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Capitulo 1

Introduccidén

La palabra investigacién proviene de la voz latina vestigio, que significa “seguir las huellas”,
siendo su sinénimo buscar algo, inquirir, indagar, rastrear. En el caso de la investigacion
cientifica se realiza una busqueda planificada y sistematica de conocimientos, dentro del campo
de la ciencia. Mientras el resultado de la investigacién vulgar es una opinidn que solo reviste
importancia para quien la realizd, el resultado de la investigacion cientifica, es de particular
interés para todos quienes hacen o utilizan los resultados en cuyo campo se efectua la citada
investigacion y puede contribuir a solucionar problemas en el campo del saber, esclarecer
problemas o sefialar nuevos campos de investigacién sistematica.!?

El presente trabajo debe su desarrollo a la experiencia del equipo en el estudio de problematicas
asociadas a los trasplantes de drganos valiéndose de modelos preclinicos en roedores.
Particularmente, centrado al conocimiento adquirido en relacidn a la injuria por isquemia
reperfusion (IIR) y el precondicionamiento isquémico (PCl) como método terapéutico aplicado
al trasplante heterotdpico de intestino delgado. El origen de esta linea de investigacion se
relaciona con la problematica observada en la clinica del trasplante de érganos sélidos (TOS) en
humanos. Desde el momento en que se inicia el procedimiento quirdrgico de extraccion del
drgano en el donante, la isquemia se asocia a un conjunto de mecanismos plausibles de lesionar
al érgano a implantar, y surge entonces el PCl como una posible herramienta de atenuacién a la
injuria en cuestién. El PCI consiste en someter al tejido a uno o mas periodos de isquemia breve
seguido de periodos de reperfusidén previamente a un periodo de isquemia prolongado, con el
fin de generar una respuesta adaptativa que enlentezca la tasa de muerte celular, y de este
modo proteja al 6rgano en cuestién. Una forma de realizar PCl es por medio del clampeo de la
vasculatura nutricia del érgano implicado.

El tipo de investigacion que se intenta implementar por parte del equipo de trabajo en el
Laboratorio de Trasplante es la denominada investigacion bdsica traslacional, la cual se asocia
con el concepto de la investigacion que va “de la mesada del laboratorio a la cama del paciente”
e intenta generar conocimientos en ciencias bdsicas para producir nuevas opciones de
diagndsticos o tratamientos en la clinica. Requiere del trabajo multidisciplinario y participacion
de diversos actores. Pudiendo ser su inicio la observacién en el paciente de un problema clinico
a partir del cual se genera una hipdtesis a la que se intenta dar respuesta desde el ambito de la
investigacion basica. Asi se obtiene un nuevo conocimiento que luego serd traducido en un
método de aplicacidn clinica para ser utilizado en pacientes similares a aquellos que generaron
la pregunta de investigacién.®?

El PCI fue ampliamente estudiado asociado al trasplante de los distintos érganos abdominales
en forma aislada en roedores, obteniéndose resultados alentadores tanto en intestino delgado
34 como en higado ®® y rifién ),

Es de notar que, en la practica clinica, el momento de la extracciéon implica el accionar de un
grupo quirurgico de ablacionistas para cada érgano que luego se va a implantar, a excepcion de
la extraccion renal, la cual en ocasiones es realizada por el equipo de ablacién hepatica o
intestinal. Sumando a esto el escaso tiempo con que se cuenta para la procuracién de érganos,
debido a que la celeridad en la procuracién se objetiva en una mejor funcionalidad del injerto
en el paciente, se requiere entonces de una coordinacién dptima tanto en el seno de cada grupo
quirdargico como asi también en la articulacidn entre cada uno de ellos. Esto conlleva que de
incorporarse el precondicionamiento como procedimiento quirirgico en la practica clinica, sea
necesario para su implementacion, que cumpla ciertos criterios. Entre los que se incluyen: que



el método sea sencillo, facilmente reproducible, que genere un beneficio al conjunto de 6rganos
o al menos no genere dafio o perjuicio en ninguno de ellos, y que no prolongue
innecesariamente el proceso de procuracion.

De este modo, se planteé en el presente trabajo la posibilidad de aplicacion del
precondicionamiento, pero en forma multiorganica. Realizando el clampeo de la arteria aorta
abdominal en su origen (procedimiento que se describird en detalle durante el transcurso del
presente manuscrito), a fin de precondicionar en un tiempo todos los 6rganos abdominales,
simplificando asi el método.



Capitulo 2

Injuria por isquemia-reperfusion (IIR)

Todo trasplante de érgano sélido conlleva una etapa de isquemia que atraviesa al procedimiento
quirargico completo desde la extraccién del érgano en el donante hasta su reperfusion al
momento del implante. Este proceso de isquemia y reperfusién que comienza con el clampeo
de la vasculatura del 6rgano a implantar y finaliza con la reperfusién del mismo érgano en el
receptor tiene aparejado el denominado dafio o IIR. Este es un fendmeno de acentuacion del
dafio celular en un érgano isquémico después del restablecimiento del flujo de oxigeno.” La
fase de reperfusién se caracteriza por el aumento en la produccién de radicales libres de oxigeno
y nitrégeno por activacién del sistema xantino-oxidasa, contribuyendo y magnificando el dafio
iniciado por la isquemia. Por tal motivo, pese a que el suministro de sangre es primordial para
la supervivencia de un érgano, la reperfusidn tiene su efecto paraddjico, ya que por un lado
resulta esencial restituir la funcionalidad celular y tisular de un organismo afectado por un
evento isquémico, pero por otro, exacerba el dafio comprometiendo la vitalidad del mismo.*%

La isquemia, o interrupcién transitoria o permanente de la irrigacién sanguinea de un érgano o
tejido, implica la disminucién o ausencia de adenosin trifosfato (ATP) modificandose el
metabolismo celular de tipo aerobio a anaerobio y generandose, ante la ausencia de fosfatos de
alta energia, el acumulo de productos acidos; especialmente el acido lactico. La disminucion de
la fosforilacion oxidativa y la pérdida en la funcion de las bombas dependientes de ATP, como
es el caso de la bomba de Na*/K* sumado a alteraciones en la permeabilidad de la membrana,
genera cambios en el gradiente transmembrana produciendo una pérdida del balance iénico. El
K* sale de la célula y el Na* ingresa junto con el H,O produciendo edema celular. A su vez,
aumenta la permeabilidad celular al Ca*> acrecentdndose su concentracién intracelular,
pudiendo activar la proteasa dependiente de calcio que convierte xantina-deshidrogenasa en
xantina-oxidasa.

Los productos de degradacion del ATP (hipoxantina) se metabolizan por medio de la xantina-
deshidrogenasa para convertirse en urea. El medio acido favorece que esta enzima se convierta
en xantina-oxidasa. La cual con el aporte de O, durante la reperfusidn, convierte los productos
de desecho extracelulares acumulados en xantina mas un anién superéxido (02 radical libre de
oxigeno) Este reacciona consigo mismo formando peréxido de hidrégeno (H20,), el cual forma
una cascada de radicales libres de oxigeno que incrementa la potencia oxidante, lesionando la
célula por oxidacién de las membranas lipidicas y de las proteinas celulares.*%3

A nivel de la microcirculacidn se producen cambios durante la isquemia y reperfusion inicial que
llevan a que ciertas areas de tejido no se perfundan, produciéndose el fendmeno de no-reflujo.
Esto ocurre en parte debido al aumento del volumen celular por vacuolizacidn del citoplasma
generando protrusion celular hacia el lumen vascular, la activacion del sistema del complemento
que estimula la produccién de citoquinas proinflamatorias, la migraciéon y adhesién de leucocitos
al endotelio, la agregacion plaquetaria y el desbalance entre moléculas vasodilatadoras (NO:
oxido nitrico) y vasoconstrictoras. El rol del NO es variable, en niveles fisioldgicos tiene efecto
protector contra la lesién inhibiéndose la apoptosis, mientras que en niveles elevados el NO
induce la apoptosis ademas de participar en la adhesién de los neutrdfilos al endotelio y en la
agregacion plaquetaria.®



Capitulo 3

Experiencia clinica de la IIR en humanos

Higado

La isquemia con la subsecuente falta en el aporte de oxigeno y nutrientes es un fenémeno
inherente a la realizacidn de varios tipos de procedimientos quirurgicos que incluyen al higado.
Existen cirugias de higado como las hepatectomias, la remocidén de tumores hepaticos, el
trauma, la reconstruccién vascular, y el trasplante donde se producen situaciones clinicas en las
que el periodo de isquemia puede ser particularmente prolongado.

La maniobra de Pringle es la mas utilizada en estos casos para clampear el pediculo hepatico.
Descripta inicialmente como una interrupcién del flujo sanguineo a la vena porta y la arteria
hepdatica por medio de la compresién digital del pediculo hepatico en el ligamento
hepatoduodenal, presenta como beneficio principal el control de las hemorragias y del nimero
requerido de transfusiones. A partir del uso de esta maniobra, se observé que es factible
mantener la isquemia durante 60 minutos en higados sanos, incluso durante tiempos mas
prolongados en el caso del uso intermitente de la misma. La obstruccién del flujo sanguineo
puede ser extendido en forma segura por 120 minutos y tiene como limite los 300 minutos en
casos extremos. Permaneciendo seguros los 120 minutos para el caso de higados grasos con un
tiempo limite de 200 minutos en estos uUltimos. Los peores resultados se obtuvieron en los casos
de higado con esteatosis microvesicular moderada y severa.*¥

Los resultados del uso del PCl han demostrado una reduccidn en los niveles enzimaticos de
transaminasa glutamico oxalacética (TGO) y transaminasa glutamico piravica (TGP)®), junto a un
incremento en las variables de control respiratorio lo cual refleja la preservacion de la funcion
mitocondrial. En higados grasos se observé una disminucién del dafio histolégico, de los niveles
de TGO y TGP, mejor preservacion de la funcion hepatica y mejor supervivencia; adjudicandoles
cierto grado de proteccion.¥

Hepatectomias: Existen trabajos clinicos y experimentales que han demostrado que el clampeo
intermitente empleando la maniobra de Pringle es mejor tolerado que prolongados periodos de
isquemia continuos.>*”) Se realizdé un estudio en el que se empled el PCl (10 minutos de
isquemia seguidos de 10 minutos de reperfusiéon) por medio de la maniobra de Pringle
comparado con el grupo control, en pacientes a quienes se les realizd6 una hemihepatectomia
derecha o izquierda por diversas causas (lesiones benignas y/o malignas). Estos procedimientos
fueron realizados por medio de la oclusidn continua del flujo sanguineo, durante 30 minutos,
tiempo a partir del cual la injuria por isquemia se vuelve detectable en el higado humano.* Por
medio de este estudio, se demostrd por primera vez el efecto protector del PCl en el higado
humano, evidencidndose un descenso en los niveles de TGO y TGP medidos a las 24 horas luego
de la cirugia. Vale destacar que estas enzimas se consideran los marcadores mas sensibles de
injuria por isquemia hepatica.>*®

Un defecto importante del clampeo intermitente es el riesgo de sangrado durante cada periodo
de reperfusién al momento de seccionar el higado. Se ha documentado el doble de sangrado
durante la seccidn hepatica en pacientes a quienes se les practicd clampeo intermitente en
comparacién con el clampeo continuo.*”” En el caso estudiado de PCl previo a la
hemihepatectomia, el sangrado fue minimo, con muy pocos casos que requirieron transfusiones
y solo en el grupo control. Por lo que el PCI no solo protege contra la isquemia, sino que también
minimiza la pérdida hematica.



El higado enfermo es particularmente susceptible a la isquemia, obteniéndose peores resultados
en pacientes con higado graso que se someten a hepatectomias mayores bajo un periodo
prolongado de oclusion del flujo vascular. Es por esto que en el subgrupo de pacientes con
esteatosis leve a moderada (>20%), se alcanzdé un nivel mayor de injuria al primer dia
postoperatorio, determinada por los niveles de TGO y TGP, en los higados grasos versus los
higados no grasos. El PCl en estos higados grasos parece ser particularmente protector, con
niveles de transaminasas en suero menores a 260 UI/L al primer dia postoperatorio en cada
paciente.”®

Trasplante hepatico: Relacionado al trasplante hepatico existen distintos tipos de donantes,
entre ellos los donantes con criterios neurolégicos de muerte, donantes en asistolia y el donante
vivo. El donante en asistolia es aquel cuyo fallecimiento ha sido diagnosticado por criterios
circulatorios y respiratorios. Los injertos hepaticos procedentes de donantes en asistolia sufren
un periodo de hipoperfusidon e isquemia caliente antes de su extraccién, lo cual limita su
viabilidad para el trasplante y determina su baja utilizacidn. El interés en dichos donantes viene
determinado por su gran potencial como fuente adicional de drganos para trasplante dada la
escasez de los mismos. La donacién en asistolia consta de dos grupos, la donacién en asistolia
no controlada y la donacidn en asistolia controlada. Estos grupos se incluyen en la clasificacion
tradicional de Maastricht de los donantes en asistolia que describe cuatro categorias de las que
se destacan: 1. aquellos que sufren una parada cardiaca inesperada habitualmente fuera del
hospital (categoria de Maastricht ), y 2. aquellos que presentan una lesidn neuroldgica grave e
irreversible en los que la parada cardiaca se produce por la retirada del soporte ventilatorio
(categoria de Maastricht Ill). Debido a la experiencia de los grupos de trasplante que utilizan
injertos provenientes de donantes en asistolia y a una mejora en los criterios de seleccion, las
tasas de fallo primario del injerto se han reducido de forma importante. Sin embargo, la
aparicion de estenosis biliares no anastométicas, o colangiopatia isquémica, representa una
importante limitacidon de esta modalidad de trasplante. La lesidn isquémica del epitelio biliar
determina la presentacién subaguda de una clinica caracterizada por episodios repetidos de
colestasis, colangitis y abscesos hepaticos, que requieren hospitalizaciones repetidas,
procedimientos intervencionistas y, con frecuencia, acaban en la necesidad de un retrasplante.
Esta lesidén provoca que, si bien la supervivencia de los pacientes trasplantados es similar, la
supervivencia del injerto es inferior a la obtenida si se trasplantan injertos procedentes de

donantes convencionales. Para evitar esta lesidon, es necesario cumplir con unos tiempos
estrictos de isquemia en el donante.

El principal problema con estos donantes es la rapida degradacion de los drganos tras la parada
cardiorrespiratoria, lo que implica el empleo de métodos de preservacién para minimizar la
isquemia caliente. Una vez certificado el fallecimiento del donante y hasta la obtencion del
consentimiento familiar y judicial, se realizan una serie de técnicas para el mantenimiento del
donante. Inicialmente, los pacientes precisan del mantenimiento de la ventilacién mecanica y
masaje cardiaco externo, manual o mecdnico, intentando mantener una presion arterial por
encima de 70 mm Hg, un pH > 7 y una PO, > 100 mm Hg, se emplearia este método cuando el
tiempo estimado desde el diagndstico de muerte y la cirugia es menor a 30 minutos.

En un intento de recuperar el daio provocado por la isquemia caliente que sufren los donantes
en asistolia, se puede utilizar la perfusién regional abdominal en normotermia para restaurar el
flujo de sangre oxigenada a los rifiones, higado y pancreas, después de que se ha declarado la
muerte en dichos donantes con base en criterios cardiocirculatorios. Para realizar dicha técnica



se ha de aislar el territorio vascular de la regiéon abdominal mediante la oclusién de la aorta
supra-diafragmatica y utilizar un bypass cardiopulmonar (oxigenacion por membrana
extracorpdrea) que permita oxigenar la sangre combinada con distintos sustratos y soluciones
en un reservorio y retomarla mediante el uso de una bomba de perfusién. El periodo de
recirculacién normo-térmica en la regidon abdominal, tras un periodo de isquemia caliente,
permite restaurar los sustratos de energia intracelular, reducir los productos de degradacién de
nucledtidos y mejorar las concentraciones de antioxidantes endégenos en los higados
procedentes de donantes en asistolia.

Durante el procedimiento quirdrgico llevado a cabo en el receptor, en la fase anhepatica, se
debe estar pendiente de los cambios hemodindmicos tras el pinzamiento vascular a nivel de las
venas suprahepaticas, la acidosis metabdlica, el descenso del Ca*?, y la oligoanuria. Al
reperfundir el drgano se puede producir el sindrome post-reperfusién con caida de las presiones
arteriales y de las resistencias vasculares sistémicas y pulmonares superiores a un 30% durante
mds de cinco minutos, con el consiguiente aumento de la presién venosa central, patrones
moleculares asociados a patdgenos, presion de enclavamiento pulmonar (PCP) e indice cardiaco,
activacion de coagulacién con aumento del indice internacional normalizado, disminucion del
numero de plaquetas y agravamiento de la fibrindlisis, trastornos del ritmo cardiaco por
aumento brusco del K* plasmatico, disminucién de la temperatura corporal (de 1-2°C), acidosis
metabdlica, y un posible riesgo de embolismo aéreo y/o trombdtico debido al desclampeo, todo
ello provocado por la consiguiente llegada de restos de las soluciones de preservacién y
metabolitos hepdaticos acumulados durante las fases de isquemia fria y caliente. Como
consecuencia de todo ello, en la fase neo-hepdtica aumenta el riesgo hemorragico,
fundamentalmente por la combinacién del incremento de presiones venosas y el
empeoramiento de la coagulacion. A medida que el paciente recupera la estabilidad
hemodinamica, los trastornos metabdlicos desencadenados por la reperfusion del injerto se
normalizan sin necesidad de correccion farmacoldgica (no se recomienda corregir a no ser que
la inestabilidad persista). Las presiones endocavitarias permanecen no obstante elevadas, al
igual que el gasto cardiaco.

No existe en la literatura una definicidon estandarizada que permita el diagnéstico temprano de
la disfunciéon precoz del injerto hepatico, aunque algunos autores proponen diferentes
pardmetros con el fin de identificar dicha disfuncién. Se han propuesto cuatro grados de la
funcién inicial del injerto durante los primeros cinco dias postrasplante: 1° buena funcién, TGO
maxima 1.000 Ul/L y el tiempo de protrombina espontanea > 50%; 2° funcion justa, TGO 1.000
a 2.500 UI/L, y necesidad de apoyo de factor de la coagulacion < 2 dias; 3° disfuncidn severa
precoz, TGO > 2.500 UI/L, y necesidad de apoyo de factor de la coagulacién > 2 dias; y 4° falla
primaria del injerto, requiere retrasplante en un plazo de siete dias. Esta Ultima se trata de una
de las complicaciones mas graves del trasplante hepatico y se puede considerar como la forma
mas severa de la disfuncidn primaria del injerto. Se desconoce la etiopatogenia del fallo primario
del injerto, pero se asume una IIR en su forma mas extrema. La IIR que provoca el fallo primario
delinjerto se produce por una suma de varios factores de riesgo entre los que destacan: donante
afioso (pérdida de capacidad de regeneracion), macroesteatosis mayor del 30% (probable
exacerbacion del dafio de reperfusion por la interferencia del metabolismo lipidico), la isquemia
fria prolongada (se asume un 6% de aumento de disfuncidn primaria del injerto por cada hora
de isquemia fria), y donante de muerte circulatoria.!*?
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La insuficiencia renal en pacientes trasplantados hepaticos es una complicacién frecuente e
importante que condiciona la recuperaciéon postoperatoria y la supervivencia a corto y largo
plazo. La insuficiencia renal aguda aparece en las primeras semanas postrasplante con una
incidencia entre el 17-95%. Si bien los factores de riesgo que condicionan su apariciéon son
multiples, aquellos relacionados al periodo intraoperatorio juegan un rol importante. El clampeo
de la vena porta, arteria hepdtica y vana cava inferior interrumpe el retorno venoso de las
extremidades inferiores y del lecho esplacnico, con descenso del gasto cardiaco, presién arterial,
elevacidn de las resistencias vasculares sistémicas y reduccién de la perfusién renal, con el riesgo
posterior de desarrollo de insuficiencia renal aguda. Es por esto que durante el trasplante se
debe evitar la hipotensiéon, mantener el retorno venoso y manejar correctamente el aporte de
hemoderivados.?”

El PCI en donantes con criterios neurolégicos de trasplante hepatico ha dado como resultado
una reduccion de la lesién hepatica aguda indicada por un descenso en los niveles de TGO al
tercer dia del trasplante asi como una mejoria en la tasa de mortalidad al aio del posoperatorio
no estadisticamente significativa y una reduccién en la incidencia de la falla primaria del
injerto.??? Los niveles de TGO al tercer dia del procedimiento quirtrgico se correlacionan con
la tasa de mortalidad y la incidencia de pérdida del injerto, el requerimiento de soporte de
6rganos y la incidencia de infecciones y complicaciones postoperatorias.?)

Intestino delgado

La lIR intestinal se la encuentra en la clinica médica en casos como la cirugia de aneurisma de
aorta abdominal, el bypass cardiopulmonar, el abdomen agudo obstructivo por hernias
estranguladas, la isquemia mesentérica aguda, la enterocolitis necrotizante neonatal, y el
trasplante de intestino delgado, entre otros. De no ser prevenida en lo posible o tratada como
tal, esta puede conllevar un aumento en la tasa de morbimortalidad del paciente. Entre los
organos intraabdominales, el intestino es probablemente el mas susceptible a la lIR, ya que esta
compuesto de células que son muy labiles a la isquemia.?* Se ha demostrado que los enterocitos
que se encuentran en la punta de las vellosidades son las células mds sensibles a los episodios
de isquemia, quizas debido a su localizacién distal y terminal con respecto a la arteriola central,
con menor aporte de oxigeno en la regidn apical de las vellosidades en relacidn a las criptas. Esta
caracteristica anatdomica se evidencia con la aparicion del espacio subepitelial a los 15 minutos
aproximadamente del inicio de la isquemia y siendo mas pronunciado el mismo a los 30 minutos,
lo cual sucede como consecuencia del desprendimiento de las células epiteliales apicales
dafiadas junto con la contraccién simultdnea de las fibras musculares provenientes de la
membrana basal que se extiende hasta las puntas de las vellosidades.?® A su vez, las
caracteristicas pro apoptdticas de los enterocitos aumentan a medida que se acercan a la punta
de la vellosidad, donde ademas de sufrir apoptosis, son liberados a la luz intestinal. Hay
evidencia en que el desprendimiento de células epiteliales no necesariamente resulta en la
disrupcion del revestimiento epitelial. De hecho, luego de la reperfusién temprana la capa
epitelial con algunas células sueltas puede volver a unirse. Se ha establecido en ciertos estudios
que esto puede deberse a la acumulacidon de fibras de miosina de tipo no muscular (pMLC) en la
region basal de las células epiteliales sueltas que conducen a la constriccidn activa de las células
dafiadas por la isquemia en las puntas de las vellosidades, lo que resulta en una reduccion
drastica del tamafio de la herida. La combinacién de los mecanismos de velocidad de retraccion,
constriccién de las células dafiadas y el cierre del defecto epitelial mediado por pMLC resulta en
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la restauracidn morfoldgica del revestimiento epitelial a los 120 minutos de la reperfusién.
Mecanismo que a su vez podria estar involucrado en limitar el proceso inflamatorio y la
traslocacién bacteriana.®

A diferencia de los periodos cortos de isquemia seguidos de reperfusion, la isquemia prolongada
con reperfusidn del tejido genera que el revestimiento epitelial comience a desintegrarse
pasados los 45 minutos de isquemia intestinal. La lesién en las puntas de las vellosidades
continda durante la reperfusidn, y la apoptosis de estos enterocitos se vuelve particularmente
aparente a los 30 minutos del restablecimiento de la circulaciéon. Con el aumento en la duracién
de los periodos isquémicos la muerte celular ocurre en forma progresiva desde las vellosidades
hacia las criptas. No logrdndose recomponer el dafio ocasionado tras 120 minutos de
reperfusion en tejido expuesto a mas de 45 minutos de isquemia. La IIR puede generar entonces
un déficit en la capacidad de absorcién de nutrientes.?”

Cirugia de aorta abdominal: La disfuncion gastrointestinal no suele ser clinicamente aparente en
la fase del posoperatorio inmediato, sin embargo, puede contribuir a un incremento en la
morbilidad de estos pacientes a largo plazo. Tanto el clampeo adrtico como el déficit de
perfusidon producidos por la diseccién adrtica pueden desencadenar isquemia mesentérica con
la subsecuente IIR, traslocacidn bacteriana y respuesta inflamatoria sistémica. Periodos
prolongados de isquemia seguidos de eventos tromboembdlicos con oclusidon completa de las
ramas mesentéricas de la circulacidn esplacnica a menudo conducen a una isquemia intestinal
irreversible. La hipoperfusién esplacnica prolongada con una tolerancia reducida a la isquemia
puede ocurrir secundario a reparaciones endovasculares y revascularizacién incompleta
posterior a la reparacidn de disecciones. Y puede ser la causante de enlentecimiento intestinal
asociado a reflujo, absorcién nutricional incompleta, episodios frecuentes de estado metabdlico
anaerdbico con aumento del valor de lactato junto con distensién abdominal, y mas raramente
hemorragia intestinal. Usualmente se alcanza el diagndstico por una combinacién entre la
presentaciéon clinica y el uso de imagenes. La tomografia abdominal con contraste puede
demostrar la distensién de asas intestinales, el déficit de perfusion, y la presencia de depdsitos
de aire a nivel portal e intramural.?®

Isquemia mesentérica aguda (IMA): Al igual que en otras causas de IR intestinal la integridad de
la mucosa del intestino comienza a alterarse y a ser permeable a la flora residente a partir de la
interrupcién del flujo sanguineo. La interrupcidon prolongada del mismo puede generar la
acumulacidn del acido lactico, la pérdida de la homeostasis celular, necrosis, y desencadenar
una respuesta inflamatoria. La IIR secundaria a la interaccidén entre la sangre rica en oxigeno y la
presencia de radicales libres producidos localmente por la inflamacién, puede potenciar la
muerte celular. El infarto intestinal generalizado puede causar una respuesta inflamatoria que
desencadene la accidn de una tormenta de citoquinas y se manifieste como un sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica.?® De no ser tratada a tiempo, esta condicién puede producir
hipotensidn severa, causar injuria remota afectando érganos como el higado o los pulmones o
producir falla multiorganica, pudiendo llevar incluso a la muerte. Las complicaciones posteriores
al tratamiento de la IMA, como la falla respiratoria, la falla multiorgdnica, la sepsis, y el sindrome
de intestino corto afectan entre el 35-79% de los pacientes y se asocian a un incremento en la
mortalidad.%3%

Trasplante intestinal: En el trasplante de intestino en humanos se ha demostrado que la lIR es
practicamente inevitable durante el proceso de procuracion y reperfusiéon. Las especies
reactivas de oxigeno producidas por la xantino-oxidasa pueden dafiar la barrera mucosa
intestinal en forma directa o indirecta por medio de la activacion de polimorfonucleares y de la
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produccién de citoquinas por parte de las células endoteliales. Este daio en la barrera mucosa
da lugar a la traslocaciéon bacteriana, de endotoxinas, de fluidos, y cambios en la concentracion
de electrolitos transmembrana. De esta manera moléculas proinflamatorias alcanzan los
ganglios linfaticos mesentéricos y a partir de alli la circulacion general, pudiendo producir dafio
a otros 6rganos.3?

Ademas de la barrera fisica, el intestino presenta también una funcién de barrera inmunoldgica
para prevenir la traslocacidn bacteriana, presentando un rol importante las células de Paneth
localizadas en las criptas de Lieberkiihn. Estas células son sensibles a la microbiota y capaces de
responder a las amenazas bacterianas produciendo y liberando agentes proteicos
antimicrobianos al lumen, y por ende cruciales en limitar la traslocacién bacteriana. Las bacterias
al diseminar pueden producir sepsis, shock o falla organica multiple.?® La naturaleza secretora
de estas células las hace particularmente susceptibles al estrés del reticulo endoplasmatico,
producido, por ejemplo, por situaciones de hipoxia y estrés oxidativo que dan como resultado
la acumulacién de proteinas malformadas y la alteracidn de la homeostasis del reticulo. Durante
los periodos prolongados de isquemia seguidos de reperfusién se observd un evidente
incremento en el estrés del reticulo y las células de Paneth en humanos, que fue acompafiado
por apoptosis de estas células siendo liberadas al lumen de la cripta. La pérdida de las células de
Paneth es considerado un fendmeno que contribuye a las complicaciones inflamatorias e incluso
a la morbimortalidad relacionada a la lIR. Estas células han demostrado también ser cruciales en
brindar factores de crecimiento esenciales para la supervivencia de las células madre, siendo
estas Ultimas de importancia significativa en la regeneracién del epitelio intestinal sometido a
isquemia-reperfusion. 433

La traslocacion bacteriana fue reportada en el 44% de los pacientes pediatricos que fueron
sometidos a un trasplante intestinal. Es frecuente la afectacion del aparato respiratorio
pudiendo producirse la infiltracién pulmonar por neutréfilos lo que contribuye al desarrollo del
sindrome de distrés respiratorio agudo.®*

En un procedimiento de trasplante intestinal, la lesidn localizada en el intestino se puede dividir
en dos etapas, un tercio de la misma ocurre durante la isquemia y la mayor parte durante la
reperfusion. A las primeras 4 horas de la muerte encefdlica se producen los primeros cambios
estructurales mencionados como son el desprendimiento de la membrana apical de las
vellosidades vy la infiltracion del tejido por polimorfonucleares. De no emplearse medios de
preservacion como la hipotermia o las soluciones de preservacion, este dafio progresaria hasta
producirse lesiones de tipo irreversibles en el intestino delgado pudiendo comprometer la
viabilidad del injerto en el periodo pos-trasplante inmediato.®°

Por lo general, casi todos los donantes con muerte cerebral son considerados aptos para la
realizacion de una extraccion multiorgdnica, sin embargo, los injertos intestinales suelen
provenir de donantes muy seleccionados, ya que este es extremadamente sensible a la
isquemia, asi como a muchos de los sucesos que ocurren alrededor de los donantes de muerte
encefalica, por lo que se reduce notablemente el nimero de donantes dptimos para receptores
de intestino delgado. Los criterios de aceptacion y exclusidén son los siguientes: donantes jévenes
por lo general menores de 45 afios (los mayores de 45 afos suelen fallecer por enfermedad
cerebrovascular, lo que implica una afectacion ateroesclerética generalizada),
hemodindmicamente estables, sin episodios de parada cardiorrespiratoria, sin episodios
prolongados de hipotensidn arterial (TAS < 80 mm Hg), y si la hubo que no fuera duradera (< 10
minutos), bien oxigenados (PaO; > 95 mm Hg), y sin grandes aportes de drogas vasoactivas. Por
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ultimo, asegurar un tiempo de isquemia fria lo mas corto posible, preferentemente inferior a las
7 horas, y nunca superior a las 9 horas.®?

El injerto intestinal trasplantado se monitoriza por medio de biopsias endoscdpicas a través de
la ileostomia que se confecciona especificamente para tal fin. De este modo, el diagndstico
histopatoldgico permite identificar y graduar las principales patologias. Por protocolo, suelen
tomarse 2-3 fragmentos de la mucosa del ileon a 20 cm y a 10 cm de la ileostomia. También se
toman biopsias de todas las lesiones focales que se observen. Las muestras se tifien con
hematoxilina-eosina (H-E) y su resultado se lo correlaciona con la clinica del paciente.®*® En el
caso de la lesién por preservacidn-reperfusion se observan signos de isquemia aguda en la
mucosa que pueden variar en grado, desde solo edema y congestion a destruccion de las
vellosidades o, en su maximo grado, a hemorragia con necrosis coagulativa y destruccién total
de las glandulas. Existen escalas semi-cuantitativas (las cuales seran comentadas con detalle en
secciones siguientes del presente trabajo) que permiten determinar el grado de lesién intestinal
ante la IR, lo que permite al equipo médico conocer el estado del injerto trasplantado.®637

Rifidn

Los rifiones se ven afectados por la IR en seres humanos debido a diversas patologias, los
principales ejemplos son la cirugia cardiovascular, el trauma, el paro cardiaco con reanimacion,
y el trasplante renal.

Cirugia cardiovascular: Hasta el 30% de los pacientes sometidos a cirugia cardiovascular
desarrollan injuria renal aguda (IRA). Las guias KDIGO (del inglés, Kidney Disease Improving
Global Outcome) definen a la injuria renal aguda como un aumento en el valor de creatinina
sérica 2 0,3 mg/dl (= 26,5 umol/L) en las primeras 48 horas, o un incremento en la creatinina
sérica 2 1,5 veces el valor basal, el cual se produce en los primeros siete dias, o un volumen
urinario < 0,5 mL/Kg/hora durante seis horas. Uno de los motivos que lo explica es que estos
pacientes suelen compartir factores de riesgo en comun para el desarrollo de la misma.

Existen factores de riesgo no modificables como la edad avanzada, la hipertensién arterial, la
hiperlipidemia, y la enfermedad vascular periférica. Asi como factores de riesgo modificables
relacionados con el tipo de anestesia, el procedimiento quirdrgico y el mantenimiento en la
unidad de cuidados intensivos. Las caracteristicas inherentes a la cirugia cardiovascular, como
es el by-pass cardiopulmonar, el clampeo adrtico, el requerimiento de transfusiones, y el uso de
altas dosis de vasopresores aumentan el riesgo de IRA. Estos factores alteran la perfusion renal,
inducen ciclos de isquemia y reperfusion, aumentan el dafio oxidativo e incrementan la
inflamacidn renal y sistémica.

Los mecanismos que asocian la IRA a la cirugia cardiovascular incluyen la isquemia renal
perioperatoria, la injuria por reperfusidn, el estrés oxidativo y la inflamacidn consecuente. La
canulacién de la aorta y el clampeo de la misma favorecen la liberacién de émbolos hacia los
rifiones, pudiendo en tal caso exacerbar la isquemia e inflamacién. La inflamacidn renal y
sistémica elevan las concentraciones de citoquinas proinflamatoria en el posoperatorio, lo cual
se asocia al diagnéstico de IRA e incrementa la mortalidad de estos pacientes.®®

Trasplante Renal: El trasplante renal es el método de eleccidn para el tratamiento de pacientes
con enfermedad renal en etapa terminal. La IR puede generar funcion retardada del injerto y

respuesta aloinmune especifica, lo que eventualmente conlleva al rechazo agudo y nefropatia
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crénica del injerto.®® Existe un aumento en la incidencia de IRA, que puede ser en parte debido
a un incremento en el uso de donantes marginales con descenso en la tasa de filtrado
glomerular. El desarrollo de IRA posterior al trasplante renal conlleva un deterioro progresivo
en la funcién de las nefronas. Esta patologia es inducida por la IR y exacerbada por el uso de
drogas potencialmente nefrotdxicas como son los inmunosupresores inhibidores de la
calcineurina. Puede desarrollarse en cualquier momento posterior al trasplante, aunque mas
comunmente lo hace durante los primeros dias posteriores a la intervencién quirlrgica. La
funcidn retardada del injerto es una forma de expresion de injuria renal aguda que se caracteriza
por presentar sintomas como oliguria y se la puede definir como el requerimiento de didlisis
durante los primeros siete dias posteriores al trasplante. La incidencia de ésta en donantes con
criterios neuroldgicos de muerte ha aumentado a lo largo del tiempo a pesar del progreso en el
tratamiento del rechazo y se la relaciona a un riesgo incrementado de episodios de rechazo
agudo y a un descenso en la supervivencia a largo plazo del injerto.“>*? La capacidad del rifién
de resistencia y reparacion ante la injuria isquémica es altamente dependiente del nimero de
nefronas disponibles, y del grado de glomeruloesclerosis y ateroesclerosis preexistentes,
caracteristicas tipicamente asociadas con el incremento en la edad del donante. Es asi como se
ha sugerido una interaccidn significativa entre el tiempo total de isquemia, la edad del donante,
y la funcién del injerto, con mayor indice de retraso en la funcién del mismo en receptores que
recibieron rifiones provenientes de donantes afiosos.*34%

Utero

Trasplante de utero: El trasplante de utero en humanos actualmente es considerado un
procedimiento experimental. Se han realizado algunos programas y ensayos clinicos de
trasplantes tanto con donantes vivos como cadavéricos.*>*® No sélo han resultado exitosos en
lo relacionado al procedimiento quirudrgico, sino que también algunos receptores han sido
capaces de generar descendencia a partir de los Uteros trasplantados.*” Convirtiéndose este en
la Unica opcidn terapéutica para madres con infertilidad o ausencia uterina que desean gestar a
su propio hijo. En estos casos la lIR es un problema a tener en cuenta tanto en los donantes vivos
como en los donantes con criterios neurolégicos de muerte, y no se han determinado aun los
tiempos éptimos de isquemia fria e isquemia tibia, aunque se ha demostrado por medio de
algunos estudios la resistencia de células de miometrio a la isquemia fria,"’~® por lo cual la
consideracion inicial es la de limitar los tiempos de isquemia, siendo este uno de los escasos

beneficios del empleo del donante vivo. La proximidad y el momento oportuno de implantacion
del drgano proveniente de un donante vivo resulta en una disminucién del tiempo de isquemia
fria, lo que reduce el riesgo de lIR. Y, por ende, de rechazo agudo y crénico.®V
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Capitulo 4

Estrategias de atenuacién de la IIR

Hipotermia

La hipotermia enlentece la actividad enzimatica disminuyendo los requerimientos tisulares de
oxigeno. Es de gran utilidad en la preservaciéon de dérganos ya que disminuye el nivel de
degradacion enzimatica intracelular de componentes celulares esenciales para la viabilidad del
drgano. La hipotermia no detiene el metabolismo, sin embargo, enlentece el nimero de
reacciones enzimaticas y la muerte celular, hasta que finalmente el érgano deja de funcionary
pierde viabilidad.®*? No solo se ha demostrado que enfriando el 6rgano de 37°C a 2-4°C se puede
prolongar el tiempo de preservacion,®® sino que ademas es posible alargar aiin mas los tiempos
si a esto se le suma una solucién de preservacién. En contrapartida, la congelacién no es util
para la preservacion de drganos porque favorece la produccién de cristales de hielo que lesionan
la célula.

Soluciones de preservacion

Con el fin de alcanzar la hipotermia tisular se utilizan soluciones de preservacidn frias las cuales
se infunden por via arterial previo a finalizar la extraccion organica. De este modo es posible
lograr un enfriamiento homogéneo del 6rgano, realizar un lavado con arrastre de elementos
formes, isoaglutininas y factores de coagulacion que afectan el flujo normal de la
microcirculacién al momento de la reperfusién.

La composiciéon de las soluciones de preservacion facilita el control de los cambios bioquimicos
desarrollados durante la preservacion en frio y el periodo de isquemia, manteniendo la
viabilidad del 6rgano.®*

Las funciones que debe cumplir una solucidn de preservacidn son:

- Prevenir el desequilibrio electrolitico y la acidosis intracelular.
- Prevenir el edema celular e intersticial.

- Proporcionar sustratos para el metabolismo energético celular.
- Reducir el dafio oxidativo por radicales libres.

Precondicionamiento isquémico (PCl)

El PCl surge inicialmente en protocolos disefiados para el estudio de la isquemia en el miocardio.
Murryy col. llevaron a cabo un experimento que demostré que la induccion de isquemias breves
separadas por periodos de reperfusion reducia el tamafio de la necrosis ocasionada por una
isquemia posterior sostenida a nivel cardiaco. A partir de este momento Murry acuiié el término
precondicionamiento isquémico definiéndolo como un respuesta rapida y adaptativa a una
isquemia breve, que enlentece la tasa de muerte celular durante un periodo de isquemia
prolongada.®®

Es importante la duraciéon de las fases del ciclo de PCl para el gatillamiento de los mecanismos
que median la proteccién. En higado, por ejemplo, los periodos de isquemia de 5 a 10 minutos
son efectivos mientras que periodos de 2, 15, 20 y 30 minutos no lo son. Siendo un periodo Unico
de isquemia y reperfusion suficiente para inducir hepatoproteccion. El PCl, de esta manera,
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mejora la funcién del higado disminuyendo los niveles de enzimas hepaticas, incrementando el
flujo biliar y reduciendo los niveles séricos de TNFa. A su vez contribuye a una disminucién
significativa de la necrosis hepatica.(®%°6-58

El intestino delgado es quizas el drgano mas sensible a la lIR. Sin embargo, a nivel experimental,
el PCI del mismo ha demostrado mejorar la perfusion y oxigenacidon microvascular, logrando
disminuir la lIR. El aumento de los valores séricos de LDH, empleado como marcador de dafio
intestinal, ha demostrado ser reducido por medio del PCl, asi como la escala de dafio
histopatoldgico del intestino delgado donde se evidencié una mejoria en los valores con dicho
tratamiento. El tiempo de PCl de 10 minutos de isquemia seguidos de 10 minutos de reperfusién
demostré ser efectivo generando efectos protectores contra la IIR intestinal en modelos
experimentales. A su vez, el PCl intestinal contribuye a la preservacién de la funcion de barrera,
disminuyendo los efectos nocivos que conlleva la traslocacidon bacteriana, y aplicado al
trasplante de intestinos tratados con PCl se obtiene una menor respuesta inflamatoria y lesién
de érgano remoto demostrado en ratas.°%

En rindn se ha comprobado que un periodo Unico de PCl de 15 minutos de isquemia seguidos
de 10 minutos de reperfusion protege tanto contra la isquemia caliente como contra la isquemia
fria a nivel histoldgico y funcional.®® E| PCI renal ha demostrado tener un efecto protector en el
rifién, ya que genera una disminucién en los valores séricos de urea y creatinina, asi como
también en el dafio demostrado a nivel histopatoldgico luego de la IIR.®)

No existen practicamente trabajos de investigacién que estudien los efectos del PCl en utero,
aunque es posible citar un protocolo en el cual se aplicé PCl por medio de clampeo de la arteria
uterina durante tres ciclos de 10 minutos de isquemia y 10 minutos de reperfusién obteniéndose
muestras de endometrio previo y posterior al precondicionamiento. Este tejido fue fragmentado
para luego implantarse en la membrana corioalantoidea de embrién de pollo, habiéndose
observado un aumento en la expresion de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
favoreciendo también la angiogénesis en el grupo PCl y disminuyendo la apoptosis de los
implantes.®®

Los antecedentes descritos anteriormente permiten dilucidar que la IIR ha sido y es
actualmente, un tema de relevancia para la medicina y, sobre todo, en el drea de los TOS. La
experiencia acumulada, tanto a nivel experimental como clinico, muestra efectos beneficiosos
del PCI cuando se aplica a un érgano en cuestién. Sin embargo, no se ha considerado hasta el
momento, un tratamiento de PCl que abarque la totalidad de, al menos, los érganos
abdominales para trasplante. Habiendo considerado la necesidad de precondicionar los érganos
abdominales en conjunto a los fines practicos para los procedimientos de ablacién en los
operativos de procuracion de drganos sélidos para trasplante en humanos y teniendo en cuenta
los antecedentes bibliograficos, donde se obtuvo como resultado protector un tiempo similar,
aplicando el PCl en forma particular a cada drgano, se establecié como tiempo adecuado para
el precondicionamiento isquémico abdominal multiorganico (PCIAM) en la presente tesis unos
10 minutos de isquemia sumados a 10 minutos de reperfusién.
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Capitulo 5

Obijetivos de la Tesis

General:

Evaluar los efectos del precondicionamiento isquémico abdominal multiorganico
(PCIAM), como estrategia para reducir el dafio por isquemia-reperfusién en roedores.

Especificos:

Determinar la factibilidad de un protocolo de PCIAM en ratas.

Establecer si el PCIAM atenua el dano ocasionado por la injuria por isquemia-
reperfusion en higado, intestino delgado, rifién y utero en diferentes modelos
experimentales en ratas.

Desarrollar la técnica de Bishop Koop (BK) en ratas.

Evaluar la aplicacién de la técnica de BK al estudio de patologias de intestino delgado y
grueso en ratas.

Hipdtesis:
1. EIPCIAM disminuye la IIR ante episodios de isquemia prolongada en el tejido hepatico,
intestinal, renal y uterino en ratas.
2. Latécnica de BK es aplicable a las ratas.
3. Latécnica de BK es util para el estudio de patologias intestinales en ratas.
4. Latécnica de BK permite reducir el nimero de ratas necesarias para la investigacion de

patologias intestinales.
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Capitulo 6

Procedimientos quirurgicos

En el transcurso de esta secciéon del manuscrito se describirdan en detalle los procedimientos
quirargicos experimentales de IR en diferentes érganos, PCIAM, trasplante renal y BK utilizados
para el desarrollo de la presente tesis doctoral.

Todos los procedimientos quirurgicos se realizaron utilizando anestesia inhalatoria (Isoflurano
al 5% para su induccion y al 2% para su mantenimiento). Como analgésico se administro
Lidocaina y Tramadol (10 mg/Kg) este ultimo cada 12 horas, Ceftriaxona (65 mg/Kg) como
profilaxis y antibioticoterapia cada 24 horas. También se aplicaron 5 ml de solucidn fisiolégica
por via subcutdnea. Y previo al clampeo vascular se administré Heparina 50 Ul intraperitoneal.
Se empled una manta térmica durante todo el procedimiento, a fin de controlar la temperatura
corporal del animal.

Los protocolos de estudio fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de La Plata (Numeros de Protocolo: T05-02-2016; P01-03-2021). Ajustandose los
mismos a las normas éticas de tratamiento humanitario locales e internacionales que deben
aplicarse a los animales vertebrados que se utilizan en investigacidon biomédica.

Precondicionamiento isquémico abdominal multiorganico (PCIAM)

Se realiza una incision mediana xifopubiana a través de la piel y la linea alba, se colocan
separadores a ambos lados de la pared abdominal y se lateraliza el intestino delgado. Con
maniobras romas, utilizando hisopos, se diseca la aorta abdominal en su porcidn mas proximal
identificando a este nivel el origen del tronco celiaco. Localizado el mismo, se diseca por encima
de este la cara posterior de la aorta abdominal, empleando una pinza delicada. Espacio en el
cual se progresa luego el clamp vascular.

Imagenes 1 y 2: Anatomia vascular abdominal en ratas y procedimiento de PCIAM. 1. Origen del tronco
celiaco (CT) en arteria aorta abdominal (AA). 2. Clampeo de AA por encima del CT. PV: vena porta, SV:
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vena esplénica, RA: arteria renal, VC: vena cava, D: duodeno, SMV: vena mesentérica superior, SMA:
arteria mesentérica superior, L: higado, HA: arteria hepatica.

Clampeo de pediculo en higado

Se realiza una incision xifopubiana y se colocan separadores a ambos lados de la pared
abdominal. Se separan las asas de intestino delgado y se diseca con maniobras romas con el uso
de hisopos la vena porta y arteria hepatica. Esta ultima se localiza paralela a la arteria aorta
abdominal préxima al nacimiento del tronco celiaco. Se emplean dos clamps vasculares para el
clampeo de la vena porta y arteria hepatica en simultaneo.

Imagenes 3 y 4: 3. Diseccion del pediculo hepatico. 4. Clampeo del pediculo hepatico.

Clampeo de pediculo en intestino delgado

Abierta la cavidad abdominal, se lateraliza el intestino delgado hacia la izquierda del animal y se
diseca con maniobras romas la aorta abdominal en el origen de dicho pediculo, localizando la
arteria mesentérica superior (AMS). Por lo general esta no requiere gran diseccion. Se clampea
la misma con un clamp vascular.
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Imagenes 5y 6: 5. Diseccion de arteria mesentérica superior. 6. Clampeo de arteria mesentérica superior.

Clampeo de pediculo en rifiones

Se aborda la cavidad abdominal, y se movilizan las asas de intestino delgado hacia la izquierda
del animal. Con hisopos se emplean maniobras romas para identificar y disecar el pediculo renal
derecho. Se completa la diseccidn de la cara posterior de la arteria con una pinza delicada. Una
vez completo, se llevan las asas delgadas hacia la derecha y se repite el procedimiento para el
pediculo renal izquierdo. Se emplean dos clamps vasculares para el clampeo de las arterias
renales izquierda y derecha en simultaneo.

Imagenes 7 y 8: 7. Diseccidon de pediculo renal derecho. 8. Clampeo de pediculo renal derecho.

Clampeo de pediculo en cuerno uterino derecho

Una vez abordada la cavidad abdominal por una incisidn mediana, se desplazan las asas
intestinales hacia la izquierda del animal. Se identifica el cuerno uterino derecho en su unidn
con el ovario homolateral. A su vez se diseca la arteria iliaca derecha inmediatamente proximal
a su nacimiento y se colocan clamps en dichos sitios en forma simultanea.
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Imagenes 9y 10: 9. Cuerno uterino derecho. 10. Clampeo simultdneo de la unidn del cuerno uterino
derecho con el ovario, y de la arteria iliaca homolateral.

Trasplante Renal

Cirugia del donante - Extraccion renal

Se inicia con una laparotomia mediana con extensién hacia el flanco izquierdo (Imagen 11). Se
diseca la AA hacia proximal y distal del pediculo renal izquierdo. Se identifican vasos adrenales
y se coagulan, luego se realiza una diseccion digital del reborde renal levantandose el mismo. Se
diseca y repara el uréter con una ligadura (Imagen 13). Se identifican y coagulan los vasos
gonadales homolaterales y los vasos lumbares. Se separan AO y vena cava (VC) entre si, ligando
y seccionando entre ambas los vasos gonadales contralaterales. Posteriormente se colocan
cuatro reparos en AO y VC tanto hacia proximal como distal al pediculo renal (Imagen 12). Se
administran 50 Ul de heparina intraperitoneal y se ligan AO proximal, AO distal y VC distal en
dicho orden. Se realiza el lavado del érgano con solucion de Ringer Lactato a 42C por arterio-
puncién hasta que el drgano se torne de tono palido homogéneo. Se anuda la cuarta ligadura en
VC proximal, se secciona la vena renal y se completa el lavado. Por ultimo, se seccionan AO
proximal, AO distal, y uréter.(®57%

2cm

|1

|o

Imdgenes 11; 12; y 13: 11. Anatomia renal izquierda posterior a laparotomia inmediata. 12. Reparos con
ligaduras de AO y VC. 13. Rifién izquierdo al momento de la extraccidn con ligadura de reparo en uréter.
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Para la curva de aprendizaje se realizd el procedimiento en 5 ratas Sprague Dawley machos. Se
registrd el tiempo quirdrgico desde su
inicid hasta la finalizacién del mismo, y se
asignd un valor de 1 a 10 para el estado
macroscépico del érgano posterior al 1 50°
lavado (Tabla 1).

Rifién| Tiempo Fotos Valor

7/10

Resultados: En los 5 casos se completé la 2 45
extraccién del rifidn luego del lavado con
solucidén fria. La principal complicaciéon

fue el lavado insuficiente de la corteza )
renal, este debido a la falta de 3 43 8/10

g

coagulacién de algin vaso lumbar. El
valor asignado al aspecto macroscdpico
presentd una X 7,6 + 1,14, con una moda 4 39°
de 8.

6/10

A

5 35 9/10

Tabla 1: Curva de aprendizaje en 5 casos de
extraccion renal identificando el tiempo
quirargico y el valor del aspecto macroscopico del rifién extraido en cada caso.

Cirugia del receptor — Trasplante renal heterotdpico aislado

Inicia con una laparotomia mediana y la extraccion de ambos rifiones nativos. El injerto se
implanta por medio de una anastomosis termino lateral con nylon monofilamento 9-0 entre la
vena renal del injerto y la VC del receptor, asi como entre la AO del injerto y la AO del receptor.
Al liberar los clamps se evalla la calidad de la sutura por medio de la coloracién del injerto y una
correcta hemostasia. Se finaliza con una anastomosis término lateral uretero-ureteral con nylon
monofilamento 10-0.(67%

Técnica de Bishop Koop (BK)

Introduccidn: Considerado de vital importancia en el plano cientifico experimental el término de
“las tres R’s de la técnica humana” formulado por los ingleses Russell y Burch en The Principle
of Humane Experimental Technique. Este hace referencia a la idea de reemplazar, reducir y
refinar. Donde reemplazar se refiere a la sustituciéon de animales conscientemente superiores
por el uso de materiales insensibles, reducir implica la disminucion en el nimero de animales
empleados para obtener informacion de cierta cantidad y precision, y el refinamiento
consistente en la disminucién de la incidencia o gravedad de los procedimientos inhumanos
aplicados a los animales que aun deban utilizarse.’? Se decidié llevar adelante un protocolo
experimental en ratas a partir del cual por medio del empleo de una técnica quirdrgica probada
en humanos”3®Y fuese posible obtener como resultado el uso de un menor nimero de
animales, a fin de recabar los datos suficientes que respondan a la investigacidn en cuestién y
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gue por medio de la maximizacidn de la informacion obtenida en un animal se pudiese entonces
disminuir o limitar potencialmente el uso de estos, sin comprometer su bienestar.

La técnica quirtrgica de BK 2 se trata de una derivacion intestinal empleada actualmente en la
actividad clinico-quirdrgica especialmente en pacientes pedidtricos con antecedente de ileo
meconial 788384 y sindrome de intestino corto.’*”® Esta técnica consiste en la confeccién de un
ostoma a nivel del intestino delgado manteniendo funcional el transito intestinal.

Obijetivo: Aplicar la técnica quirurgica de derivacion intestinal descripta por Bishop y Koop
empleando un protocolo de modelo experimental con el fin de evaluar su aplicabilidad en ratas.
Teniendo presente la utilidad de este método para el estudio de los efectos de la lIR en intestino
delgado y de otras patologias.

Materiales y Métodos: Se emplearon 10 ratas Sprague-Dawley (peso 379,3 + 37 gr). Los animales
fueron divididos en dos grupos, en el primero se empleé la técnica aplicada a intestino delgado
(ID) n=5y en el segundo sobre intestino grueso (IG) n=>5.

Se llevd a cabo un monitoreo clinico diario posterior al acto quirdrgico que incluyd pesaje de
cada animal y evaluacién de signos de dolor o disconfort. Entre los signos que se tuvieron en
cuenta en cada evaluacion se incluyeron la presencia o ausencia de piloereccién, el cambio en
la coloracién de mucosas, la presencia de deshidratacién, secrecidén ocular, presencia de diuresis
y catarsis, corroborando en esta ultima las caracteristicas de la misma. Se exploré a su vez la
vitalidad de la ostomia y cicatriz, como asi también el estado del abdomen por medio de la
palpacion. De este modo se adjudicé un valor a cada item estableciendo un score.

El procedimiento comparte las mismas caracteristicas en lo relacionado al tipo de anestesia,
analgesia y tratamiento antibidtico utilizados en los protocolos quirdrgicos previos. Se
proporcioné agua y alimento a demanda previo al acto quirdrgico. En el posoperatorio
inmediato, dieta blanda (gelatina), la cual se continué durante 48 horas, y a partir del segundo
dia se retomd la dieta habitual.

Técnica quirurgica: Luego de logrado el plano anestésico se aborda el abdomen por medio de
una incision xifopubiana para lo cual se emplea tijera,
incidiendo piel y linea alba por separado. Se realiza una rapida
semiologia de la cavidad abdominal y se identifican las asas de
intestino delgado. Luego de coagular los vasos mesentéricos
del area en cuestidn, se realiza una seccién completa del asa
delgada a unos 15 cm de la valvula ileo-cecal. El asa proximal
se anastomosa a la distal por medio de una anastomosis
termino-lateral. Mientras que el cabo distal es abocado a la
pared abdominal por medio de la confeccidn de una ostomia.
La enteroanastomosis se realiza con una sutura transparietal
continua de polipropileno 7-0 (Imagen 16, y Grafico 1C). La
ileostomia (Imagen 14) se confecciona con puntos cardinales
simples del mismo tipo de sutura que incluyen npiel,
aponeurosis y todas las capas de la pared intestinal. Imagen 14: lleostomia
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El procedimiento en intestino grueso comparte los mismos pasos iniciales. Se movilizan las asas
delgadas hacia la derecha del animal y se localiza el colon descendente. Se incide sobre la fascia
del mismo en todo su trayecto desde el recto hasta unos centimetros sobrepasando el angulo
esplénico a fin de lograr una mejor movilizacién. Proximo a este angulo se realiza la transeccion
del intestino previa coagulacion del meso en dicho sitio con bipolar. De estar presente, se vacia
el contenido intestinal proximal a la incisién por compresidn con un hisopo con cuidado especial
de no verter el mismo en la cavidad. Se miden unos 5 cm aproximadamente desde el sitio de
transeccién hacia distal para realizar a continuacion la anastomosis colo-colénica término lateral
con la misma técnica empleada para intestino delgado (Imagen 18, y Grafico 1C). Para finalizar
se cierra la pared y se confecciona la colostomia con la misma técnica y material de sutura
empleado en intestino delgado.

A su vez, a un grupo de animales (n=3) se les realizé la técnica de Santulli. Este procedimiento
es similar al de BK, con la diferencia que luego de seccionar el intestino delgado el cabo proximal
se ostomiza, y se realiza la anastomosis entero-enteral latero-teminal con el cabo distal (Imagen
17, y Gréfico 1C).%%

Imagenes 15; 16; 17; vy 18: 15. Sistema digestivo normal de la rata. 16. Técnica de BK aplicada a intestino
delgado. 17. Técnica de Santulli. 18. Técnica de BK aplicada a intestino grueso con colostomia izquierda.

Toma de muestras: Se obtuvieron muestras de intestino de aproximadamente 1 cm de tejido
circular desde el ostoma (asa derivada). Los tiempos de muestreo fueron primero a los 7 dias
del posoperatorio y un segundo muestreo al momento del sacrificio a los 14 dias del mismo.

Las muestras de intestino delgado se analizaron con el indice vellosidad/cripta mediante el
software FIJI® y e| score de Park/Chiu®®3? (score: 0, mucosa normal; 1, espacio subepitelial en
la punta de la vellosidad; 2, espacio subepitelial extendido a toda la vellosidad; 3, erosién de
eritrocitos; 4, vellosidades denudadas; 5, pérdida de vellosidades; 6, infarto de criptas; 7, infarto
mucoso; y 8, infarto transmural). Mientras que el dafio histopatoldgico de las muestras de colon
se determiné a través del Indice de Actividad Histopatoldgica (HAI).®7# E| cual registra dos
sistemas por separado, evaluando dafio epitelial e inflamacién. Al dafo epitelial se le asigné un
valor de 0 para ninguno, 1 para pérdida minima de células caliciformes, 2 para pérdida extensa
de células caliciformes, 3 para pérdida extensa de células caliciformes y minima pérdida de
criptas, y 4 puntos para pérdida extensa de criptas; el infiltrado obtuvo un score igual a 0 para
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ausencia de infiltrado celular, 1 para infiltrado alrededor de la base de las criptas, 2 para
infiltrado en la muscular de la mucosa, 3 para infiltrado extenso en la muscular de la mucosa con
edema, y 4 puntos para el infiltrado en submucosa. Las muestras fueron evaluadas a doble ciego
y el HAl se calculé como la suma del score de dafio epitelial y el de infiltrado, se obtiene de este
modo un rango entre 0 y 8 puntos para muestras sin afectacion hasta una colitis severa.

Analisis estadistico

El estudio comparativo entre los grupos se realizd utilizando métodos no paramétricos. Un
analisis estadistico de varianza utilizando el Test de Kruskal-Wallis corregido por el Test de Dunn
de comparacién multiple; o Test de Student seguido por Test de Mann-Whitney, como en el caso
del analisis del score de Park/Chiu. Los resultados se expresaron como media o mediana segun
correspondiese y su respectivo desvio standard. Las diferencias entre las mismas fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando P<0.05. Estos datos fueron evaluados
empleando el software de GraphPad (version 8.0; San Diego, CA, USA).

Resultados: El porcentaje de supervivencia fue del 100%. EI maximo descenso de peso se
observo aproximadamente a los diez dias del posoperatorio (x 10,6% + 3,9 para el grupo ID; X
11,17% * 1,47 para el grupo IG). Luego de lo cual comienzan a ganar peso, produciéndose un
ascenso en la curva al momento del sacrificio. Los animales sujetos a la técnica de Santulli
presentaron un descenso considerable del peso corporal, valores suficientes para aplicar el
criterio de endpoint (Grafico 1A). No se observaron complicaciones asociadas al método,
habiéndose obtenido un score clinico igual a cero en todos los casos de BK (n=10) en los primeros
dias posoperatorios (POP). Se observé moderada piloereccidon durante las primeras 48 horas
luego de la cirugia de BK con una excelente recuperacién hacia el tercer dia POP. No asi, en el
caso de Santulli, ya que dicho score empeora considerablemente los primeros dias del POP
(Grafico 1B). Estas ratas presentaron moderada piloereccion, moderada secrecidon ocular,
moderada letargia, postura antdlgica, y excesiva pérdida de contenido intestinal por la ostomia;
lo cual sumado al descenso del 20% del peso nos instd a considerar el criterio de enpoint
humanitario como fue mencionado. El analisis histopatoldgico de intestino delgado no demostré
cambios en la relacién vellosidad/cripta®® (Gréfico 2B) lo cual sugiere la ausencia de alteraciones
mayores en cuanto a la morfologia. Lo mismo se evidencia al analizar el score de Park/Chiu, el
cual presentd un valor promedio igual a 1 con un valor maximo de 3 en su escala tanto en la
porcién del asa derivada, como también en la proximal y distal a la anastomosis (Grafico 2C).
Grados compatibles con lesiones de tipo reversibles. Las muestras de intestino grueso
demostraron alteraciones del epitelio y un aumento en la infiltraciéon linfocitaria, esto puede
estar relacionado al cambio en las condiciones aerdbicas en el lumen coldnico, pudiendo
potencialmente modificar la microbiota (Grafico 3).
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Gréafico 1: A. Porcentaje de variacidén del peso corporal durante los dias del posoperatorio (POP) en los
grupos de BK en intestino grueso (IG) e intestino delgado (ID), asi como en Santulli. B. Score clinico en los
tres grupos de estudio durante el POP. C. Representacion esquematica de BK-IG (naranja), BK-ID (azul), y
Santulli (verde).
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Gréfico 2: A. Zonas de muestreo en intestino delgado en BK, incluye asa proximal (AP), asa derivada (AD),
y asa distal (Distal) en relacién a la entero-anastomosis. B. Relacién vellosidad/cripta (V/C) en AD al 72 dia
y al 142 dia posoperatorio en AD, AP y Distal. C. Score de Park/Chiu en mismas muestras.
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Imagen 19: Scores de Park/Chiu 0, 1 (edema subepitelial en punta de vellosidades), y 5 (pérdida
de vellosidades) en muestras histopatoldgicas de intestino delgado en imagenes |, Il, y llI
respectivamente. (H-E, Obj. 20x)

Imagen 20: Diferentes grados de HAI observados (pérdidas de criptas) en las muestras
histopatoldgicas de colon. (H-E, Obj. 10x)

Conclusiones: La técnica quirurgica de BK empleada ampliamente en la préctica clinica pediatrica
como opcidn terapéutica en casos seleccionados, es factible de ser realizada en roedores tanto
en intestino delgado, asi como en intestino grueso. Mediante la misma se conserva el transito
intestinal que hace posible la obtencion seriada de multiples biopsias del érgano en un mismo
animal por medio de un procedimiento sencillo y con el franco beneficio de prolongar la
supervivencia del roedor en estudio. El modelo desarrollado puede ser de utilidad para el
estudio de patologias inflamatorias del tracto gastrointestinal con la ventaja de permitir la toma
de muestras y/o administracion, en forma directa, de tratamientos a nivel intraluminal. En
relacidn a la técnica de Santulli, se debe considerar la excesiva pérdida de contenido entérico a
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través de la ostomia lo cual repercute considerablemente en un deterioro clinico de los
animales.

Aplicacion del modelo de BK

BK para el estudio de la IIR intestinal

Objetivo: A partir de los resultados alentadores de la experiencia anterior y habiendo
corroborado la aplicabilidad del empleo de la técnica de BK en ratas, se decide implementar un
protocolo de IIR focalizado al asa intestinal delgada derivada. Teniendo en cuenta la utilidad del
modelo para la obtencion de biopsias seriadas intestinales del drgano sometido a isquemia para
su andlisis posterior, siendo esto imposible de llevarse a cabo en otros modelos de investigacion,
requiriendo sacrificar al animal al momento del muestreo y necesitando una mayor n para la
obtencidon del mismo nimero de muestras a distintos tiempos. Se intenta de este modo reducir
el nimero de animales necesarios a fin de obtener un muestreo seriado multiple de biopsias
intestinales en un mismo roedor. De los estudios experimentales focalizados en patologia de
intestino delgado la IIR es un modelo de interés en la actualidad.®*1%

Materiales y métodos: Se emplearon ratas Wistar hembras (peso 221 + 13 gr). A las mismas se
les proporciond agua y alimento a demanda previo al acto quirurgico. La anestesia inhalatoria y
analgesia fueron las mismas aplicadas al modelo experimental previo. Todas las ratas recibieron
heparina 50 Ul intraperitoneal previo y posterior al clampeo vascular. La temperatura corporal
fue controlada por medio de una manta térmica. Se establecié un grupo BK+IIR (n=5) al cual se
le realizd la técnica de BK con clampeo selectivo del asa intestinal derivada, que consistié en
unos 60 minutos de isquemia seguidos de reperfusién. Un segundo grupo de BK+PCIAM (n=3)
consistido en aplicarles el protocolo de PCIAM (10 minutos de isquemia y 10 minutos de
reperfusion) previo a la isquemia de 60 minutos selectiva del asa derivada intestinal. Se
incluyeron como grupos control, el grupo BK (n=5) al cual se le realizd la técnica de BK sin
isquemia ni precondicionamiento; y el grupo OAMS (n=20) que incluye solo isquemia por
oclusion de la AMS durante 60 minutos y reperfusién con muestreo posterior.

Se obtuvieron muestras seriadas del asa derivada en los grupos BK; BK+IIR; y BK+PCIAM de
aproximadamente 1 cm de intestino: TO (al inicio), T1 (30 minutos post-reperfusién), T2 (a los
60 minutos), y T3 (a las 24 horas). (Gréfico 4) En el grupo OAMS las muestras se obtuvieron del
ifleon aproximadamente a unos 15 cm de la unidén ileo-cecal. Se realizd un andlisis
histopatoldgico con el objetivo de establecer el grado de dafio por isquemia reperfusidn a partir
del score de Park/Chiu, siendo necesario un animal por tiempo de muestreo en este grupo. A fin
de evaluar la capacidad absortiva del asa derivada, al cumplirse una semana del posoperatorio
se realizé una prueba de absorcion de glucosa. Para la misma se utilizd una solucién concentrada
de glucosa (2 gr/kg) diluida en solucidn salina la cual se administré por la ostomia del asa
derivada (Imagen 21). El grupo OAMS recibié la solucién de glucosa intraluminal. Se
establecieron valores de glucemia empleando un medidor de glucemia Accu-Chek (Roche)
inmediatamente previo a su administracidn (basal), a los 15 y a los 30 minutos posteriores. Las
gotas de sangre se obtuvieron por medio de puncién de la cola del animal.*%?
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Gréfico 4: Tiempos de muestreo de biopsias intestinales, en grupos de BK+IIR (A) y BK+PCIAM (B).

Se establecié como tiempo de isquemia 60 minutos, ya que segun la bibliografia es un tiempo
suficiente para generar un dafio por isquemia reperfusiéon evidenciable por medio de la
histopatologia. (102103

Los animales fueron evaluados con el mismo seguimiento clinico de la experiencia previa
identificando posibles signos de malestar o disconfort, realizdndose pesaje diario y valorando
posibles complicaciones identificables en el posoperatorio inmediato y alejado.

Imagen 21: Administracidon de glucosa a través de
ileostomia para realizar prueba de absorcion.

Procedimiento quirurgico de BK+IIR: Se inicia el
abordaje abdominal del mismo modo descripto
en la técnica quirurgica previa. Se miden 25 cm
hacia proximal desde la unién ileo-cecal y a dicho
nivel se coagulan selectivamente los vasos del
meso para luego realizarse una transeccion del
asa intestinal (Imagen 23). Se vacia el contenido
intestinal préximo al extremo del cabo proximal por medio de su desplazamiento por
compresion externa con un hisopo y empleando una gasa para no contaminar la cavidad
abdominal. Se mide desde el borde del cabo distal 15 cm con el fin de identificar el sitio donde
se realizard la anastomosis ileo-ileal término-lateral a nivel del borde antimesentérico intestinal.
De este modo se obtiene suficiente longitud de asa derivada necesaria para la obtencidn de
multiples muestras a futuro. Se realiza la anastomosis descripta con la misma técnica
desarrollada en el modelo experimental de BK. Se localizan las arcadas vasculares que
proporcionan irrigacion a los 15 cm de asa derivada y previa administracién de 50 Ul de heparina
intraperitoneal se clampea en forma selectiva dichos vasos por medio de un clamp vascular,
también se clampea el asa intestinal a 15 cm del cabo distal, lugar donde comienza el asa
derivada (Imagen 24). De este modo nos aseguramos la isquemia completa del asa derivada en
forma uniforme corroborado mediante el cambio en la coloracidn de la misma de rosado a
grisdceo. Se mantiene la isquemia durante 60 minutos luego de los cuales se procede al
desclampeo y se objetiva el restablecimiento del flujo por medio del retorno a la coloracion
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rosada del asa previamente isquémica. Al momento de la reperfusidn (Imagen 25) se administra
una segunda dosis de heparina intraperitoneal. Se confecciona la ostomia en hemiabdomen
derecho y se cierra la pared de igual forma al modelo experimental anterior.

Imagenes 22; 23; 24; y 25: Paso a paso del procedimiento quirurgico de [IR mediante clampeo del asa

derivada de intestino delgado. 22. Aspecto macroscopico normal de asas de intestino delgado de la rata.
23. Seccion intestinal aproximadamente a 25 cm de la valvula ileocecal para crear el asa derivada. 24.
Clampeo de asa derivada a nivel del mesenterio y la luz intestinal al inicio del asa derivada. 25. Reperfusién
inmediata del asa derivada luego de 60 minutos de isquemia.

Biopsia intestinal: El ostoma es fijado a la pared a partir de ocho puntos cardinales
transparietales de sutura de polipropileno 7-0. Al momento de realizarse el muestreo, una vez
anestesiado el animal, se liberan los puntos de sujecidn con tijera, se tracciona con maniobra
delicada del cabo intestinal teniendo especial cuidado de evitar las lesiones del meso que
pudiesen producir algun sangrado. Se descarta el borde suturado y se mide a partir de este
aproximadamente 1 cm de intestino, luego se coagula a dicho nivel el meso para realizar la
seccion intestinal con tijera. La muestra es almacenada en un frasco con formol para su posterior
analisis y se confecciona una nueva ostomia con la técnica ya descripta.

Analisis_estadistico: El andlisis estadistico fue realizado siguiendo la metodologia descripta
anteriormente.

Resultados: La supervivencia, el score clinico y la variacion del peso corporal se asemejan a la
experiencia de BK sin IIR del asa derivada. Los animales con BK describen una curva de descenso
de peso hasta el octavo dia posoperatorio, a partir del cual comienzan a recuperar el mismo
expresado en un ascenso en la curva; superando el peso inicial al mes del posoperatorio (Grafico
5). Del andlisis histopatoldgico se desprende un indice de Park/Chiu basal previo a la IIR del asa
derivada < 1 que alcanza un maximo X = 4 + 0,5 a los 30 y 60 minutos post lIR, con una
disminucién del dafo intestinal hacia el primer dia posoperatorio, que alcanza un valor minimo
de Park X = 1,3 £ 0,5 a las 24 horas de la cirugia en el asa derivada. Los resultados del grupo
BK+PCIAM describen una curva similar, con un acmé a los 30 y 60 min de score de Park X = 4,25
+ 0,5 con descenso a las 24 horas X = 0,6 + 1,1, esta curva se repite en el grupo OAMS (Grafico
7). La prueba de absorcidn de glucosa a través del ostoma, a la semana del posoperatorio, es
positiva. Se produce una curva ascendente de valores de glucemia que alcanza un valor maximo
X =224 + 66 mg/dl a los 30 minutos de su administracion, partiendo de un basal X =172,2 + 49
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mg/dl en el grupo BK+lIR. No se observan diferencias significativas entre los distintos grupos

(Grafico 6).
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Gréficos 5y 6: 5. Curva de porcentaje de variacion del peso corporal durante el primer mes posoperatorio.
6. Prueba de absorciéon de glucosa en asa derivada a través de ostomia (BK; BK+IIR) e intraluminal (OAMS).
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Gréafico 7: Diferentes grados de score de Park/Chiu en muestras de intestino delgado en los distintos
grupos: BK, BK+IIR, BK+PCIAM, y OAMS (oclusidon de AMS).

Conclusiones: El modelo de BK es util para el estudio de la IIR en intestino delgado. Permite la
reduccion de un 75% en el uso de animales ya que es posible, como se demostré en este caso,
tomar cuatro muestras de un solo animal a diferencia del modelo clasico (OAMS) en el que se
requiere un animal por tiempo de muestreo (n=4 en este caso vs. 1) (Imagen 26). Es de utilidad
no sélo en la toma de multiples biopsias de intestino, sino también en la administracion de
tratamientos intraluminales a través de la ostomia. No se producen alteraciones significativas
en el score clinico ni en la supervivencia del animal. A su vez, al incluir un grupo de BK sin lIR se
pudo observar el impacto de la técnica en si misma sobre el intestino delgado, dando resultados
compatibles con una ausencia de cambios significativos a nivel del mismo. Se observé en
relacion con la absorcion de glucosa al comparar la técnica de BK con el modelo clasico,
administrando la misma por la ostomia, una absorcidon adecuada en ambos casos.
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Imagen 26: Esquema que ejemplifica la reduccidn en el uso de animales mediante la aplicacion de la
técnica de BK al requerir multiples muestras seriadas de intestino. Reduccién del 75% al realizar 4
muestras seriadas en BK con |IR (n=1) en comparacion con el mismo nimero de muestras en OAMS (n=4).

BK en un modelo de colitis inducido por TNBS

Objetivo: Se emplea la técnica de BK aplicada a intestino grueso para el estudio de un modelo
de colitis inducida por TNBS (acido sulfénico 2,4,6-trinitrobenceno). Este es un modelo
experimental de interés de investigacion en la actualidad entre las patologia de intestino grueso
utilizado por multiples autores y grupos de investigacién.(104-11%

Materiales y métodos: Se constituyeron tres grupos compuestos por ratas Sprague-Dawley
hembras (peso 190 + 2,6 gr). A las cuales se les realizd la técnica de BK en la porcién distal del
intestino grueso. En el primer grupo (n=3) una vez confeccionada la ostomia se administré por
la misma una solucion de 200 ul de TNBS al 2,5%, diluida en 50% de etanol, por medio de un
Abbocath G24 de teflon. Como grupo control (n=3), luego de realizarse la misma técnica
quirurgica se administré por la ostomia 200 pl de una solucién de 50% de etanol (vehiculo). El
tercer grupo (Sham n=3) consistié en animales a los que se les administré solucién de PBS a

través de la ostomia confeccionada por técnica de BK.

La anestesia y analgesia empleadas comparten las caracteristicas de los procedimientos previos.
Asi como la dieta y el monitoreo clinico, con especial interés en identificar la presencia de
secrecion anal u ostomal.

Se realiz6 un muestreo del asa derivada al momento de la confeccion de la anastomosis (T0), y
luego a través de la ostomia a las 24 horas (T24), a las 48 horas (T48), y al sacrificar al animal
(séptimo dia POP) muestreando entonces tanto el asa derivada, asi como el asa proximal y distal
a la entero-anastomosis.
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Las biopsias intestinales se tifieron con H-E para su analisis histopatoldgico. Se establecié un
score de las mismas por medio del HAI. El analisis estadistico fue realizado de la misma forma
en que fue descripto anteriormente.

Resultados: Los animales que recibieron TNBS a través de la ostomia muestran un dafio mas
significativo en el score de HAI que las muestras de los grupos vehiculo y sham (sham 1,9 + 1,10;
vehiculo 2,87 +1,12; TNBS 5,55 + 2,24) indicando que este procedimiento quirurgico puede ser
utilizado para disminuir en al menos tres veces el nimero de animales necesario para el estudio
de la colitis (Graficos 8-10).
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intestinal, asi como en el asa derivada (Derivada) al séptimo dia del POP en mismo grupo de estudio.
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Conclusiones:

La técnica de BK es aplicable a intestino grueso para el estudio de protocolos con administracion
de farmacos intraluminales y su analisis histopatoldgico por medio de biopsias seriadas a través
de la ostomia. De este modo, similar a intestino delgado, es posible la obtencién de multiples
biopsias de intestino. Este modelo permite el estudio de patologias inflamatorias del colon en
forma localizada, evitando un grado de afectacidn intestinal y sistémico mayor. Por lo tanto, la
técnica de BK significa una reduccidn y refinamiento en el uso de animales de laboratorio. La
reduccién en el uso de animales en este caso fue de un 66,6%.
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Capitulo 7

Disenos experimentales con PCIAM

PCIAM

Introduccidn: Con el objetivo de establecer la viabilidad del PCIAM se realiza en un primer
momento un protocolo de isquemia multiorganico durante un breve periodo de tiempo a fin de
evaluar la supervivencia del animal de experimentacidn.

Materiales y métodos: Se emplearon para esta experiencia cinco ratas Sprague Dawley, de las
cuales en cuatro de ellas se aplicé PCIAM, y una de ellas pertenece al grupo de control CT. Una
vez anestesiadas se realizd protocolo de PCIAM, el cual consiste en 10 minutos de clampeo de
la arteria aorta abdominal supraceliaca (tal como se indica en las imagenes 1 y 2) seguido de
reperfusion multiorganica por medio del desclampeo de la misma al completar el intervalo de
tiempo estipulado, realizandose finalmente el cierre de la cavidad abdominal. Se evalué la
supervivencia de los roedores llevandose a cabo controles periédicos de variables clinicas, que
incluyeron pesaje diario y valoracién de signos de disconfort tales como piloereccién,
deshidratacién, cambio en la coloracidn de las mucosas, presencia de secrecion ocular, control
de diuresis y catarsis. También se valoraron las caracteristicas inherentes a la cicatriz y palpacion
abdominal-10%

Resultados: La supervivencia a los siete dias fue del 100%. El peso promedio al inicio fue de 318
+ 34,94 gramos, habiendo presentado un descenso del mismo equivalente a X 4,56 + 5,9 % al
sacrificio, séptimo dia (Graficos 11 y 12). En un solo animal se observé una complicacién que
consistié en un absceso de la pared abdominal, el cual se relaciona con la administracién de
medicacidn subcutanea.
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Gréficos 11 y 12: Variacion del peso corporal durante la primera semana del posoperatorio.

Conclusion: El protocolo de PCIAM es factible de aplicarse para el ensayo en ratas, afectando
principalmente el peso corporal de las mismas con un leve descenso sélo durante los primeros
dias posoperatorios entre los distintos parametros de seguimiento clinico evaluados, no
generando un impacto negativo en la supervivencia del animal.
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PCIAM asociado a IR en higado, intestino delgado, rifidn, y Utero

Introduccidn: A partir de la experiencia previa y la evidencia obtenida en lo referente a la
viabilidad en el uso del PCIAM en ratas. Se desarrolla un disefio experimental de PCIAM que
incluya un tiempo de isquemia prolongado de los érganos intraabdominales. Con el objetivo de
valorar los efectos inherentes al PCIAM relacionado a la isquemia prolongada en higado,
intestino delgado, rifidn, y uUtero.

Materiales y métodos: Para el desarrollo de esta experiencia se incluyeron 58 ratas Sprague
Dawley y Wistar (peso promedio 320 gr). Se realizaron cuatro experiencias, una para cada
drgano analizado: higado, intestino delgado, rifidn, y Utero.

En cada etapa se establecen dos grupos para cada érgano, uno de CT (n=6) que incluye solo
isquemia prolongada de un érgano sin preacondicionamiento, y uno de PCIAM (n=6). El tiempo
de PCIAM se mantuvo en 10 minutos de preacondicionamiento asociado a 10 minutos
posteriores de reperfusion multiorgdnica. Se inicid luego de esta el periodo de isquemia
prolongada mediante el clampeo de la vasculatura que nutre a cada érgano. Arteria hepatica 'y
vena porta (higado), arteria mesentérica superior (intestino delgado), ambas arterias renales
(rifidn), y arteria iliaca homolateral junto con la unién entre cuerno uterino y ovario (cuerno
uterino derecho) durante un periodo de 40 minutos de isquemia en cada caso seguido de 24
horas de reperfusién para higado y rindn, y 1 hora de reperfusion para intestino delgado. En el
caso del cuerno uterino (n=4 en cada grupo) la isquemia consistié en 30 minutos seguido de 1
hora de reperfusién, momento en que se lleva a cabo el muestreo. En relaciéon al higado, se
evalué ademads por medio de dos grupos CT (n=5) y PCIAM (n=5) los resultados con 1 hora de
reperfusion del mismo, tomando muestras de ratas basales (n=4) para su comparacion
(Imagenes 27; 28; 29; y 30).

Grupo CT: 40" isquemia + 1 hr o 24 hs. reperfusion de
n=6 vena porta y art. hepatica
Grupo PCIAM:
n=6
PCIAM 40" isquemia + 1 hr 0 24 hs.
10" isquemia + 10" reperfusion reperfusion de vena porta y art.
de AO supra celiaca hepatica

Imagen 27: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR de higado.
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Grupo CT: 40" isquemia + 1 hr. reperfusiéon de AMS

n=6
Grupo PCIAM: — 4\ 5
n=6 TN
PCIAM
10" isquemia + 10" reperfusion 40" isquemia + 1 hr. reperfusion
de AO supra celiaca de AMS

Imagen 28: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR de intestino delgado.

Grupo CT: 40 isquemia + 24 hs. reperfusion de
n=6 ambos pediculos renales
Grupo PCIAM:
n=6
PCIAM
10" isquemia + 10" reperfusién 40" isquemia + 24 hs.
de AO supra celiaca reperfusidon de ambos pediculos

Imagen 29: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR renal.
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30" isquemia + 60 reperfusion
de cuerno uterino derecho

Grupo CT:
n=4

Grupo PCIAM:
n=4

PCIAM
10" isquemia + 10” reperfusion
de AO supra celiaca

30" isquemia +
60'reperfusién de
cuerno uterino derecho

Imagen 30: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR de Utero en rata.

Muestreo: El protocolo incluyé estudio del plasma para la determinacion de fosfatasa alcalina
(FAL) mas transaminasas (TGO, TGP), lactato deshidrogenasa (LDH), y urea mds creatinina para
los grupos hepatico, intestinal y renal respectivamente. Junto con muestras de tejido de cada
drgano en cuestion. En el grupo hepdtico se obtuvieron muestras del I6bulo hepatico derecho e
intestino delgado (este ultimo para evaluar dafio remoto); en el grupo intestinal se tomaron
biopsias de intestino delgado y pulmén (evaluacion de dafio remoto), en el grupo renal se realizd
biopsia del rifidn izquierdo en cada caso, y en el grupo de Utero se tomaron muestras del cuerno
uterino derecho. El dafio ocasionado por la IR fue cuantificado mediante escala de Liu (higado),
score de Park/Chiu (intestino delgado), escala de Banff (rifién), y score de Sagsdz y col.**?
(cuerno uterino). Las muestras de tejido se fijaron en formol al 10% durante aproximadamente
48 horas, luego se deshidrataron con alcohol al 70% y se tifieron con H-E para su analisis
morfoldgico. A su vez dentro de las muestras tisulares se incluyé la determinacion bioquimica
de daio por estrés oxidativo y nitrativo en higado, intestino delgado, y rifidn.

38



Anélisis histopatoldgico hepatico — Clasificacion de Liu (113

Valor | Hemorragia | Infiltracion | Necrosis Cambios Hepatocitos | Vacuolizacion | Dilatacién
neutrofilica | celular eosinofilicos | sin cohesion | citoplasmatica | sinusoidal
en
hepatocitos
0 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
1 Leve Leve Con picnosis | Leve Moderado Leve Leve
2 Frecuente Dispersaen | ---------------- Dispersa en Focal Dispersa en Frecuente
perivenular | algunos algunos algunos lébulos | perivenular
I6bulos I6bulos
3 Frecuente Dispersa en | Multiples Dispersa en Multifocal Dispersa en la Frecuente
perivenular | mayoriade | dreas la mayoria de mayoria de los | perivenular
(perizonal- lI6bulos confluentes | los lobulos I6bulos mediozonal
mediozonal) de necrosis
4 Panlobular Extendida Severa, Extendido Extendido Extendida Panlobular
parénquima (severo) (severa)
viable nulo

Anélisis histopatoldgico intestinal — Score de Park/Chiu 3637

Park O:
Park 1:
Park 2:
Park 3:
Park 4:
Park 5:
Park 6:
Park 7:
Park 8:

Intestino normal

Espacio subepitelial en la punta de la vellosidad
Espacio subepitelial extendido a toda la vellosidad
Erosidn de eritrocitos

Vellosidades denudadas

Pérdida de vellosidades

Infarto de criptas
Infarto mucoso
Infarto transmural

Andlisis histopatoldgico renal — Clasificacion de Banff (114-117)

1.
II.
V.
V.

Analisis histopatoldgico de cuerno uterino — Score de Sagsoz y col.

Ausencia de dafo =0 puntos
NTA < 5% =1 punto

NTA 5-25% = 2 puntos
NTA > 25% =3 puntos

Degeneracion hidrépica = 1 punto

Se utilizé un score definido por Sagséz y col.

(112

(112)

) adaptado al tejido uterino por Atalay, YO y Sahin,

S. Estos evaluan: el epitelio endometrial glandular (leucocitosis, degeneracidon celular) y cambios
en el estroma endometrial (congestion, edema) asignando un score entre 0 y 3 segun la

severidad de afectacidn (0 = sin hallazgos patolégicos; 1 = hallazgos patoldgicos en < 33% del
tejido uterino; 2 = hallazgos patolégicos en 33-66% del tejido uterino; 3 = hallazgos patolégicos
> 66% del tejido uterino).**®

Sahin identifica dos parametros de valoracién: las caracteristicas degenerativas del tejido, y su
grado de afectacion.**?
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Caracteristicas degenerativas:

Picnosis de células glandulares
Desprendimiento de células glandulares
- Degeneracién del epitelio endometrial
Leucocitosis estromal

Grados de afectacion:

-+ Presente pero trivial
- ++ Cambio minimo
-+t Cambio moderado

- ++++ Cambio severo

Tabla de analisis:

Epitelio de superficie Epitelio glandular Estroma
Muestra —— — - - — — - - — - valor total
Leucocitosis |Degeneracion |Picnosis [Leucocitosis |Degeneracion |Picnosis |[Edema [Congestion |Infiltrado
A 0a3 0a3 0a3 0a3i 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a227
B Oa3 Oa3 Oa3 0a3 Oa3 Oa3 Oa3 Oa3 Oa3 0a27
C 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a27
D Oa3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a3 0a27

Estrés oxidativo y nitrativo

Para medir la accidn oxidativa y nitrativa tisular en higado, intestino delgado y rifién se procedié
a la homogeneizacién de las muestras de tejido y luego este mismo se centrifugd para eliminar
posibles granulos, empleandose el sobrenadante que fue dividido en alicuotas para su posterior
medicidn.

La determinacion que se llevd a cabo fue la de proteinas totales, mediante el método de Lowry
y cols.*29) Este es un método colorimétrico de valoracién, basado en dos reacciones quimicas: la
primera es la unidn de los iones de cobre de las proteinas de la muestra en condiciones alcalinas,
los cuales forman un complejo con los enlaces peptidicos; la segunda es la reduccién del reactivo
de Folin-Ciocalteu por el complejo cobre-enlace peptidico, que da lugar a la formacién de un
compuesto coloreado, absorbible a 750 nm. Posteriormente, a través de una curva de calibrado
realizada con albumina sérica bovina (BSA) como patrdn, y por interpolacién de los valores de
absorbancia, se obtiene la concentracién de proteina de la muestra problema.

El procedimiento consiste en preparar una solucién madre de albimina bovina de concentracion
igual a 0,5 mg/ml. A continuacidn, en tubos de ensayo se mezclan 745 pl de reactivo C con 5 pl
de homogeneizado de la muestra de tejido (higado, intestino delgado, o rifidn de rata), y se deja
reposar durante 15 — 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiade
el segundo reactivo (formado por 75 ul de reactivo de Folin y de agua destilada) a los tubos, se
agitan y se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se procede a
la lectura de las absorbancias frente al blanco en espectrofotémetro a 750 nm.*29

Analisis estadistico: El andlisis estadistico fue realizado de la misma forma en que fue descripto
anteriormente.
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Resultados: En higado, con una hora de reperfusion, las enzimas hepaticas en los grupos CT y
PCIAM alcanzaron valores superiores con respecto al grupo de 24 horas de reperfusién. Se
observaron valores estadisticamente significativos (P < .05) en TGP con relacién a los basales.
No se hallaron diferencias significativas al comparar CT y PCIAM en esta serie (Graficos 13-15).
Con 24 horas de reperfusion hepatica, los valores séricos de enzimas hepaticas fueron similares
en ambos grupos, con un leve aumento de la TGO en PCIAM (Graficos 16-18). Respecto a
intestino delgado el grupo PCIAM presentd valores elevados de LDH con relacién al CT, mientras
gue en rindn los valores de urea y creatinina fueron ligeramente inferiores en el grupo tratado
con PCIAM. Sin embargo, en ningun caso los valores reflejados fueron estadisticamente
significativos (Graficos 22-24). Los resultados de absorbancia en espectrofotometro demuestran
un mayor nivel de estrés tisular en los grupos CT tanto en higado como en riiidn; en este ultimo
se obtuvo un X=0,82 + 0,36 (CT) y X=0,56 + 0,21 (PCIAM) resultando estos valores comparativos
estadisticamente significativos (p < .05). En intestino delgado no se hallaron diferencias en los
valores de estrés oxidativo y nitrativo (Graficos 25-27). En el analisis histopatolégico realizado a
una hora post IR se observé un score de Liu X=3 + 1,4 en CT y X= 2,8 + 1,3 para PCIAM que
aumenta en el grupo CT y disminuye en el grupo PCIAM al compararlo con los resultados
obtenidos a las 24 horas post reperfusién: X=7,66 * 8,3 (CT) y X=0,83 + 0,75 (PCIAM),
presentando en este caso significancia estadistica (p < .05); en intestino delgado el grupo CT
obtuvo un score de Park/Chiu X=2 + 2,3 mientras que el grupo PCIAM present6 un Park X=1,5 +
1,6; en rifidn el score de Banff en el grupo CT alcanzd X=2 + 1,52 con un score X=1,14 + 0,89 para
el grupo PCIAM (Graficos 28-30). Al valorar el grado de injuria remota estudiado en intestino
delgado para el grupo hepatico, asi como en pulmon para el grupo intestinal, no se observé daino
evidenciable en el analisis histopatoldgico de dichos érganos tanto en los grupos CT como en los
grupos PCIAM. El Score de Sagstz modificado obtenido en las muestras de Utero de ambos
grupos arrojé una minima tendencia a la proteccion con PCIAM (X 12,5 * 2,38) con relacidn al
CT (X 13,75 £ 2,21) sin obtenerse una diferencia estadisticamente significativa (Grafico 31). Las
principales alteraciones en el CT incluyeron la presencia de leucocitos y abundante edema tanto
en el epitelio de superficie, que produce zonas de descamacién, como en el epitelio glandular
asociado con edema y congestion estromal. El grupo PCIAM presenta minima o nula presencia
de leucocitos tanto en epitelio de revestimiento como en el glandular. Los principales hallazgos
en este caso incluyen degeneracion del epitelio de revestimiento y edema e infiltrado del
estroma.
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Gréficos 13; 14; y 15: Determinaciones plasmaticas de FAL, TGP, y TGO en grupos CT y PCIAM con 40

minutos de isquemia asociado a una hora de reperfusién hepatica comparados al basal.
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Gréficos 16; 17; y 18: Determinaciones plasmaticas de FAL, TGP, y TGO en grupos CT y PCIAM con 40
minutos de isquemia asociado a 24 horas de reperfusion hepatica.
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Gréficos 19; 20; y 21: Comparativo de determinaciones plasmaticas de FAL, TGP, y TGO en grupos
hepaticos basales; junto a CT y PCIAM con 40 minutos de isquemia asociado a 1 o 24 horas de reperfusion

(R).

LDH Urea
Creatinina
4000

3
3000
2
2000
1
1000
o 0

cT PCIAM cT PCIAM

mU/ml

gllt

mglit

50
40
30
20
10
o

cT PCIAM

Gréficos 22; 23; y 24: Resultado de determinaciones plasmaticas de lactato deshidrogenasa (LDH), ureay
creatinina.
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Gréficos 25; 26; y 27: Resultados de valores de absorbancia en muestras de higado, intestino delgado, y

rifion al momento del muestreo, medidos en espectrofotémetro a 750 nm. (* p <.05)

Imagen 31: Dilatacidn sinusoidal (A, B) y leve vacuolizacion (C) en muestras histopatoldgicas de
higado. (H-E, Obj. 20x, 10x, 40x)

Imagen 32: Ausencia de lesidn (A), edema subepitelial (B), y vellosidades denudadas (C) en
muestras histopatolégicas de intestino delgado. (H-E, Obj. 20x, 10x, 40x)

Imagen 33: Ausencia de lesion (A), necrosis tubular focal (B), y hemorragia (C) en muestras
histopatoldgicas de rifidn. (H-E, Obj. 20x, 40x, 20x)
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Imagen 34: Degeneracidn severa del epitelio de revestimiento y epitelio glandular con

moderado edema y severo infiltrado estromal en muestra histopatolédgica de cuerno uterino.
(H-E, Obj. 10x, 20x, 20x)
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Gréficos 28; 29; y 30: Resultados de scores histopatoldgicos en muestras de tejido hepatico, intestinal y
renal respectivamente, comparando grupos CTy PCIAM en cada caso.
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Conclusiones: El PCIAM asociado a un periodo de IR prolongado presenta resultados disimiles al
comparar los marcadores sanguineos de IIR, los valores de absorbancia, y la histopatologia en
higado, intestino delgado y rifién. La comparacion de estos tres parametros de lesion del 6rgano
en estudio nos demuestra la falta de resultados claros en cuanto a proteccion o dafio vinculado
al intestino delgado, un indicio de proteccidon con el PCIAM en los resultados de absorbancia e
histopatologia relacionado al higado, y una consistente proteccién del PCIAM de todos los
pardmetros estudiados a nivel renal. A pesar de no obtenerse resultados estadisticamente
significativos en cuanto al efecto del PCIAM y su relacidn a la disminucién de la lIR uterina, se
observé una tendencia a la proteccion al analizar los cambios histopatoldgicos del mismo.
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PCIAM asociado a trasplante renal heterotdpico aislado

Introduccidn: Los resultados de las experiencias del empleo de PCIAM asociado a la isquemia
prolongada de érganos sélidos intraabdominales ha demostrado un beneficio claro en la
aplicacion del mismo para el grupo renal. Sin embargo, en el resto de los dérganos (higado,
intestino delgado y cuerno uterino) no se han obtenido los mismos resultados, aunque se ha
observado que estos infieren una tendencia hacia la proteccién, sumado a que en ninguno de
ellos se demostré mayor dafio por el empleo de PCIAM. Por lo que se decide continuar con el
estudio de PCIAM aplicado al trasplante de rifidn.

Objetivo: Evaluar los efectos de PCIAM asociado al trasplante heterotdpico aislado de rifién en
ratas.

Materiales y métodos: Se emplearon 6 ratas Sprague Dawley machos (peso 283 + 37 gr). Estas
fueron divididas en dos grupos, uno CT (n=3) a las que se les realiz6 el trasplante renal
heterotdpico aislado sin tratamiento y otro grupo PCIAM (n=3) que incluyé el
precondicionamiento multiorganico aplicado al donante (10 minutos de isquemia seguidos de
10 minutos de reperfusién) previo a la extracciéon del rifion izquierdo, el cual luego fue
implantado en el animal receptor del mismo modo que en el grupo control. A los animales
receptores se les realiza la nefrectomia bilateral previa al trasplante renal.

Todo lo relacionado al cuidado de los animales, asi como el tipo de analgesia y anestesia fue
similar a los modelos anteriores. Tanto el donante como el receptor tuvieron agua y alimento a
demanda.

El sacrificio y toma de muestra del receptor se realizé a las 24 horas de realizado el trasplante.

Muestreo y andlisis: En el donante el rifidn izquierdo es ablacionado para el implante, mientras
que se tomaron muestras del rindn derecho. En el receptor previo al trasplante se realiza la
nefrectomia bilateral y se toman muestras de ambos rifiones nativos. Estas muestras renales
conforman el grupo basal.

A las 24 horas post implante se biopsia el rifién trasplantado y se realiza extraccion de sangre
con heparina. Esta se procesa a fin de obtener plasma para el estudio de urea, creatinina y LDH.

Las muestras de tejido se procesan para analisis de estrés oxidativo, expresién de genes por
método gPCR y el andlisis histopatoldgico mediante el Score de Banff.

Cuantificacion de la expresion de genes

Extraccion de RNA a partir de tejido:

Para la extraccion de RNA se utilizé el kit lllustra™ RNAspin mini RNA Isolation Kit. 0.5 cm (aprox.)
de tejido se suspendieron en una solucion de lisis y B-mercaptoetanol y se homogenizaron
completamente por accién mecanica. El homogenato obtenido se filtré en filtro RNA spin y se
centrifugd 1 minuto a 11000g. Se adiciond al tubo colector etanol 70% y se agité en agitador
vortex. Se transfirié la muestra a una columna RNA spin dentro de un tubo colector y se
centrifugd 30 segundos a 8000g. Se agregd desalting buffer y se centrifugd 1 minuto a 11000g.
Luego se traté a la muestra con DNAsa | y se incubd 15 minutos a temperatura ambiente.
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Una vez transcurrido este tiempo, se adiciond el buffer de lavado |, se centrifugd 1 minuto a
11000g y se transfirié a un nuevo tubo. Se adiciond buffer de lavado I, se centrifugd 1 minuto a
11000g y se descartd el sobrenadante. Se repitid este paso con centrifugacién de 2 minutos a
11000g.

Se transfirié la columna RNA spin a un microtubo de centrifuga libre de RNAsas. Se agregd agua
libre de RNAsas para diluir el RNA retenido en la columna RNA spin y se centrifugd 1 minuto a
11000g.

Medida de concentracion de RNA por muestra para posterior RT-PCR:

En una placa del equipo Varioskan Lux® se agregaron 2ulL de cada muestra, para medir su
concentracidn (ng/uL). Se estandarizd el agregado de RNA para su posterior ensayo, en base a
la que presentd menor concentracién.

Obtencion de cDNA por RT-PCR:

En tubos libres de RNAsa se agregd 1uL de Random Primers y 11uL del RNA obtenido de la
muestra. Se incubaron en termociclador Techne® a 70°C por 10 minutos y luego se llevé a 4°C.

Una vez transcurrida la incubacién, se adicionaron 8ulL de una premix que contenia DTT 0.1 M
(1.5 pL), RNAse OUTTM Recombinant 40 U/uL (0.5 pL), Retrotranscriptasa del Virus de la
Leucemia Murina 200 U/uL (1 pL), desoxirribonucledtidos trifosfato 10X (1 pL) y First Standar
Buffer 5X (4 pL). Las muestras fueron procesadas en termociclador Techne®.

Todos los reactivos utilizados en la obtencion de cDNA pertenecen al kit de Invitrogen®.

GEN ‘ FOWARD PRIMER REVERSE PRIMER ‘
B-Actina | 5'-ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3" | 5'-CTGACCCATACCCACCATCAC-3'
CXCL10 | 5'-CTGCACCTGCATCGACTTCC-3' 5-TTCTTTGGCTCACCGCTTTC-3'
IL-6 5'-CTGATTGTATGAACAGCGATG-3" | 5'-GAACTCCAGAAGACCAGAGC-3'
TNFa 5'-CCACCAAGCGGAGGAGCAGC- | 5'-TCGGCTGACGGTGTGGGTGA-
3 3

Andlisis de datos:

En base a los valores de Ct arrojados por el programa, se analizaron los niveles de expresidn por
el método “2 A Ct”. Los valores de Ct se traducen en nimero de ciclos necesarios para superar
el threshold (el valor umbral). Lo primero que se hace es calcular la diferencia relativa entre el
gen de interés (el que se esté analizando) y el housekeeping (debe ser un gen que se exprese de
manera constitutiva, en este caso B-actina).

ACt = Ct (gene of interest) — Ct (housekeeping gene)

Luego se calcula 2-ACt para cada muestra, y a ese valor se lo divide por el promedio de los ACt
del grupo control (en este caso se compard con el basal). La lectura del resultado consiste en
cuantas veces mas se expreso el gen de interés con respecto al de B-actina, normalizado por la
expresion del mismo gen en el grupo control. (Graficos 37-39)
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Indicadores de estrés oxidativo

Para la determinacién de estrés oxidativo se evaluaron substancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARs); carbonilos proteicos (CPs), y la actividad reductora férrica del plasma
(FRAP).(121)

Sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARS) *??)

Fundamento: Esta técnica se basa en la reaccién del acido tiobarbitlirico con productos
secundarios de la peroxidacion lipidica, tales como el malondialdehido (MDA), 4-hidroxihexanal
y 4-hidroxinonenal, para formar aductos de color rosado que pueden ser leidos en un
espectrofotometro a una DO de 532 nm.

Procedimiento: Se tomaron alicuotas que se diluyeron con PBS a un volumen final de 200 pL.
Luego se adicionaron 200 pL de SDS al 8.10 % y se agité teniendo cuidado de no hacer excesiva
espuma. A continuacidn, se afiadieron 1.5 mL de buffer acético/acetato 100 mM (pH 3.50), 1.5
mL de TBA al 0.8 % y 600 pL de agua bidestilada. Las muestras fueron incubadas a 952C durante
60 minutos. Pasado este tiempo se dejaron enfriar y se les agregd 1 mL de agua bidestilada y 3
mL de alcohol isobutilico agitando vigorosamente en shaker. La fase organica se leyd en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 532 nm. Para determinar las concentraciones de
TBARS en las muestras problema, se realizd una curva de calibraciéon utilizando como testigo una
solucidon comercial de MDA (bis-dimetil-acetal o 1,1,3’,3’-tetrametoxipropano) en el rango de
concentraciones 4.5 a 36.0 nmoles de MDA/tubo.

Carbonilos proteicos (CPs) 123

Fundamento: Esta técnica detecta la formacion de grupos carbonilos u “oxo” que se forman en
las proteinas debido a la oxidacion de los aminodcidos de las cadenas laterales por ROS. Estos
carbonilos reaccionan con la 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH) para formar
dinitrofenilhidrazonas de color caoba que pueden ser leidas por espectrofotometria.

Procedimiento : Alicuotas apropiadas de las muestras se llevaron a volumen final 1.5 mL con
PBS. Se agregaron 1.5 mL de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) 10 mM en HCI 2 N y se incubaron
las muestras en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar la
incubacién, se agregd a cada tubo 2 mL de una solucion de NaOH 2 N y 1 mL de etanol absoluto
para evitar la turbidez debida a restos de proteina desnaturalizada. Luego de cada agregado se
agité de inmediato en vortex. De esta manera se obtuvieron complejos de color caoba que se
leyeron a 505 nm en el espectrofotémetro Cintra-20.

La curva de calibracidn se efectud utilizando una solucion standard de piruvato de sodio 2.30
mM, empleando alicuotas entre 40 y 100 pLL.

Ensayo FRAP (124129)

Fundamento: A pH acido se puede determinar la habilidad de cualquier liquido bioldgico para
reducir iones férricos a ferrosos. Esto se puede cuantificar colorimétricamente por formacion de
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un complejo (cromdéforo) entre el hierro ferroso y la tripiridil-triacina (TPZ) de intenso color azul
con un pico de absorcién a los 583 nm. Se trata de una reaccién no especifica que tiene en cuenta
todos los componentes con capacidad reductora (bilirrubina, acido urico, vitdmeros, etc.).

Procedimiento: Se tomaron 3 mL de la solucién reactivo de trabajo compuesta por buffer
acético/acetato 300 mM (pH 3.60), solucién de TPZ 10 mM (Sigma) en HCI 40 mM y solucién de
cloruro férrico 20 mM (Mallincrodt, USA) mezcladas en proporcion 83: 8.5: 8.5,
respectivamente. A 3 mL de este reactivo dispensado en una cubeta de 1 cm de paso de luz y
termostatizada a 25 2 C, se le agregaron 100 pL de muestra. Tras la mezcla inmediata por
inversién se obtuvieron los datos de DO (583 nm) vs tiempo durante 4 minutos mediante
registro continuo. De cada curva se calculd la pendiente (velocidad) de incremento de DO y se
la compard con la pendiente obtenida para un plasma standard (Sigma) cuya capacidad
antioxidante resultaba conocida. A su vez, el valor de FRAP de esta muestra de referencia se
determind por calibracidon con una solucidn comercial de concentracion conocida de Trolox®
(diacetato de a-tocoferol). Las muestras ensayadas para FRAP se trataron previamente con
solucién de uricasa en exceso disuelta en buffer fosfato 300 mM/glicerol 20 mM (pH 7.40) de
forma tal de asegurar la destruccién total del acido urico presente, el cual contribuye
significativamente al poder antioxidante. De esta manera se pudo cuantificar al resto de los
antioxidantes bioldgicamente activos sin la interferencia de este compuesto enddgeno.

Analisis de componentes principales

El conjunto de datos obtenidos de las variables de anadlisis se representd en un grafico
multidimensional en el que objetos similares se encuentran cerca unos de otros y se agrupan.
Se incluyen las variables de andlisis representadas en vectores los cuales se representan en
relacién a los grupos de estudio. %%

Analisis estadistico: El analisis estadistico fue realizado de la misma forma en que fue descripto
en los disefios experimentales previos.

Resultados: Los analisis de sangre para determinar urea, creatinina y LDH no arrojaron
diferencias significativas, sin embargo, existe una tendencia clara en beneficio del grupo tratado
con PCIAM (Urea: X 353 + 82 mg/dl para el CTy X 246 + 26 mg/dl para PCIAM; creatinina: X
4,47 + 0,36 mg/dl parael CTy X 3,87 +0,5 mg/dl para PCIAM; LDH: X 430 * 202 U/l parael CT
y X 332 +72 U/l para PCIAM) (Graficos 32-34). Resultados beneficiosos para PCIAM se observan
al analizar la expresion de genes, tanto TNFa como IL6 y CXCL10 aumentan sus valores en el
grupo CT con respecto al basal, con disminucién de los mismos al compararlo con el grupo
PCIAM. CXCL10 presentd significancia estadistica (p<.05) con un valor X 0,0062 + 0,0031 AU
para el basal, X 0,295 + 0,0074 AU para el CTy X 0,0057 + 0,0065 AU para el grupo PCIAM en
este caso.(Graficos 35-37) Los indicadores de estrés oxidativo FRAP, TBARS, y CPs presentan
valores similares entre los grupos CT y PCIAM. Se destaca una disminuciéon de TBARS en el grupo
PCIAM con significancia estadistica (p<.05) entre grupos CT vs. basal, y grupo CT vs. PCIAM (X
2,13 + 0,16 nmol/ug para el basal, X 2,93 + 0,08 nmol/pg para CT; y X 2,49 + 0,23 nmol/ug
para PCIAM). (Graficos 38-40) El analisis histopatoldgico con tincion de H-E demuestra un
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aumento en el score de Banff en el grupo CT X 1,66 + 0,57 en relacion al basal (score = 0), con
un menor score en PCIAM (score = 1) en relacion al CT. (Grafico 41)
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Gréficos 32; 33; y 34: Determinaciones de urea, creatinina y LDH en muestras de plasma de grupos CT y
PCIAM con trasplante renal heterotépico.
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Graficos 35; 36; y 37: Determinaciones de ARNm (TNFalfa, IL-6, CXCL10) en muestras de rifidn de grupos
basal, CT y PCIAM en ratas con trasplante renal heterotépico (Tx).
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Graficos 38; 39; y 40: Determinacion de FRAP; TBARS; y CPs de grupos basal, CT y PCIAM en ratas con
trasplante renal heterotdpico.
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Gréficos 41; y 42: 41. Resultados de Score de Banff en andlisis histopatoldgico de injerto renal en ambos
grupos. 42. Andlisis de componentes principales en grupos basal, y de trasplante renal (Tx-CT y Tx-PCIAM).

Conclusiones: Se puede observar un efecto protector al aplicar el PCIAM en los donantes de
trasplante renal comparado con el grupo CT sin el mismo. Del analisis de componentes
principales se desprende que cada individuo se agrupa conforme a sus caracteristicas de grupo
(basal vs Tx-CT vs Tx-PCIAM). Las variables analizadas de dafio representadas con vectores y
flechas se direccionan hacia el grupo de Tx-CT, siendo este el grupo con mayor dafio al
interpretar todos los componentes, alejandose estos de los grupos basal y Tx-PCIAM. CXCL-10y
TBARS presentan los vectores de mayor longitud, esto es correlacionable con la significancia
estadistica de sus resultados. La Unica variable que se aleja del grupo es FRAP que a pesar de ser
un marcador de proteccién presenta un resultado que se relaciona con el grupo CT. Si bien no
se obtienen datos de significancia estadistica en todas las variables, se evidencian sefales claras
de dafio en los individuos de Tx-CT y mejoria de los pardmetros en los individuos de Tx-PCIAM.
(Grafico 42)

Por lo tanto, el PCIAM podria atenuar los dafios que acontecen tras la reperfusién en el
trasplante heterotdpico aislado de rifién en ratas, asi como atenuar el dafio por IR tras la
aplicacion del PCIAM con una mejoria en la funcionalidad del rifién trasplantado.
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Capitulo 8

Discusion

Desde el advenimiento del trasplante como terapéutica a la insuficiencia terminal de un érgano
o tejido, considerado el milagro del siglo XX, se han realizado avances significativos en la
aplicacién de dicho tratamiento. No obstante, actualmente sigue siendo preocupante la
cantidad de pacientes en lista de espera. Los 6rganos procurados no alcanzan a subsanar esta
notoria diferencia.*?”'?®) Asi, todo esfuerzo en incrementar la donacién efectiva de érganos
redunda en beneficios concretos para los pacientes. El desarrollo de la presente tesis se enmarca
en el concepto de investigacidn para la salud e intenta brindar informacién sobre una posible
estrategia que permita mejorar la calidad de los érganos abdominales aumentando su
procuracion. El fendmeno denominado injuria por isquemia-reperfusién (lIR) es inherente a
todos los procedimientos de trasplante tal como se ha descripto en la introduccién del tema de
investigacion. Los efectos deletéreos capaces de afectar la funcionalidad del érgano sélido
trasplantado instaron al estudio y a la busqueda de la comprensidn de los procesos organicos
gue involucran a la extraccion e implante de érganos, a fin de implementar todas las estrategias
posibles para atenuar el dafio generado por la lIR. El empleo de soluciones de preservacion, la
hipotermia y el uso de diversos farmacos son algunos ejemplos. De este modo también, se ha
investigado una estrategia quirdrgica para atenuar dicho fendmeno denominada
precondicionamiento isquémico (PCl) y su efecto en cada érgano sélido abdominal
individualmente. Los resultados en este sentido han sido alentadores pues afirman que el PCI
confiere proteccidn ante IIR. No obstante, sélo se ha estudiado precondicionando a los érganos
en forma individual, es decir en su pediculo vascular nutricio directamente.®-%129)

La técnica quirdrgica innovadora que planteamos y sent6 las bases del desarrollo de la presente
tesis la denominamos precondicionamiento isquémico abdominal multiorganico (PCIAM) vy
permitiria unificar el tratamiento al conjunto de érganos intraabdominales procurados, de modo
que su aplicacion en la clinica al momento de la extraccion seria altamente factible. Este ha
demostrado ser bien tolerado por los animales en estudio cuando se realiza 10 minutos de
isquemia seguidos de 10 minutos de reperfusidén en el origen de la arteria aorta abdominal. El
PCIAM como estrategia atenuante de la IIR ha arrojado resultados alentadores tanto en higado,
intestino delgado, rifiones y Utero en concordancia con lo afirmado por otros autores que
testearon el PCl de manera individual en cada érgano evaluado.®*#?% En nuestros resultados se
ha destacado un beneficio claro a nivel renal, con datos seroldgicos e histoldgicos objetivos que
demuestran proteccidn del 6rgano. Incluir un grupo de ratas hembra ha permitido evaluar esta
estrategia en el tejido uterino. A pesar de no obtener resultados estadisticamente significativos
en cuanto al efecto del PCIAM y su relacién a la disminucién de la IIR uterina, se observé una
tendencia a la proteccion al analizar los cambios histopatoldgicos del mismo. Esta tendencia a
la proteccion es un hallazgo muy importante que no contraindicaria la extraccién uterina en
donantes con criterios neurolégico de muerte si se aplicara PCIAM previamente a la extraccion
multiorganica.

Los resultados de la asociacion de PCIAM en el donante renal heterotépico aislado en ratas
confirma el beneficio de su uso como atenuante de la lIR al observar la mejoria de los parametros
vinculados al funcionamiento del injerto renal.

Durante el desarrollo del presente trabajo hemos buscado ademas ampliar el conocimiento del
PCl en el tejido intestinal. A tal fin hemos incluido la técnica de BK imprescindible para realizar
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biopsias seriadas del intestino sin significar la muerte del animal de experimentacién en cada
muestreo. El compromiso en reducir el uso de animales de laboratorio es una obligacion ética
que incumbe a los investigadores. Por ello el concepto de las 3'Rs (reemplazo, reduccion y
refinamiento) tiene una destacada vigencia. La puesta a punto de la técnica de BK en ratas nos
ha permitido lograr una reduccion en el uso de las mismas y un cierto grado de refinamiento
aplicable al estudio de patologias intestinales en ellas. Ya que, de esta forma, es posible obtener
multiples biopsias de intestino a partir de un solo animal sin afectar significativamente su estado
clinico. Cabe destacar que el tejido intestinal carece de marcadores séricos de dafio situacion
gue demanda la realizacidn de biopsias para determinar su funcionalidad.

Los animales sujetos a la técnica Santulli tuvieron una considerable pérdida de peso y deterioro
significativo de su score clinico (valor 24 en todos los casos), razén por la cual se decidié aplicar
el criterio de punto final humanitario alcanzando una N=3 en lugar de 5. Estos resultados
sugieren que se debe tener en cuenta el asa derivada exteriorizada por medio de la ostomia,
debido a que la modificacion del transito intestinal en Santulli repercute en el animal
manifestdndose en una pérdida excesiva de contenido yeyunal, y por ende en su deterioro
clinico.

Al estudiar la IR con clampeo selectivo del asa derivada en BK nos permitié obtener hasta cuatro
muestras seriadas del mismo érgano, cuando en los articulos publicados sobre el estudio de IIR
intestinal requieren de un animal por muestra, logrando en este caso una reduccion significativa
en el uso de animales (75%). Mientras que la posibilidad de aplicar tratamientos intraluminales
a través de la ostomia, como en el caso del TNBS, sin producir cambios sustanciales en las
condiciones clinicas generales del animal significan a su vez cierto grado de refinamiento.

La técnica de BK es aplicable a intestino grueso para el estudio de protocolos con administracion
de farmacos intraluminales y su analisis histopatoldgico por medio de biopsias seriadas a través
de la ostomia. De este modo, similar a intestino delgado, es posible la obtencién de multiples
biopsias de intestino. Este modelo permite el estudio de patologias inflamatorias del colon en
forma localizada, evitando un grado de afectacidn intestinal y sistémico mayor. Por lo tanto, la
técnica de BK significa una reduccidon y refinamiento en el uso de animales de laboratorio. La
reduccién en el uso de animales en este caso fue de un 66,6%.

Del recorrido del presente trabajo se desprende que el PCIAM aplicado en el origen de la arteria
aorta abdominal confiere proteccidn ante la IR de drganos abdominales, particularmente
significativa en rifidn e higado, drganos que mayormente se procuran en las donaciones
multiorganicas. Es una técnica factible de ser aplicada en roedores para el estudio de la
atenuacidn de la lIRy se ha podido evaluar su efecto en modelos de isquemia tibia, de trasplante
experimental renal y BK. Basados en los resultados consideramos que la técnica de PCIAM podria
ser cuidadosamente extrapolable a la clinica luego de completar las correspondientes etapas de
investigacion traslacional y ahondar mas aun en detalles mecanisticos.
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Capitulo 9

Abreviaturas

AA: Aorta abdominal

AMS: Arteria mesentérica superior

AO: Aorta

ATP: Adenosin trifosfato

BK: Bishop-Koop

BSA: Albuimina sérica bovina

CPs: Carbonilos proteicos

CT: Grupo control

FRAP: Actividad reductora férrica del plasma
HAI: indice de actividad histopatoldgica

H-E: Hematoxilina-eosina

H,0,: Perdxido de hidréogeno

ID: Intestino delgado

IG: Intestino grueso

IIR: Injuria por isquemia-reperfusién

IMA: Isquemia mesentérica aguda

IR: Isquemia-reperfusion

IRA: Injuria renal aguda

LDH: Lactato deshidrogenasa

NO: Oxido nitrico

NTA: Necrosis tubular aguda

O;: Radical libre de oxigeno

OAMS: Oclusidn de arteria mesentérica superior
Pa0,: Presion parcial de oxigeno

PCl: Precondicionamiento isquémico

PCIAM: Precondicionamiento isquémico abdominal multiorganico
PCP: Presidn de enclavamiento pulmonar
pMLC: Fibras de miosina de tipo no muscular
POP: Posoperatorio

TAS: Tension arterial sistélica

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
TGO: Transaminasa glutamico-oxalacética

TGP: Transaminasa glutamico-piruvica

TNBS: Acido sulfénico 2,4,6-trinitrobenceno
TOS: Trasplante de 6rgano sdlido

VC: Vena cava

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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