, inicialmente en camara saturada y posteriormente durante su mantemiento con
mascara. Con el animal colocado en decubito dorsal, se abordo la cavidad abdominal por linea

media, y se tomaron muestras de yeyuno para su preservacion.

El grupo de muerte cerebral (ME) se basé en un modelo previamente comunicado (Ko-
Ikert et al. 2007; Cicora et al. 2013; Leandro; Vecchio et al. 2021) , Brevemente, Los animales se

colocaron en posicion de decubito dorsal sobre una manta térmica para permitir la insercion de
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una canula en la arteria carétida derecha conectada a un monitor multiparamétrico (DYNE MCO-
300-07) para el control de la presion arterial. Otra canula se coloco en la vena yugular izquierda
con el objeto de manejar la fluidoterapia y sumistrar drogas vasopresoras en caso de ser necesa-
rio. Posteriormente, se realizé una traqueotomia iniciando la ventilacién asistida (Ventilador para
roedores Harvard Apparatus modelo 683), se posicioné en decubito esternal al animal para colo-
car una canula de balén de 4F por via subdural a través una trepanacion craneana previa y se in-
suflé a un flujo de 1 mL/h (Bomba de infusién a jeringa PC11-UBT, APEMA SRL). Cuando se ob-
servo el reflejo de Cushing, se realizd un test de apnea para confirmar la ME, pasadas 2hs bajo

esta condicion se tomaron las muestras de yeyuno para su preservacion.

Para considerar el dafio remoto producido por la VA (Quilez, Lépez-Aguilar, y Blanch
2012; Villar et al. 2011; Hepokoski et al. 2017) se incluyo un grupo bajo esta condicion. El procedi-
miento para el grupo VA fue igual que el ME con la diferencia de que se omite la trepanacion del

craneo y la induccién de ME.

El modelo de DMC Maastricht Il es idéntico al realizado para la VA hasta llegadas las
2hs de ventilacion, posteriormente se indujo un neumotérax mediante una incisién diafragmatica,
tal como se informé previamente (Zhong et al. 2019). La ventilacibn mecénica se mantuvo durante
5 minutos luego de perder la presién negativa intratoracica, con el objetivo de asegurarnos que la
VA sea efectiva. Una vez concluido ése tiempo, se retird el soporte ventilatorio y térmico. Basan-
dose en los pardmetros de la donacion pediatrica, se diagnosticé MC cuando la presion arterial ca-
yo por debajo de 30 mmHg. Una vez trascurridos 5 minutos de MC, se tomaron las muestras de

yeyuno para preservacion. (Figura 26)

LAVADO Y PRESERVACION.

Finalizados los procedimientos quirdrgicos mencionados previamente, se realizé un la-
vado con solucién de Ringer Lactato heparinizada a 4°C por via arterial. Una vez que el intestino
esta adecuadamente lavado se tomd un segmento de yeyuno de unos 10-12cms y a su vez se lo
dividié en segmentos mas pequefos de unos 2 — 3 cms cada uno, los cuales se colocaron en 3 tu-
bos con 15 ml de solucién de preservacion HTK (Histidina-Triptofano-Ketoglutarato, Custodiol®) y
se almacenaron a 4°C durante 4, 8 y 12hs. También se tomé una muestra inmediatamente post ci-

rugia siendo ésa muestra nuestro tiempo cero. (Figura 26)
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DISENO EXPERIMENTAL.

Veinte animales donantes se dividieron en cinco grupos experimentales (cinco ratas

por grupo), como se indica a continuacion. (Figura 26)

1. Donante vivo convencional (DV): perfusion de 6rganos y toma de muestras;

2. Donante vivo ventilado (VA): ventilaciébn mecanica durante 2 horas, perfusion de 6r-

ganos y toma de muestras;

3. Donante con muerte encefélica (ME): ME y ventilacién durante 2h, perfusion de 6r-

ganos y toma de muestras;

4. Donacién con muerte circulatoria (MC): ventilacion mecanica durante 2 h, 5 min de

MC, perfusién de 6rganos y toma de muestras.

DV

VA

ME 3 B

Neumaotorax (Smin)
Corte VA
Parada cardiaca

MC

CH20 CH20 CH20 HTK HTK  HTK
E 12Hs  sHs  aps  CH20

Muestreo Preservacion fria  Muestreo

Figura 26: Esquema del modelo empleado. El grupo DV fue anestesiado, preparado quirtrgicamente y se tomo la muestra;
El grupo VA fue anestesiado, se colocd una via arterial y se mantuvo con ventilacion asistida durante 2hs; Al grupo ME se
lo preparo de igual manera que al VA, se le indujo la ME y una vez diagnosticada se mantuvo durante 2hs en ésta condi-
cion; El grupo MC se prepard igual al VA pero una vez pasadas las 2hs de ventilacion asistida se realizo una incision en el
diafragma, se apago el respirador y se lo dejo 5m en muerte cardiaca. En todos los casos una vez concluido el procedi-
miento se lavo el intestino y se tomaron 4 muestras, una directamente a formol y las 3 restantes para preservacion en HTK.
Una vez pasado el tiempo estipulado de preservacion fria las muestras se colocaron en formol.
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EVALUACION HISTOLOGICA INTESTINAL

Se fijaron secciones del intestino delgado de los animales en formol al 10%, se inclu-

yeron en parafina y se tifieron con hematoxilina y eosina para su evaluacion histologica.

El dafio histolégico por isquemia intestinal se puntué segun la clasificacion de Park-
Chiu descrita anteriormente (Park et al. 1990; Chiu Chu-Jeng Chiu, MD; Alice H. McArdle, PhD;
Rea Brown, MD; Henry J. Scott, MD; y Fraser N. Gurd, MD 1970) (0, mucosa normal; 1, espacio
subepitelial en la punta de la vellosidad; 2, espacio subepitelial mas extendido; 3, levantamiento
epitelial a lo largo del lado de la vellosidad; 4, vellosidad denudada; 5, pérdida de tejido de la vello-
sidad; 6, infarto de la capa de la cripta; 7, infarto de la mucosa; 8, infarto transmural). Para realizar
un analisis mas descriptivo que incluya tanto la lesion global como la focal, se analizé el dafio is-
guémico en 9 campos aleatorios a 10 aumentos para cada muestra, a los que se asigné una pun-
tuacion dentro de la escala de PC. Para cada individuo, se tomd como representativa la mediana
de los 9 campos aleatorios y los resultados se muestran como mediana y RIC dentro de cada gru-
po, representando el dafio global. En el caso del analisis del dafio focal, se cuentan los campos
con valores mayores o iguales a 4 en la escala de PC y se les asigna un valor porcentual para
cada individuo, luego los resultados se muestran como media y desviacion estandar dentro de

cada grupo.

Utilizando el software FIJI (Schneider, Rasband y Eliceiri 2012; Abramoff, Magalhdes y
Ram 2004) se midi6 la altura de las vellosidad intestinal y la profundidad de la cripta para calcular
el indice Vellosidad/Cripta (IVC) y el espesor de la mucosa (EM). Se midieron al menos 20 vellosi-
dades y criptas individuales en cada rata para determinar este parametro. También se cuantifico el
area total de la mucosa y se conté el numero de vellosidades completamente funcionales (<3 en la

escala de Park-Chiu) con el fin de calcular la densidad efectiva de vellosidades (DEV).

El recuento de células Goblet se realizdé con tincion Alcian Blue/rojo neutro (Cassel-

brant et al. 2018) contando 25 vellosidades seleccionadas al azar por animal.

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 utilizando un anticuerpo anti CD3 (Dako-
Cytomation, California, EE.UU.) o anti E-Cadherina (R&D Sytems, Wiesbaden, Germany) y el kit
LSAB2® (DakoCytomation, California, EE.UU.) como método de deteccion utilizando DAB como
sustrato. La recuperacion del antigeno se realizé con el método de vapor (Mason et al. 1989). Se
utilizé hematoxilina como colorante de contraste y balsamo sintético como medio de montaje (de-
talle del protocolo en ANEXO 1). Se contaron los linfocitos T CD3+ en 150 campos seleccionados

al azar con un aumento de 40x por individuo.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante un analisis de varianza o
Kruskal Wallis, seguido de la prueba de Bonferroni o Dunn para comparaciones mdultiples, segun
el caso. Los resultados se expresaron como media + error estandar de la media o mediana y ran-
go intercuartil. En el caso de la escala de PC, dado que es una variable de naturaleza cualitativa
ordinal se utiliza para su analisis estadistico la prueba de Mann Whitnhey o Kruskal Wallis. Las di-

ferencias entre las medias se consideraron estadisticamente significativas cuando p= <0,05.
Resultados.

Para un analisis mas completo, los resultados obtenidos se evalian de manera dual.
La primera resaltando las diferencias de los distintos escenarios de donacién en los tiempos de

preservacion estipulados, y la segunda, es el impacto del tiempo de preservacion fria en el injerto
intestinal en los diferentes escenarios de donacion. (Figura 27)

Influenciade la condicidn de

pracuracion en el tiempo

“
Ohs

4hs

diwan [ap o2eduw)

Bhs

SOUEUADIEE SaUalap

12hs

Figura 27: Esquema de interpretacion de los resultados mostrados en las tablas. De
izquierda a derecha se evalian los diferentes modelos experimentales y de arriba
hacia abajo se evidencia el comportamiento del injerto en los diferentes tiempos de
preservacion para cada modelo experimental

DANO HISTOLOGICO.

El dafio isquémico global (Tabla 4), que se encontré inmediato a la procuracioén (tiempo
0) fue ligeramente menor que el resto el grupo VA 'y sélo observandose diferencias significativas

entre los grupos VAy ME.
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Pasadas las 4hs de preservacion los grupos se comportaron homogéneamente, con
un PC score de entre 2 y 3. A las 8hs de preservacion fria los grupo DV y MC fueron los mas da-
flados con PC de 4 (4-5) y 4 (3-4) respectivamente, mientras que el resto de los grupos se mantu-
vo 3 (RIC: VA: 3-4 y ME: 2-4). Finalmente, pasadas las 12hs, no se observaron diferencias signifi-
cativas, siendo el grupo DV (5; 4-7) el que mostr6 un valor mayor en la escala de Park/Chiu. (Figu-

ra 28)

4hs 2:2-4 3;3-3 3;2-4 3;2-4
8hs 4;4-5 3;34 3;2-4 4;3-4
12hs 5;4-7 4;3-5 4;3-4 4;3-5

Tabla 4: Resultados del dafio global en el intestino delgado expresado en la escala de Park-Chiu (promedio y desvio estdn-
dar)

DANO HISTOLOGICO GLOBAL
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Figura 28: Resultados del comportamiento de los injertos provenientes de los diferentes escenarios de donacion en los di-
ferentes tiempos de preservacion A) tiempo cero (inmediatamente despues de la cirugia); B), C) y D) 4, 8 y 12 hs de preser-
vacion fria con solucion HTK respectivamente. Resultados expresados en mediana y RIC. (*: p=< 0,05)

Con respecto a las variaciones halladas dentro de cada escenario de donacién a lo lar-
go del tiempo, se observa al grupo DV con una progresiéon de dafio de casi dos puntos en escala
de PC, siendo significativo a partir de las 8hs y 12hs. En el caso del grupo VAy ME, ambos mos-
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traron una progresion de dafio mas lenta en el tiempo halldndose diferencias marcadas a partir de
las 12hs en ambos grupos. Finalmente en el grupo MC el dafio mas marcado comienza a partir de

las 8hs y se mantiene en un valor similar hasta las 12hs de preservacion.(Figura 29)

DARIO HISTOLOGICO GLOBAL
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Figura 29: Andlisis del dafio histoldgico de la mucosa intestinal para cada uno de los diferentes escenarios de donacion. A)
Donante Vivo; B) Donante Vivo con 2hs de ventilacion asistida; C) Donante con 2hs de muerte encefalica y D) donante con
muerte cardiaca luego de 5m de Asistolia. Resultados expresados en mediana y RIC. Se evidencia el marcado aumento en
la lesion isquémica en el grupo DV. (*=p=< 0,05, ** p=< 0,01; ***= p=< 0,001)

El dafio focal (Tabla 5), expresado en como el porcentaje de valores iguales o0 mayores
a 4 en la escala de Park/Chiu hallados para cada individuo, el grupo DV se mantuvo como el gold
standard para trasplante inmediato, mostrando que en ninguno de los individuos de ése grupo se
hallaron valores mayores a 3 en la escala de Park/Chiu DV= 0 % 0; el grupo VA mostro un ligero
dafio, siendo el 11% (+8,9) de PC=4, ME fue el el mas dafiado a tiempo cero con 15,4% (+14,76)
de PC>4 y MC 8,8% (+9,2). En tiempos preservacion de corto plazo (4hs) aun sin observarse dife-
rencias significativas, el grupo ME fue el mas dafiado con un 42,2% (+21,6) de valores PC>4.
Considerando tiempos prolongados de preservacion (8hs) el grupo DV se mostrdé considerable-
mente mas dafiado que el resto, con un 86,8% (+12,05) mientras que los grupos VAy ME estuvie-
ron entre un 25y 30% de PC=4 y el grupo MC en 69% (+24,2).

Llegando a tiempos extremos (12hs) de preservacion, el dafio focal mantuvo al grupo
DV como en el mas afectado mientras que el grupo ME llego al 73% (x 33,92), el grupo VA un

47,5%, mientras que el grupo MC se mantuvo casi invariable. (Figura 18)

Analizando los diferentes grupos, es importante mencionar el cambio abrupto que se

observa en el grupo DV, que pasa de 0% a tiempo cero a un 86% a las 8hs de preservacion. El
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grupo MC parece ser el que le sigue en progresion de dafio pasando de 8,8% a 69% en un lapso

de 8hs, mientras que los grupos VA y ME mostraron valores de progresion de dafio focal significa-

tivo a partir de las 12hs. (Figura 31)

Ohs 0+0 11+8,9 15,4+14,76 8,8+9,2

4hs 27,5+6,3 33,2+37,75 42,2+21,6 22,2423,69
8hs 86,8+12,05 25+21,3 31+21,58 69 £ 24,22
12hs 95,6 = 6,02 47,5+ 17 73,4+ 33,92 62,4+ 18,8

Tabla 5: Resultados de dafio focal en el intestino delgado expresado en porcentaje de valores hallados iguales o mayores a
4 en la escala de Park-Chiu (%PC=24).

DARNO HISTOLOGICO FOCAL
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Figura 30: Dafio histoldgico focal de la mucosa intestinal a lo largo de los diferentes tiempos de preservacion. Este resulta-
do se obtiene cuantificando los valores 24 en la escala de Park-Chiu en las imdgenes analizadas para cada individuo y ob-

teniendo un promedio de las mismas. Resultados de A) tiempo cero, B), C) y D) 4, 8 y 12hs de preservacion fria con HTK. (*:
p=<0,05)

CAMBIOS MORFOMETRICOS DEL INTESTINO EN LOS DIFERENTES TIEMPOS DE PRESERVACION

Como se explico en la seccién de materiales y metodos, los parametros morfométricos
analizados fueron el Indice Vellosidad/Cripta (IVC), el espesor de la mucosa (EM) y la densidad
efectiva de vellosidades (DEV). Los gréaficos de los resultados de la morfometria de la mucosa in-
testinal se encuentran en el ANEXO II.
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DARO HISTOLOGICO FOCAL
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Figura 31: Andlisis del dafio histoldgico focal de la mucosa intestinal para cada uno de los diferentes escenarios de dona-
cion. A) Donante Vivo; B) Donante Vivo con 2hs de ventilacion asistida; C) Donante con 2hs de muerte encefdlica y D) do-
nante con muerte cardiaca luego de 5m de Asistolia. (*=p=< 0,05; ** p=< 0,01)

El IVC (Tabla 6) en los diferentes tiempos de preservacion evidencidé un descenso pau-
latino a medida que aumenta el tiempo de preservacion siendo estadisticamente significativa las

diferencias iniciales entre el grupo VAy el DV ( p= < 0,01), la cual también se observo a las 8hs. El

grupo MC se mantuvo con IVC estable a lo largo de toda la preservacion.

Ohs 3,36+0,69 4,73+0,31 4,09+0,27 3,87+0,45
4hs 3,11+0,44 3,62+0,26 3,04+0,51 3,87+0,45
8hs 1,97+0,54 2,86+0,26 2,35%0,65 3,22+0,34
12hs 2,3440,16 2,29+1,88 2,15+0,32 3,7+0,64

Tabla 6: Resultados de morfometria de la mucosa intestinal. indice Vellosidad/Cripta obtenido a través de la relacion entre
la longitud de la vellosidad y la profundidad de la cripta.

El impacto de la preservacion dentro de cada grupo de estudio evidencié diferencias
notables solo en los grupos DV y ME, siendo en el primero un descenso marcado a partir de las
8hs de preservacién (p=< 0,05) pronunciandose a las 12hs (p= < 0,01)). En el caso del grupo ME,
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la pérdida del IVC fue marcada a partir de las 4hs ( p= < 0,01) y acentuadndose al llegar a las 8hs

de preservacion (p= < 0,01) manteniéndose cerca de los mismo valores al llegar a las 12hs.

Ohs 527+105,4 592,5+175,9 456,9+51,78 739,5+51,78
4hs 427,4+33,14 454,4+ 128,1 388,3+84,43 747,6+44,51
8hs 302,6+58,51 475,2+113,7 368,1+114,5 626,6+76,4
12hs 321,3+100,6 472,8+£171,2 467,9£99,27 622,2+ 21,3.

Tabla 7: Resultados de Morfometria de la mucosa intestinal. Espesor de mucosa, medido a partir de la sumatoria de la lon-
gitud de la vellosidad y la profundidad de la cripta, expresado en micras.

El grupo MC fue el de mayor espesor a lo largo de los tiempo de preservaciéon (Tabla
7), diferenciandose marcadamente a tiempo cero del grupo ME (p= < 0,01) que fue el de menor
espesor inicial, y del grupo DV (p=< 0,05). A las 4hs de preservacion se observaron las mayores
diferencias con respecto a los grupos DV y ME (p=< 0,0001) y al VA (p=< 0,001). Una vez alcan-
zadas las 8hs de preservacién se mantuvieron las diferencias con el grupo DV (p=< 0,001) y con
el ME (p= < 0,01), para llegar a las 12hs con valores de EM similares entre los grupos, mantenién-

dose el grupo DV como el de menor espesor.

El EM no se madifica sustancialmente a lo largo del tiempo dentro de los grupos VA 'y
ME, mientras que en los grupos DV y MC, el EM disminuye notablemente pasadas las 8hs de pre-

servacion.

El conteo de las vellosidades intestinales que se encuentran con su capa de enteroci-
tos integra (Tabla 8) nos muestra que el grupo DV comienza la preservacion con una densidad de
10,96 vellosidades por mm2 de mucosa, diferenciandose marcadamente solamente del grupo MC
(p=< 0,01), posteriormente en los sucesivos tiempos de preservacion los conteos de la DEV dismi-

nuyen entre todos los grupos sin evidenciarse diferencias significativas.
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DEV(V/mm2)

Ohs 10,96+2,43 8,83+2,6 8,81+2,1 5,48+1,37
4hs 6,78+1,31 6,8+3,12 8,02+1,23 4,06%1,26
8hs 2,3+1,09 5,62+3,37 4,23+2,67 1,97+1,4
12hs 1,12+1,37 3,69+2,32 1,55+0,84 1,84+1,08

Tabla 8: Resultados de Morfometria de la mucosa intestinal. La Densidad Efectiva de Vellosidades se obtiene a partir de la
relacion entre el promedio de la superficie de mucosa y el nimero de vellosidades con un indice de Park-Chiu igual o me-
nor que 3 en todas las imdgenes analizadas

En el analisis de los diferentes escenarios de donacion, la disminucion de la DEV se
evidencia mas marcada en el grupo DV, encontrandose diferencias significativas desde las 4hs de
preservacion (p=< 0,01) hasta las 8 y 12 hs (p=< 0,001). El grupo MC le sigue en tendencia a la
disminucioén de la DEV, iniciando la preservacién con el nro mas bajo de DEV pero disminuyendo
significativamente a partir de las 8hs(p=< 0,01). El grupo ME evidencia diferencias estadisticas a
partir de las 12hs de preservacién, mientras que el grupo VA es el mas estable, sin observarse di-

ferencias en la DEV durante las 12hs de preservacion.

LA PERDIDA DE CELULAS GOBLET SE VE AFECTADA POR EL TIEMPO PERO NO ASI POR EL MODELO
UTILIZADO

La pérdida de células Goblet mostré diferencias significativas entre los grupos de estu-
dio solamente en tiempos cero (Tabla 9), siendo el grupo VA el que mejor las conservo. Si bien
hubo una marcada pérdida de células en los diferentes tiempos de preservacion, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes modelos.

El modelo de DV muestra una perdida de Goblets similar al modelo con ME a las 4hs
(p=<0,01) y a las 8hs(p=< 0,001). La pérdida de vellosidades en el grupo VA fue significativa pero
menos abrupta que en los grupos mencionados anteriormente, mientras que el grupo MC no evi-
dencio una perdida significativa en los diferentes tiempos de preservacion analizados. (Figuras 32
y 33)
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Ohs 19,14+1,59 30,55+4,8 21,24+4,14 18,56+5,17

4hs 11,42+1,72 15,10+6,65 11,4+3,35 17,2445,42

6,96+3,31 15,25+7,3 9,6+3,86 11,98+5,59

Tabla 9: Resultados del conteo de células de Goblet expresado en cantidad de células por vellosidad. En éste caso se ex-

cluyd al tiempo mas largo de preservacion (12hs) por prédcticamente carecer de vellosidades sanas en las que se pudieran
contabilizar un nimero de células que resultara fidedigno.
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Figura 32: Resultados del conteo de células Goblet para los diferentes tiempos de preservacion (A, By C) y sus variacio-
nes dentro de cada modelo experimental (D, E, F y G).(*=p=< 0,05; ** p=< 0,01; ***= p=< 0,001)
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Figura 33: Microfotografias ilustrativas de la mucosa intestinal a 10x de cortes histoldgicos tefiidos con Alcian Blue para
evidenciar las células Goblet

EL INFILTRADO DE LINFOCITOS T CD3+ SE VE INCREMENTADO EN ME

El conteo de la poblacién de linfocitos T CD3+ presentes en la submucosa se realiz6
s6lo en los en tiempo cero, dada la falta de aporte sanguineo durante la preservacién no se espe-

ra que el numero de éste tipo celular varie.
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Los resultados hallados para éste parametro, confirman el dafio predominantemente
inflamatorio que induce la muerte encefélica (Roskott et al. 2014; Lyan G. Koudstaal et al. 2008).
El grupo ME duplica a VA(p=< 0,05) y casi cuadruplica los conteos encontrados en DV y DA (p=<
0,01). (Figuras 34 y 35)

CD3+
154 L bl | I |
I 1 1

células/campo

bv VA ME MC

Figura 34: Resultados del conteo de CD3+ in-
mediatamente post lavado del intestino.(*=p=<
0,05; * p=<0,01)

DV Ohs VA Ohs ME OHS MC DHS

Figura 35: Microfotografias ilustrativas a 40x de cortes histoldgicos de Inmuhistoquimicas utilizadas para el con-
teo de linfocitos T CD3+ (flecha negra)
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E-CADHERINA NO SE VE AFECTADA DIRECTAMENTE POR LA PRESERVACION FRIA.

E- Cadherina es un molécula de adhesion cefiufiar presente en la barrera epitelial in-
testinal siendo de gran importancia para el mantenimiento de su homeostasis (Schneider et al.
2010)

En un andlisis cualitativo de microfotografias de intestino delgado, el grupo DV mostré
una mayor intensidad de marcacion para E-Cadherina, y aunque los grupos VA, ME y MC mostra-
ron intensidades menores, en ningdn caso se vio una intensidad de marcacion significativamente

menor a lo largo de los tiempos de preservacion. (Figura 24)

ME 8H5 MC 8HS

Figura 36: Microfotografias ilustrativas a 40x de la punta de la vellosidad intestinal en los diferen-
tes grupos y tiempos de preservacion con técnica inmunohistoquimica anti- E-cadherina. las imd-
genes fuero procesadas con el software Fiji® para resaltar las zonas marcadas en magenta y faci-
litar su diferenciacion.
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Conclusiones.

El trasplante de un 6rgano vascularizado requiere la interrupcion del suministro de
sangre del érgano que, por definicién, provoca dafios debido a la IRI. El proceso de preservacion y
la lesién por reperfusién pueden aumentar la inmunogenicidad del injerto, contribuyendo asi al de-
sarrollo de eventos especificos tempranos y tardios relacionados con el rechazo después del tras-

plante de 6rganos (Massberg y Messmer 1998).

Si bien la IR no aparece entre las primeras causas de pérdida de injerto en el tras-
plante intestinal, se sabe que es el primer evento injuriante al que se somete todo 6rgano trasplan-
tado y que, de algin modo, influira en el bienestar de los primeros dias post trasplante del pacien-
te, dado que el compromiso de la funcién de barrera induce un incremento en la actividad inflama-
toria y consecuente traslocacién bacteriana, predisponiendo al receptor a complicaciones de indo-
le infeccioso e incluso al rechazo (Vecchio Dezillio et al. 2021; Roskott et al. 2011). La escasez de
estudios clinicos se compensa en parte con una relativa abundancia de estudios en roedores que
comparan el desarrollo del IRI utilizando una o varias soluciones. El progreso de la lesion isquémi-
ca en ratas es mas rapido respecto al ser humano con lo cual, el disefio experimental del presente

estudio debe ser cuidadosamente extrapolado al ser humano (Sgfteland et al. 2019b).

Aunque no se puede afirmar que sea la causa principal, es posible pensar que la le-
sion por isquemia fria dara como resultados 6rganos mas susceptibles a la IR y como consecuen-
cia del desbalance en la funcion barrera y su traslocaciéon bacteriana, va a contribuir con las infec-
ciones asociadas (locales y remotas) durante los primeros dias post trasplante (Clouse et al.
2018).

Como se menciond anteriormente, la procuracion de intestinos con DV en la practica
clinica es casi nula, aun asi, cuando se utilizan, los donantes se encuentran bajo anestesia, intu-
bados y con ventilacion asistida (Korte et al. 2016), con lo cual, la variable de la VA deberia resul-

tar ineludible.

Durante las terapias de oxigenacion, el uso de mascara es Util si se pretende que la
fio2 se mantenga entre un 40 y 60% siempre que el paciente mantenga un adecuado ritmo respi-
ratorio esponténeo. En los casos de la anestesia con mascara en roedores resulta mas complica-
do controlar la fio2, dado que el monitoreo anestésico es menos intenso que en modelos como ME
y MC, sin embargo, en modelos experimentales que utilizan ventilacion asistida, se asegura una
presion y ritmo respiratorio adecuado y resulta mas practico de manejar a partir del respirador,
asegurandose una fi02 mayor al 90% cuando se usa ventilacion (Hardavella et al. 2019). Esto po-

dria explicar desde el punto de vista operativo las diferencias encontradas.
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Nuestro experimento tiene ciertas limitaciones para explicar los mecanismos subya-
centes responsables del deterioro mayor que sufren los intestinos procurados con DV en tiempos
prolongados de preservacion. Es posible que el condicionamiento de suministro de oxigeno gene-
rado con la VA en los otros grupos impacte sobre la actividad de marcadores como HIF-1a modu-

lando diferencialmente su accion sobre la mucosa intestinal (Konjar, Pavsic, y Veldhoen 2021).

Los resultados de éste capitulo muestran la importancia de adecuar modelos experi-
mentales al tipo de estudio que se quiera llevar adelante. De acuerdo a lo observado, se puede
analizar que el DV sigue siendo una excelente opcién para llevar adelante protocolos en los que
se utilice el trasplante de intestino sin preservacion prolongada (P. L. Stringa et al. 2016; Pablo
Stringa, Romanin, Lausada, Papa Gobbi, et al. 2017; Padma et al. 2019). En el caso de los proto-
colos de investigacion destinados a preservacion de intestino, resulta importante plantearse el uso
de protocolos mas especificos de acuerdo al tipo de donante al que se quiera extrapolar, o al me-

nos, utilizar protocolos con VA.
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ANEXO Il

RESULTADOS DE MORFOMETRIA DE LA MUCOSA INTESTINAL.

iNDICE VELLOSIDAD/CRIPTA

A) B) q D)
Ohs 4hs PF 8hs PF 12hs PF
6 6 6+ u

bDv VA ME MC Dv. VA ME MC

F
VA

° % @ s
tiempo tiempo

Figura 37: Indice Vellosidad/Cripta. Figuras A), B), C) y D) comportamiento de los injertos en diferentes tiem-
pos de preservacion. E), F) G) y H) variaciones intra grupos. (*=p=< 0,05; ** p=< 0,01; ***= p=< 0,001)
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Figura 38: Espesor de mucosa. Figuras A), B), C) y D) comportamiento de los injertos en diferentes
tiempos de preservacion. E), F) G) y H) variaciones intra grupos. (*=p=< 0,05; ** p=< 0,01; ***= p=<
0,001)
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DENSIDAD EFECTIVA DE
VELLOSIDADES
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Figura 39: Densidad Efectiva de Vellosidades. Conteo de vellosidades con un valor de PArk-Chiu <3 (consideradas funcio-
nales) A), B), C) y D) comportamiento de los injertos en diferentes tiempos de preservacion. E), F) G) y H) variaciones intra
grupos. (*=p=< 0,05; ** p=< 0,01; **= p=< 0,001)
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CAPITULO 1iI

IMPACTO DE LA MUERTE ENCEFALICA EN LA INJURIA POR ISOUEMIA-REPERFUSION.
ANALISIS DE TIEMPOS CORTOS DE REPERFUSION

Introduccion.

El trasplante de intestino es un opcion terapéutica viable para diferentes patologias
como es el caso de tumores mesentéricos irresecables, trombosis portomesentérica y fallas intes-
tinales, que requieran el uso de nutricién parenteral total. A pesar de los constantes y progresivos
avances en la terapéutica, los pacientes que requieren someterse a un trasplante de intestino es-
tan expuestos a una amplia variedad de complicaciones dada la dificultad del procedimiento tanto

intra- como post-quirdrgico. (Clouse et al. 2018; Solar, Ortega, y Gondolesi 2021).

Todo trasplante de érganos requiere, inevitablemente, de la interrupcion del flujo san-
guineo durante la extraccion, y la consecuente y necesaria restitucion de dicho flujo durante el im-
plante en el receptor (Jonecova et al. 2015), haciendo de la IIR un evento deletéreo inevitable. De
todos los 6rganos trasplantables, el intestino es uno de los mas sensibles a la IIR, no por la tole-
rancia del mismo a la isquemia sino por la magnitud de tamafo del 6rgano que, tal como se des-
cribe en el apartado generalidades se multiplica por la presencia de las vellosidades, sumado a la
susceptibilidad dada por los dafios inducidos por la ME, llevara a un deterioro en la barrera epite-
lial intestinal, motivando a un aumento en la traslocacion bacteriana y cambios electroliticos que
llevan a complicaciones como SIRS (Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica) (Leandro Vec-
chio et al. 2019; Lysyy et al. 2020). Por lo expuesto, la ME del donante es un factor de riesgo im-
portante que influye en el resultado del injerto, potencia la inmunogenicidad del mismo y aumenta
la alorrespuesta del huésped. Asi, la ME, tal como se confirm6 en los capitulos anteriores altera
los resultados de preservacion del injerto, dependen en parte estas lesiones de los vasopresores
utilizados en el mantenimiento y nos resta evaluar que sucede a la reperfusién imediata, pues la
ME contribuye al cambio de un 6érgano inerte a un injerto inmunolégicamente alterado. La ME ini-
cia una cascada de eventos moleculares y celulares que incluyen la liberacién de mediadores
proinflamatorios que conducen a infiltrados celulares. Esos eventos pueden afectar la incidencia
de cambios tanto agudos como cronicos, desarrollando y contribuyendo a reducir la supervivencia
del injerto. (Roskott et al. 2014; Lyan G. Koudstaal et al. 2008). La IIR representa una cascada de

eventos patofisiolégicos complejos, a la ya mencionada disfuncién de barrera y activacion de
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ROS, se le suma la activacion de la respuesta inmune mediada por TLR4 y citoquinas pro inflama-
torias asociadas a la activacion de PAMPs (Wang, Zhang, y Wu 2021).

Los modelos experimentales en trasplante intestinal que utilizan roedores son amplia-
mente utilizados por la comunidad cientifica y en diferentes areas de estudio como el rechazo,
EICH e IRI, aun asi, la amplisima mayoria de los modelos utilizados utilizan donantes vivos y no
contemplan el impacto de la ME en los procesos estudiados (Oltean 2021). En un estudio multi-
céntrico (5 instituciones de Argentina y Espafia) publicado en 2016 por Stringa y cols., se reporté
una supervivencia de un 85% a 5 dias post trasplante utilizando modelos de trasplante intestinal

tanto ortotopico como heterotépico con donantes vivos isogénicos.

El manejo del donante con ME en la clinica es sumamente complejo, teniendo que
abarcar diferentes complicaciones que se suscitan como es el caso de los desequilibrios hemodi-
namicos, la aparicion de CID, hipotermia, terapia hormonal, nutricién enteral, entre otros aspectos
(van Erp et al. 2018; Meyfroidt et al. 2019; Frenette, Williamson, Weiss, Rochwerg, Ball, Brinda-
mour, Serri, et al. 2020). La simulacion de la ME in vitro es un proceso, si bien menos complejo
gue en la clinica, extremadamente dificultoso (Leandro; Vecchio et al. 2021; Vecchio LE Stringa PL

2019). Por lo expuesto, lograr supervivencia alejada resulta mas complejo.

Teniendo en cuenta que ya se observan cambios morfélogicos en la mucosa intestinal
a tiempos cortos de reperfusion (P. Stringa et al. 2012; Lausada et al. 2011), para el presente capi-

tulo analizamos el impacto de la ME a los 30 minutos post reperfusion.

Materiales y métodos.

ANIMALES.

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho adultas (8-10 semanas). Los animales
fueron alojados en grupo en una sala de clima controlado con un ciclo de luz y oscuridad de 12
horas en las instalaciones de la catedra de Trasplante de Organos de la Facultad de Ciencias Mé-
dicas de la Universidad Nacional de La Plata. Los protocolos experimentales se realizaron siguien-
do estrictamente las recomendaciones del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata.
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Grupos experimentales:

e Grupo VA (n=4): 2hs de ventilacion asistida y ablacion del 6rgano.

e Grupo ME (n=6): 2hs bajo muerte encefélica y ablacién del 6rgano. (Figura 40)

GRUPOS DONANTE INJERTO
MANTENIMIENTO INTESTINAL

VA p N 2HS de VA C

Muestra TO

f

Muestra
30PR 4—

ANASTOMOSIS VASCULARES RECEPTOR

TRASPLANTE PRESERVACION
HETEROTOPICO FRIA

Figura 40: Esquematizacion del modelo experimental. Se realizaron TxI heterotdpicos isogénicos. Se tomo

una muestra a tiempo cero (inmediatamente después del lavado) y una muestra 30'post reperfusion. Ima-
gen creada con BioRender.com

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

El grupo de muerte cerebral (ME) se bas6 en un modelo previamente comunicado (Ko-

Ikert et al. 2007; Cicora et al. 2013; Vecchio Dezillio et al. 2021), Brevemente, los animales se co-

locaron en posicion de decubito dorsal sobre una manta térmica para permitir la insercién de una

canula en la arteria carétida derecha conectada a un monitor multiparamétrico (DYNE MCO-300-

07) para el control de la presion arterial. Otra canula se coloc6 en la vena yugular izquierda con el

objeto de manejar la fluidoterapia y sumistrar drogas vasopresoras en caso de ser necesario. Pos-

teriormente, se realizé una traqueotomia iniciando la ventilacion asistida (Ventilador para roedores

Harvard Apparatus modelo 683), se posicion6 en decubito esternal al animal para colocar una ca-

nula de balén de 4F por via subdural a través una trepanacion craneana previa y se insuflé a un
flujo de 1 mL/h (Bomba de infusion a jeringa PC11-UBT, APEMA SRL). Cuando se observo el re-
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flejo de Cushing, se realiz6 un test de apnea para confirmar la ME. El procedimiento para el grupo
VA fue igual que el ME con la diferencia de que se omite la trepanacion del crdneo y la induccién
de ME.

TIEMPOS DE ISQUEMIA
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Figura 41: Tiempos de isquemia durante los Txl. IF: isquemia fria; IT:
isquemia tibia.

En ambos grupos pasada 1h30m bajo la condicion respectiva a cada grupo se inici6 la
cirugia del donante con la técnica previamente descripta por nuestro grupo (Pablo Stringa et al.
2018; Pablo Stringa, Romanin, Lausada, Gobbi, et al. 2017). Una vez concluida la cirugia y cum-
plidas las 2hs de tratamiento se lavo el 6rgano con solucion de Ringer Lactato a 4°C y se tomo
una muestra para analizar el estado inicial del injerto destinado a trasplante. El tiempo medio de
isquemia fria fue de 28,6 minutos, mientras que el de isquemia tibia fue de 42,3 minutos (Figura
41). Pasados los 30 minutos después de la reperfusion del intestino se tomaron muestras. A un in-

dividuo de cada grupo se le tomaron muestras a las 24 y 48hs post reperfusion.

EVALUACION HISTOLOGICA INTESTINAL

Se fijaron secciones del intestino delgado de los animales en formol al 10%, se inclu-

yeron en parafina y se tifieron con hematoxilina y eosina para su evaluacion histologica.

El dafio histolégico por isquemia intestinal se puntu6 segun la clasificacion de Park-
Chiu descrita anteriormente (Park et al. 1990; Chiu Chu-Jeng Chiu, MD; Alice H. McArdle, PhD;
Rea Brown, MD; Henry J. Scott, MD; y Fraser N. Gurd, MD 1970) (0, mucosa normal; 1, espacio
subepitelial en la punta de la vellosidad; 2, espacio subepitelial mas extendido; 3, levantamiento

epitelial a lo largo del lado de la vellosidad; 4, vellosidad denudada; 5, pérdida de tejido de la vello-
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sidad; 6, infarto de la capa de la cripta; 7, infarto de la mucosa; 8, infarto transmural). Para realizar
un analisis mas descriptivo que incluya tanto la lesion global como la focal, se analizo el dafio is-
guémico en 9 campos aleatorios a 10 aumentos para cada muestra, a los que se asigné una pun-
tuacion dentro de la escala de PC. Para cada individuo, se tom6 como representativa la mediana
de los 9 campos aleatorios y los resultados se muestran como mediana y rango intercuartil dentro
de cada grupo, representando el dafio global. En el caso del andlisis del dafio focal, se cuentan
los campos con valores mayores o iguales a 4 en la escala de PC y se les asigna un valor porcen-
tual para cada individuo, luego los resultados se muestran como media y desviacion estandar den-

tro de cada grupo.

Utilizando el software FIJI (Schneider, Rasband y Eliceiri 2012; Abramoff, Magalhdes y
Ram 2004) se cuantificé el area total de la mucosa y se cont6 el nimero de vellosidades comple-
tamente funcionales (<3 en la escala de Park-Chiu) con el fin de calcular la densidad efectiva de
vellosidades (DEV).

El recuento de células Goblet se realizd con tinciéon Alcian Blue/rojo neutro (Cassel-

brant et al. 2018) contando 25 vellosidades seleccionadas al azar por animal.

ANALISIS ESTADISTICO.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante un analisis de varianza o
Kruskal Wallis, seguido de la prueba de Bonferroni o Dunn para comparaciones mdultiples, segun
el caso. Los resultados se expresaron como media + error estandar de la media. Las diferencias

entre las medias se consideraron estadisticamente significativas cuando p= <0,05.

Resultados.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

Para un total de 10 trasplantes se utilizaron 28 ratas, de las cuales 20 (10 donantes y
10 receptores) fueron trasplantes exitosos. De las 8 restantes, 3 se perdieron por complicaciones
técnicas/mecanicas asociadas al respirador; otras 3 por paro cardiaco/respiratorio al momento de
la canulacion vascular; 1 por hipotensiéon durante la induccion de la ME y la restante por hipoten-

sion durante el mantenimiento en ME.

Con respecto a las ratas receptoras, se realizaron 6 trasplantes con ME, 1 rata sobre-
vivio 48hs y luego se realizé la eutanasia siguiendo el disefio experimental; 1 mas de 24hs sin en-

contrarse una causa asociada a la técnica quirdrgica en la necropsia y las 4 restantes no alcanza-
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ron las 24hs de supervivencia, dos de las cuales mostraron en la necropsia un injerto color rojo os-

curo y vasculatura mesentérica congestiva, y las dos restantes no arrojaron resultados concluyen-

tes en la necropsia.

Para el grupo VA se realizaron 4 trasplantes, de los cuales 1 rata sobrevivio mas de
48hs y se realiz6 la eutanasia; 1 menos de 24hs y las 2 restantes se muestrearon 30 minutos post

reperfusion y se sacrificaron por cuestiones de disefio experimental.

DANO HISTOLOGICO.

El dafio histologico a tiempo cero se mantiene con la misma tendencia mostrada a lo
largo del presente trabajo, es decir, a 2hs de ME hay evidencia estadisticamente significativa de
un mayor dafio estructural de ése grupo sobre los controles. En esta caso, el grupo ME arroj6é un
valor en la escala de Park de 1 (0-1) mientras que en el grupo VA fue de 0 (0-0,5) (p<0,05) (Figura
42-A).

Pasados los 30 minutos post-reperfusion, el score de dafio histolégico fue severo para

ambos, siendo en el grupo VA 4,75 (4-5) y para el grupo ME 4,5 (4-5) (Figura 42-B).
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Figura 42: Resultados de dafio focal en la escala de Park-Chiu. A) Tiempo cero (inmediatamente post lavado); B) 30 minu-
tos post reperfusion del intestino; C) Curva del dafo histoldgico global, teniendo en cuenta que tanto a 24 como 48hs post
reperfusion n=1 en cada grupo). Resultados expresados como mediana y RIC (*: < 0,05)

En un individuo de cada grupo se tomaron muestras a las 24 y 48hs post reperfusion,
mostrando que a las 24hs el individuo del grupo VA recuper6 su integridad intestinal y mientras
gue el individuo del grupo ME aun mostraba dafio severo. A las 48hs ambos individuos recupera-

ron su integridad (Figura 42-C).

El dafio focal fue consecuente con lo observado en el dafio global, en tiempo cero de
muestreo el grupo ME tuvo un porcentaje de valores >4 en la escala de Park de 9 (+ 11,57) mien-
tras que el grupo VA no mostré valores superiores a 3 en ninguna de las imagenes analizadas (Fi-
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gura 43-A). Pasados los 30 minutos de reperfusion, en el grupo ME el valor fue de 94,5 (+13,47) y
el grupo VA 91,5 (+5,68) (Figura 43-B). A las 24hs el individuo del grupo ME aun estaba en 100 %
de 24 en EPC mientras que el individuo VA no mostraba valores >4 en EPC. Llegadas las 48hs el
individuo ME baj6 a 22% de=4 en EPC (Figura 43-C).
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Figura 43: Resultados de dafo focal expresado en % de valores =4 en la escala de Park-Chiu. A) Tiempo cero (inmediata-
mente post lavado); B) 30 minutos post reperfusion del intestino; C) Curva del dafio histolégico focal, teniendo en cuenta
que tanto a 24 como 48hs post reperfusion n=1 en cada grupo) (*: < 0,05)

CAMBIOS MORFOMETRICOS.

A nivel morfométrico se evalud la DEV donde inicialmente no se observaron diferen-
cias entre los grupos (TO= ME 12,72 + 1,3 y VA 12,99 + 2,5 Vellosidades/mm2). En 30m post re-
perfusion, debido al dafio de las vellosidades, en el grupo ME solo se pudieron contabilizar en un
solo individuo de los seis en estudio, mientras que en el grupo VA se pudo analizar en 2 de los 4
individuos del grupo siendo los resultados para ME 0,09 + 0,22 V/mm2 y para VA 1,43 + 1,69 V/
mm2 (p <0,05). A las 24hs no se pudieron adn contabilizar vellosidades sanas en el grupo ME

mientras que en el VA el valor fue de 15,15 V/mm2, siendo a las 48 hs el grupo ME 12 y VA 11,68
V/Immz (Figura 44).
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Figura 44: Resultados del conteo de la Densidad Efectiva de Vellosidades. A) tiempo cero; B) 30'post reperfusion y C) curva
de DEV en los diferentes tiempos de muestreo. 24 y 48hs n=1

Tesis Doctoral — M.V. Leandro Vecchio Dezillio
107



CONTEO DE CELULAS GOBLET.

El nimero de células Goblet se vio afectado por la ME, siendo el conteo de 14,98 +
3,83 Células/Vellosidad, mientras que en el grupo VA fue de 23,18 + 3,42 (p< 0,005). Luego de
realizado el trasplante, a los 30 minutos post reperfusién, no se pudieron contabilizar células Go-
blets por no encontrarse vellosidades sanas en el grupo ME, mientras que en el grupo VA se pudo

contabilizar en 2 de los 4 individuos en andlisis, siendo el resultado de 6,9 + 8,07 células/vellosi-
dad.

En los dos individuos de cada grupo que se analizaron a las 24 y 48hs el grupo VA evi-

dencio una recuperacion de éste tipo celular a las 24hs, mientras que el grupo ME logro valores si-
milares a VA a las 48hs. (Figura 45).

CONTEO DE CELULAS GOBLET

Z
=2
o

TIEMPO CERO 30m PR

[

o
5]
o
%]
=1

VA
-- ME

[N]
o
n
o

célulasivellosidad
z
o o o
células/vellosidad
5
o o

-
o

célulasivellosidad

VA ME

Figura 45: Resultados del conteo de células Goblet por vellosidad. A) tiempo cero; B) 30'post reperfusion y C) curva de Go-
blets en los diferentes tiempos de muestreo. 24 y 48hs n=1

Conclusiones.

Desde hace muchos afios se viene analizando el impacto de la muerte encefalica en
los resultados a corto y largo plazo en los diferentes organos y especies (Li et al. 2015; Schuurs
et al. 2004; Zhang et al. 2014). Sin embargo, en el trasplante de intestino se da una situacion parti-
cular que hace dificultoso cualquier andlisis que quiera comparar el impacto real que tiene la ME
en los resultados a corto y largo plazo en ésta practica. Por un lado, en la clinica el uso de donan-
te vivo es una practica casi nula dado los riesgos que implica para el donante (Tzvetanov et al.
2018; Tzvetanov, Tulla, y Benedetti 2020) y por otro lado, desde la parte experimental los modelos
mas utilizados para trasplante de intestino son con donante vivo, no habiendo reportes cientificos
experimentales de trasplante de intestino con ME en ratas.
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Como se ha desarrollado a lo largo del presente trabajo, la ME tiene un claro efecto
deletéreo en los injertos destinados a trasplante (Vecchio Dezillio et al. 2021; Vecchio LE Stringa
PL 2019). El uso de modelos experimentales estandarizados que incluyan a la muerte encefalica
dentro de las variables de estudio supone un paso adelante en su traslacién a la clinica. De todas
maneras, incluirla, requiere una mayor inversion econémica y formativa, lo cual explicaria, parcial-

mente, el hecho de que aln no haya resultados experimentales publicados.

De acuerdo a lo expuesto en la introduccién, representar un escenario de donacion
con muerte encefélica in vitro supone una dificultad mucho mayor a la que se puede suscitar con
el uso de donantes vivos, principalmente, debido a que el modelo de ME tiene una mayor cantidad
de puntos criticos que se le suman a la ya compleja técnica microquirdrgica de trasplante intestinal
en ratas. En lineas generales las complicaciones halladas en los modelos con donante vivo son de
origen hemodinamico (hemorragias y estenosis vasculares), (P. L. Stringa et al. 2016) dado que la
pérdida de un volumen escaso de sangre resulta grave en la homeostasis de la rata. En los mo-
delos murinos de ME, a las complicaciones mencionadas y la dificultad del procedimiento, se le
suman todas las complicaciones conocidas para el mantenimiento de los pacientes bajo ME (hipo-
tension, CID, arritmias y complicaciones asociadas a la ventilacibn mecanica entre otras) (Chudo-
ba et al. 2017) y que en el caso de los roedores tienen un impacto mayor en el mantenimiento del

individuo.

La principal limitacion encontrada en el presente capitulo es la escasa supervivencia
del grupo ME, una de las alternativas para aumentar la supervivencia de las receptoras seria la
heparinizacion del donante durante el mantenimiento en ME para evitar la formacion de micro-
trombos y posterior CID. De todas maneras, utilizar anticoagulantes en el donante, implica la po-
tencialidad de perder mas donantes por hipotension o hemorragias, lo cual implicaria agregar una
variable mas al experimento y consecuentemente la necesidad de profundizar incorporando nue-
vas medidas. Por tal motivo, entendimos la necesidad de concluir los experimentos de esta mane-
ra y plantear continuar el trabajo con la blsqueda de alternativas para mejorar la supervivencia y

testear el rechazo.

Existen numerosas publicaciones que muestran el impacto negativo que tiene la ME
en los organos destinados a trasplante (van Erp et al. 2018; De Vries et al. 2011; Floerchinger,
Oberhuber, y Tullius 2012; Marasco et al. 2013; Simas et al. 2012), especificamente en el intestino
(Lyan G. Koudstaal et al. 2008; Guo et al. 2020; Ferreira et al. 2018). Recientemente el grupo del
Dr Oltean (Instituto de trasplante, Hospital Universitario Sahlgrenska, Gotemburgo, Suecia) pre-
sentaron en el 17mo Congreso de la Asociacion internacional de Trasplante y Rehabilitacion intes-

tinal (CIRTA 2021) un trabajo en el que muestran el patron de reparacion de la mucosa intestinal
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en ratas utilizando un modelo de trasplante intestinal (Padma et al. 2019), donde reportan que lue-
go de 20 minutos post reperfusion, la mucosa intestinal se ve desprovista de vellosidades (Park-
Chiu 5), Pasadas las 24hs de la reperfusion, la mucosa tiende a normalizarse. En nuestros resul-
tados, podemos observar que lo intestinos del grupo ME, luego de 2hs bajo esa condicién tienen
un compromiso leve, mientras que los del grupo VA se encuentran sin lesiones. Una vez transcu-
rridos los 30 minutos luego de la reperfusion intestinal ambos grupos se muestran con un score de
Park-Chiu entre 4 y 5, consecuentemente con los resultados de Oltean y cols. En el caso del indi-
viduo del grupo ME que se pudo muestrear a las 24hs el intestino ain permanecia dafiado como a
los 30 minutos post-reperfusion, normalizandose a las 48hs aunque manteniendo un dafio focal
del 22% de 4PC, mientras tanto el individuo del grupo VA ya habia reestablecido su mucosa nor-
mal a las 24hs. Mostrando una interesante tendencia hacia el retraso en la reparacion intestinal de

los individuos con ME.

La morfometria de los grupos resulté dificultosa dado el dafio masivo que se observo a
la reperfusion, aun asi, mientras que en los 6 individuos del grupo ME no se pudieron contabilizar
vellosidades sanas ni células Goblet, en 2 de los 4 individuos del grupo VA se pudieron obtener
conteos confiables. Conscuentemente con lo mencionado para el dafio de la mucosa, el individuo
del grupo ME que logré supervivencia evidencié un conteo, tanto de Goblets como DEV, similar al
individuo VA recien a las 48hs post reperfusion, mientras que el individuo control mostré normali-
dad a las 24hs.

Por todo lo expuesto anteriormente, y en consonancia con lo mostrado a lo largo del
presente trabajo de tesis, entendemos que la introduccion de modelos experimentales de trasplan-
te de intestino que incluyan a la ME como una variable, resultaran en un acercamiento mucho mas
concreto y cuidadosamente extrapolable a la realidad clinica, siendo los resultados obtenidos apli-

cables con mayor rapidez.

Enfatizamos que resulta importante la necesidad de refinar los protocolos de ME para
obtener una mayor supervivencia que permita estudiar los fenémenos de rechazo, como asi tam-
bién, incluir variables que se susciten en la clinica durante la procuracion de érganos para tras-
plante, de manera que, ademas de ser una herramienta sélida en la investigacion, pueda también
serlo en modelos de entrenamiento para los diferentes profesionales involucrados en en el campo

de los trasplantes de érganos.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

CAPITULO 1

ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE MUERTE ENCEFALICA EN RATAS PARA
INVESTIGACION EN TRASPLANTE DE INTESTINO

La muerte encefalica tiene un efecto negativo en la mayoria de los parametros anali-
zados, destacandose su patron de lesién focal y en el conteo de células Goblet.

2 hs de muerte encefélica en ratas, son suficientes para obtener una diferencia medi-
ble y analizable con respecto a los controles, a la vez que ofrece un injerto con exce-

lentes posibilidades de ser trasplantado.

EVALUACION EXPERIMENTAL DEL DANO HISTOPATOLOGICO DEL INTESTINO EN LOS DIFERENTES
ESCENARIOS DE DONACION. DESARROLLO Y ANALISIS DE UN MODELO DE DONACION EN ASISTOLIA
MAASTRICHT 111

CAPITULO 2

El modelo experimental de MC Maastricht tipo Il desarrollado en este capitulo evi-
dencia que los intestinos procurados luego de 5 minutos de MC muestran resultados
similares a ME y a DV, gold standard en clinica e investigacion respectivamente,
mientras que luego de 20 minutos de MC los intestinos se deteriorarn significativa-
mente en la mayoria de los parametros analizados.

El modelo experimental de donacién en MC Maastricht 11l constituye una herramienta
muy util para la investigacion en TxI.

Promover y profundizar en modelos como el de ME y Maastricht Il en la investiga-
cién en Txl resulta fundamental para la expansién del pool de 6rganos destinados a

TX'y el éxito terapéutico.

ESTUDIO EXPERIMENTAL SOBRE EL IMPACTO DE LOS VASOPRESORES ADMINISTRADOS DURANTE EL
MANTENIMIENTO DEL DONANTE CON MUERTE ENCEFALICA EN LA CALIDAD DEL INJERTO INTESTINAL

El uso de DA ofrece una mejor calidad de injerto para Txl con respecto a NA en mo-
delos experimentales.

Si bien existen numerosos articulos que hablan de la superioridad de NA por sobre
DA, la amplia mayoria son referidos a pacientes en UTI no asi a escenarios de dona-
cion.

A pesar de no haber un consenso global sobre el uso de vasopresores en procura-

cion de 6rganos, estudios como éstos contribuyen a una mejor toma de decisiones
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MUERTE ENCEFALICA Y PRESERVACION FRIA. COMPORTAMIENTO DEL INJERTO INTESTINAL PROVENIENTE
DE DIFERENTES ESCENARIOS DE DONACION

* Es presente estudio sienta bases comparativas de la preservacién de intestinos en
diferentes modelos experimentales.

* EIDV es el modelo mas utilizado en investigacién para Txl, sin embargo, en estudios
gue incluyan preservacion prolongada debe considerarse el uso de, al menos, VA.

* Los resultados del presente capitulo muestran la importancia de adecuar los modelos

experimentales al tipo de estudio que se quiera llevar adelante.
CApPiTULO 1lI

IMPACTO DE LA MUERTE ENCEFALICA EN LA INJURIA POR ISQUEMIA-REPERFUSION. ANALISIS DE TIEMPOS
CORTOS DE REPERFUSION

» Es factible el uso de protocolos con ME para el Txl, aun asi, la complejidad de éstos
modelos requieren de una intervencidon mas exhaustiva en el donante para obtener
una supervivencia adecuada.

* Enlos pardmetros analizados se evidencia que los intestinos provenientes de donan-

tes con ME tienden a retrasar el restablecimiento de la integridad de la mucosa.

La falta de 6rganos en el &mbito de los trasplantes de érganos solidos en general, e in-
testinal en particular, continta siendo un desafio médico-cientifico que debe subsanarse desde la
procuracion. Este hecho es de particular relevancia cuando el 6rgano con insuficiencia terminal no

es factible de ser reemplazado por otro proveniente de un donante vivo.

En el transcurso del presente trabajo, se presentan estrategias para aumentar el pool
de donantes y mejorar la calidad de los injertos para trasplante intestinal, aportando herramientas
y resultados traslacionales al escenario clinico de los trasplantes de érganos sélidos. De esta ma-
nera, consideramos que se ofrecen respuestas a problemas médicos concretos, en pos de equipa-

rar la oferta-demanda de intestinos procurados para este tipo de trasplante.

Perspectivas

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivos introducir a la ME en los distintos as-
pectos experimentales relacionados al TxI. Inicialmente se pretendia analizar éste evento en mo-
delos de TxI heterotopico en ratas relacionado solamente a los eventos de IIR y rechazo celular
agudo, pero al recorrer el camino nos topamos con la escasa divulgacién cientifica que relaciona a
los modelos de ME y TxI, y la necesidad de estandarizar un modelo de ME que nos permita obte-

ner un injerto que se encuentre lo suficientemente afectado por éste evento como para poder ana-
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lizarlo de forma objetiva, pero que a su vez, esté lo suficientemente funcional como para tolerar el
evento de reperfusion. Como bien se explica en la seccion de el trasplante de intestino experimen-
tal y su importancia traslacional, la mencionada escasez de informacion que relaciona a los proto-
colos experimentales de ME con el Txl, dio lugar a explorar el impacto de la ME un paso antes del
trasplante, entendiendo el rol fundamental que tienen la procuracion y la preservacion en la cali-

dad del injerto intestinal destinado a trasplante.

Por otra parte, y aprovechando la experiencia que nuestro equipo tiene en microcirugia
experimental, mas aun en Txl, nos parecié adecuado incluir a la MC en nuestros protocolos expe-
rimentales, de manera de aprovechar los trabajos en curso y contribuir cientificamente con otro
aspecto poco estudiado en el area de Txl. Si bien los trasplantes con donante en MC adn no estan
legislados en nuestro pais (y nula o escasamente en toda América Latina), creemos que desarro-
llar un modelo fiable de donacién en asistolia que esté al alcance en nuestro medio, puede ser un
puntapié inicial para diferentes grupos de investigacion de nuestro pais interesados en profundizar
sobre éste tipo de donacion y contribuir, desde la ciencia, a la reduccion en los tiempos de espera

para trasplantes, y a mejorar la calidad de vida de los pacientes trasplantados.

Los resultados mostrados en el presente trabajo no pretenden, bajo ningun punto de
vista, desterrar los modelos experimentales de TxI que utilizan donantes vivos, pero si evidenciar
gue hay variables que merecen ser tenidas en cuenta cuando se diagrama un experimento, como
es el caso de la VA, el uso de vasopresores o0 incluso anticoagulantes. En este sentido, los dife-
rentes experimentos que se muestran en el presente trabajo cuentan con una detallada explica-
cion de los modelos utilizados y una justificacion bibliografica completa que posibilitara repetir

cualquiera de éstos protocolos en otros laboratorios.

Finalmente, el presente trabajo de tesis consiguio allanar el camino hacia las siguien-
tes etapas: trasplantar intestinos con diferentes tiempos de preservacién y diferentes escenarios
de donacién, mejorar la supervivencia de los TxI heterotépicos, para poder analizar el impacto de
la ME y MC en los eventos de rechazo celular agudo, y su vez incluir protocolos de inmunosupre-

sion.
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