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PRESERVACION DE ORGANOS PARA TBASPLANTE

La conservacién de drganos junto con los problemas in
munoldégicos constituyen la base de los futuros progresocs en la ci
rugia de los trasplantes. La conservacidn y la reanimacién de las
funciones vitales de los tejidos se hallan estrechamente ligados
a las condiciones anatomofuncionales existentes en el momento de
la extraccidn del érgana a trasplantar. Este punto representa vya
un obstéculo para la aplicacién clinica de algunos resultados ob-
tenidos en el laboratorio.

La experimentacidn animal proporciona unascandiciones
Sptimas: extraccidn del drgano IN VIVO y aplicacidn inmediata de
los métodos de preservacidn. Por el contrario, la clinica no ofrg
ce situaciones similares, excepcidn hecha de los trasplantes rena
les a partir de donante vivo en los gue no se plantea el problema
de la conservacidn del drgano. La agonia y la isguemia caliente -
condicionan de forma negativa, los resultados de todos los méto —
dos de preservacifin independientemente de su mayor o menor perfeg
cidn. Por otra parte, un drganc dafiado presenta un poder de recu—
peracién menor al de un drgano sano. En el caso del higado, las -
lesiones isguémicas, aparte de producir zonas de necrosis mdso me.
nos extensas, reducen la vitalidad de los hepatocitos, comprome —
tiendo IN TOTO o parcialmente, la recuperacién funcional def tras—
plante.

La posibilidad de "trasplantes de frganos "a gran esca

la" ha estimulado el desarrollo de mds y mejores métodos de con —
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servacién de drganos. Es evidente que el ndmero creciente de tras
plantes realizados reqguiere la utilizacidn de Arganos procedentes
de caddver los cuales precisardn un periodo de almacenamiento. La
situacién ideal y la finalidad de la mayor parte de los estudios-
experimentales, en el momento actual, radica en desarrollar un mg
todo de preservacién gque permita un almacenamiento "a largo plazo"
seguido de una restauracidn inmediata de la funcién normal despugs
de realizado el trasplante. Abandonando esta condicidn ideal pue-
de asegurarse desde el punto de vista préactico, que son vAlidos -
los esfuerzos destinados a obtener ura perfecta preservacidén "a-
corto plazo®™ durante 24 horas o menos, Esta preservacidn a corto
plazo, permite una mayor utilizacidn de los drganos de cadédver -
salvando el tiempo critico necesario para llevar a cabo con éxito
un trasplante de donante a receptor con los métodos actualmente -
en uso.

El tiempo necesario para la preparacidn quirdrgica de
los pacientes puede proporcionarlo cdmodamente, las varias horas
obtenidas con el método de preservacidn.

En un sentido amplioc se podria definir la preserva -
cidn como el mantenimiento, en un estado fuera del ambiente Fug
cional normal, mediante el cual una célula, 6rgano u organismo -
puede ser resucitado reasumiendo todos sus procesos vitales norma
les.

En general todos los métodos de preservacidn estén -

concebidos para cumplir estas finalidades a través de una de las
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dos formas siguientes: reduciendo las necesidades metabdlicas o
aportando lo necesario para satisfacer estas necesidades. En 1la
Tabla I pueden apreciarse los diversos métodos que han sido uti-
1izados.

La hipotermia, la infrarrefrigeracién, el blogueo me
tab8lico, la perfusién y la oxigenacidn hiperbdrica constituyen
técnicas cuya eficacia ha quedadd demostrada tanto experimental-
como clfnicamente para los periodos de corta preservacién de 6£
ganos intactos destinados a trasplantes. lLa utilizacién de las =
técnicas de congelacidn ha sido demostrada en la preservacién de
suspensiones de células, fragmentos de tejido y pardsitos. Hasta
el momento actual no se ha comunicado ninglin éxito de trasplante
de un drganoc congelado gue requiera la prictica de anastomosis

vasculares,

METODOS DE PRESERVACION. TABLA T

T. Reduccidn de las necesidades metabdlicas.

A) Hipotermia simple

simple
B) Congelacidn /

> con protectores quimicos

simple
c) InFrarreFrigeracién<fEEEEon protectores guimicos
con presién hidrostdtica

D) Liofilizacidn y deshidratacién

E) Blogueo metabdlico



IT. Satisfaccién de las necesidades metabdlicas.
1fquida
A) Perfusid /
) SLon T gaseosa

B) Oxigenacién hiperbdrica

Existen diversas razones por las gue las técnicas de
preservacidn hepdtica desempefian un papel crucial en el trasplan
te hepético ortotdpico. E1 hfgado es especialmente sensible a -~
los efectos de la anoxia, aungue el ritmo de produccidn de las -
lesiones por isquemia puede reducirse notablemente mediante re
frigeracién precoz. Las dificultades técnicas en la realizacidn
de la hepatectomfa del receptor pueden requerir varias horas. Fi
nalmente, el precio de trasplantar un hfgado no viable, represen
ta la muerte del paciente, ya gque la supervivencia en un estado
funcional anhepdtico es muy breve.

Durante varios afios, la investigacidn de técnicas des
tinadas a la preservacidn del hfgado completo dié unos resulta -
dos desalentadores. Sin embargo, pronto se comprobd en el perro,
gue la refrigeracién precoz proporcionaba un tiempo dtil de is -
gquemia de aproximadamente dos horas. Al afiadir la perfusién a la
hipotermia, MIKAELOFF y KESTENS y Al., y MARCHIORO y Al., logra—
ron ampliar la viabilidad del &rgano. Pese a todo, estos siste —
mas se referian a técnicas in situ y los intentos destinados a
extirpar el 8rganoc y conservarlo fuera del cuerpo del dador, Frg

casaban de forma uniforme.
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Alrededor de 1967 comenzd a lograrse mantener el higg
do en buen estado durante varias horas después de su extirpacién.

Comentaremos brevemente las diversas técnicas utiliza
das por distintos autores para lograr el citado objetivo.

STARLZ y Cols., en 1965, utilizando la combinacién de
hipotermia, hiperbaria y perfusién contfnua, obtuvieron una buena
recuperacién funcional hasta veinticuatro horas después de inider
la perfusidn.

SMITH y Cols., en 1967, estudiaron la viabilidad de -
higados de mono almacenados en oxigenacién hiperbdrica (3 atmﬁsfg
ras), y bajo hipotermia a 12 C., comprobando gue eran viables hgi
ta las 24 horas.

BROWN y Cols., también en 1967, utilizan como medio -
de preservacién de hfgados de perro, la deshidratacién del &rgano
entre 5% y 36%, almacendndolos después durante cuarenta v cinco -
dias a —-62 C., sumergidos bien en glicerol, bien en una solucién
de dimetilsulféxido (DMSO) 2M. No se empled la congelacién sino -
la "superrefrigeracién". Los resultados obtenidos se juzgaron te
niendo en cuenta el aspecto del hfgado, la permeabilidad de los
vasos sangufneos y la supervivencia de los receptores trasplanta-
dos con estos drganos. Estos resultados no fueron satisfactorios,
pero los autores, recomendan el estudio de posibles refinamientos
de esta técnica con el fin de obtener preservaciones prolongadas—
del hfigado.

ABOUNA en 1968, utiliza la sangre humana como lfguido

de perfusién del hfgadg en el cerdo. y subraya la importancia de
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proteger las células hepdticas durante el periodo de isquemia me-
diante la perfusién de una solucidn que contenga potasio, magnesio,
sulfato y fosfato, en concentraciones elevadas, y sodio, cloro vy
calcio a cifras normales; ademds debe ir provista de un sustrato-—
energético, v. gr. dextrcsa, y un coloide, v. gr. dextrano, sien-
do hipertdnica, oxigenada y tamponada antes de su uso.

SHALM y Cols., en 1.969, con el fin de prolongar la
tolerancia del higado a la isquemia, despuds de practicar la reﬁi
geracién, realiza la perfusién con un liguido de preservacidn con
teniendo plasma (200 cc) glucosa, heparina y cortisona, mantenieg
do el 8rganc en un ambiente de 42 C de temperatura.

FONKALSRUD y Cols., también en 1.969, emplearcn para
la preservacidn hepdtica un nuevo concepto basado en la capacidad
de los farmacos estabilizadores de membrana (clorpromacina, feno-
xibenzamina, cortisona), para demorar la necrosis celular hepéti-
ca y la rotura de los 8rganos intracelulares, con la consiguiente
liberacién de enzimas.

ZIMMERMANN, al igual gue los dos anteriores en 1.969,
utilizando perfusién continua para la preservacién hepdtica (en -
perros y cerdos), comprueba que para la perfusidn con liquidos sin
hemoglobina, es necesario que este lfguido contenga un componente
osm8tico y un componente isconcdtico en forma de albdmina al 5% o
Dextrano, con un peso medio de 40-70.000 6 100.000, con el fin de
contrarrestar el edema. TURNER y ALICAN en 1.970, obtienen unas -

preservaciones de 20 horas de higados de perro con el empleo de

una perfusién hipoténmica cantfnua. (102), utilizando suero homdlo
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go como 1lfguido de perfusidn.

MARSHALL y Cols., utilizan el cerdo como animal de ex
perimentacidn y realizan un estudio comparativo entre la hipoter-
mia sola y las técnicas de perfusidn, llegando a la conclusién de
gue la simple hipotermia ofrece una buena preservacién hasta cua
tro horas, mientras gque las técnicas de perfusién son mds efica -
cCes.

GORIN y Cols., en 1,971, utilizan para la preservacidh
del higado de cerdo, la combinacién de hipotermia, oxigenacidén hi
perbdrica y perfusidn. Esta técnica proporciocna un 100% de buenos
resultados dentro de las primeras 8 horas de preservacidén. La pre
servacidn de 24 horas apenas proporciona supervivencilas en los -
animales trasplantados.

SPTLG y Cols., en 1.972, utilizan la hipotermia aso -
clada a oxigenacién hiperbdrica con lo que consiguen una buena -
preservacidn del higado de cerdo durante 12 horas.

CALNE y Cols., en el mismo afio que los dos anteriores
corbinan las ventajas de la Hpotermia con la perfusidén intermiten
te, inyectando 20 cc. del ligquido de perfusién cada cinco minutos
en un tiempo de 15 segundos,

OLSZEWSKT y Cols., en 1.973, obtiene los mejores re-
sultados (preservacién de 8 horas), con la perfusién contfnua de
plasma oxigenado, aungue estos autores reconocen que el m&todo es
demasiado complejo para ser aplicable en clinica.

OTTE y Cols., también en 1.973, con el empleo de la

solucidn de Collins y de isoproterencl y de preservacidn en frio,
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obtienen buenas preservaciones en el perroc de una duracidn de 5
a 19 horas,

Revisando los diversos métodos propuestos estd clg
ro que todos los investigadores tienen una idea bésica semejan—~
te: la anoxia celular da lugar a la inhibicidn de 1la fosforili
zacibn oxidativa, a la disminucién en el contenido en nucledti-
cos, a alateraciones en el potencial de membrana celular asi co
mo el pH de superficie e intracelular, con modificacidn del po-~
tencial redox intracelular, consumo de oxfgeno o liberacidén de
enzimas lisosomiales, De este modo, se supone que frente al in—
sulto bisico de la anoxia, la célula experimenta las alteracio-
nes cltadas anteriormente,

La valoracién de la viabilidad de un &rgano preser
vado es diffcil y puede résultar facilmente errdnea. Las crite
rios propuestos Gltimamente para juzgar la viabilidad de las cé
lulas hepdticas son miltiples, yendo desde el examen funcional
del hfgado hasta las alteraciones bioguimicas aparecidas a ni-
vel subcelular pasando por los estudios anatomo-patoldgicos. Es
de destacar que ninguno de los numerosos m&todos propuestos pa-—
ra juzgar la viabilidad de d&rganos, se utiliza de forma rutina-—
ria en la préctica clinica.

Merece interés especial el método propuesto por Lam
botte para valorar la preservacidn de higado en el que utiliza

la determinacifn del potencial de membrana de la célula hepdti-



ca mediante la insercién progresiva en el higado de un electro
do vidrio, con el gue recoge la diferencia de potencial entre
este electrodo, cuando penetra en una célula hepdtica, y otro
electrodo situado en cualguier parte de la superficie del Grgg
Nno.

En 1.970, Fourcade y Cols., propusieron utilizar -
la impedancia tisular como un nuevo pardmetro de viabilidad de
un 8rgano andxico.

Cualguier método utilizado debe ser cotejado con -
los resultados clinicos, ya gue se ha puesto en evidencia que
muchos buenos resultados "in vitro" no obtuvieron la paridad -

clfnica correspondiente.
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SERTE A

TRASPLANTE HEPATICO ORTOTOPICO EN EL CERDO CON PRESERVACION HIP

TERMICA MENOR DE UNA HORA.

MATERIAL Y METODOS.- Las intervenciones sobre dador-

y receptor, se realizaron simultaneamente con dos equipos quidr—
gicos. Una diferencia de 35 minutos entre el inicio de ambas iﬂ
tervenciones, nos ha permitido obtener un promedio del tiempo de
isquemia fria de 50 minutos.

En todos los casos el higado dador ha sido perfundi-
do mediante 2,000 cc, de solucidn salina fisioldgica a 42 C por
via portal. Los primeros 1.000 cc. se heparinizan a razdn de 25
u/500 cc. Asimismo se han perfundido 100 cc. de suero fisioldgi-
co heparinizado a través de la arteria hepdtica.

Siguiendo esta.Forma de actuacidn hemos obtenido los

siguientes resultados:

RESULTADOS.— Se han logrado 27 supervivencilas opera

torias (79%) cuya evolucién ha sucedido de la siguiente forma:

de 0 a 48 horas sesssssssas 11 C8SOS
de 49 a 96 horas ssessssrss 4 CaBSOS
de 4 a 8 dias ssscasssessse 4 CAsSOS
de 8 a 15 dfasS sessssseesas 2 CaASOS
5]

de 15 a 60 dias cesstsassass casos

Las muertes ocurridas dentro de las primeras 48 ho -

ras, siguientes a la intervencidn, se han debido principalmente-
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a derrames intraabdominales de sangre o bilis,

CAUSA DE MUERTE DURANTE LAS PRIMERAS 48 HORAS

Animal
1, 2, 5
8, 10, 12
24
29
34

Causa de muerte Supervivencia
Hemoperi toneo 11, 12, 10h.
Coleperitoneo | 40, 40, 48h,
Acidosis metabélica 100,

Excesivo tiempo de clampaje 5h,

Acidosis metab8lica~Trombosis 46h.

La muerte de los animales entre el 32 y 49 dias se

han debido a trastornos bioldgicos y metab8lico que no han si-

do debidamente compensados,

Animal
13
14
15
19

CAUSAS DE MUERTE ENTRE EL 392 Y 42 DIAS

Causa de muerte Supervivencia
? 74h,
Shock operaforio 91h.
? 62h,
Fallo mecénico 63h.

Durante el 42 y el 82 dia, hemos encontrado en 1

caso, necrosis hepética y en otro, rechazo agudo.
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Animal Causa de muerte Supervivencia
6 Rechazo precoz 108h .«
7 Colapso periférico 170N,
16 Necrosis hepdtica 106h.
18 Coma hiperglicémico 132h.

DOS ANIMALES HAN SOBREVIVIDO ENTRE 8 Y 15 DIAS

Animal Causa de muerte Supervivencia
31 Abscesos hepAticos 13 dias
32 Aremia aguda—-melenas 12 dias

CAUSA DE MUERTE ENTRE LOS 15 Y 60 DIAS

Animal Causa de muerte Supervivencia
21 Anglocolitis 55 dias
22 Oclusidn intestinal 37 dias
23 Oclusidn intestinal 17 dias
27 Bronconeumonia 35 dias
30 Abscesos hepdticos 19 dias
33 Anestesia para Arteriografia 48 dias

Del estudio sistemdtico de los higados obtenidos en
las necropsias de los animales fallecidos, hemos obtenido los

siguientes datos:
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En alguna ocasidn los animales han presentado una
alteracién profunda del estado general, mientras gue el paren—
guima era totalmente normal. Otras veces, junto a una supervi-
vencia aparentemente normal, se encontraron lesiones hepdticas
purulentas, e incluso necrosis hepédtica.

De los 34 casos expuestos, solamente podemos consi
derar que hayan muerto por rechazo dos de ellos. Uno en forma—
aguda a las 108h. halldndose acdmulos de células redondas mono
nucleares gue ocupan los espacios periportales. E1l otro caso ha
sido por rechazo crénico, encontrédndose colostasis centrolobu—
lillar con necrosis focal de hepatocitos, manifestado por la -
presencia de corplsculos acidéfilos y un infiltrado celular PO
limorfo de las vias portales y de los sinusoides. La mayor par
te del infiltrado estd compuesto por grandes células de la se-~
rie linfoide y otras células parecidas a plasmocitos. En este
animal coincidid la clfnica con las manifestaciones anatomopa—
tilégicas, presentado a los 20 dias, signos de rechazo con ang
rexia, adelgazamiento, fiebre, ictericia conjuntival y mal es—
tado general, acompafiado todo ello por alteraciones biolégicas;
aumento de la bilirrubinemia para disminuir a los 3-4 dias vy
reaparecer en la fase final.

Entre estas dos formas extremas, existen gran nﬁmg
ro de formas intermedias, con un grado mds o menos intenso de
rechazo. A los 5-6 dlas, sl bien no existe edema en el septus—

interlobulillar, si encontramos una escasa infiltracidn de cé&
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lulas mononucleares en las areas periportales mds o menos ex
tendidos por el tejido hepdtico y que van en aumento de for-
ma lenta en el transcurso de los dias., No es infrecuente en-
contrar lesiones hepdticas purulentas y necrdticas con angio
colitis aguda acompafiada de numerosos microabscesos y trombo
sis vasculares con 4reas necrdticas centrolobulillares.

En ocasiones, el parenguima hepdtico presenta im
portantes lesiones autolfticas correspondientes a procesos -
angiolfticos purulentos, con desaparicidén de extensas zonas-—
de mucosa de los conductos biliares y acdmulos granulocita -
rios ocupando su luz., En estos casos es diffcil hacer el di
agndstico diferencial con el rechazo crdnico,.

También hemos observado lesiones necrdticas de
origen isquémico que se manifiestan por extensas zonas necré

ticas de predominio centrolobulillar.

HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS

Hfgado normal 13 casos
Rechazo agudo 1 caso
Rechazo crénico 1 caso
Manifestaciones de rechazo 11 casos
Necrosis hepdtica 1 caso
Abscesos hepaticos 5 casos
Parasitosis hepdtica 1 caso

Congestidn hepdtica con zonas de hemo

rragia 8 casos
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Degeneracidn grasa microgotular 2 casaos

CORRELACTION ENTRE LAS LESTIONES ANATOMOPATOLOGICAS Y LA SUPERVIVEN

CIA.
Animal Lesidn anatomopatoldgica Supervivencia
1, 2, 3, 4 Hfgado normal 1, 12, 0, Oh.
5,13,17 Hfgado normal ' 0, 10, 74h,
20,24,25 " Hfgado normal o, 9, 10h.
26,29,34 Hfgado normal 0, 5, 46h.
6 Rechazo agudo 108h,
7 Zonas hemorrdgicas + manifestacio-
nes de rechazo, 180N,
8, 9,10 Congestidn hepdtica a0, 30, 40h.
11,12,14 Congestidn hepdtica 0, 49, 91h,
15 Focos hemorrdgicos 62h.
16 Angiocolitis purulenta + trombocapilg
ritis renal 106h,.
18 Degeneracidn grasa microgotular 132h.
19 Infartos 63h,
21 Agiocolitis o rechazo crénico 1,320,

22,23,30,31 Abscesos hepdtico+rechazo crénico 880,408,456,

32 312,288h.
27 Bronconeumonfa con angiocolitis pu—

rulenta 668h,
28 Hfgado parasitario 5h,

33 Angiocolitis + rechazo crdénico 1.152h,
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PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Como hemos indicado anteriormerte, nos ha sido posi
ble conseguir una buena preservacidn de unos 55 minutos, dnica—
mente con el lavado refrigerado de la gléndula con 2.000 cc. de
suero fisioldgico a 4°C. Sin embargo, este tiempo de preserva
cidn no es suficiente en el trasplante humany donde por razones
de indole técnica, son recesarios tiempos superiores.

El objeto de este trabajo serd pues, el de estudiar
las técnicas que a nuestro entender tienen mayores posibilida—
des de &xito, después de revisar la literatura y haber tenido —
contacto con otros equipos de trabajo.

Fundamentalmente empleamos dos técnicas de preserva

cidn agrupadas en dos series:

SERIE TI.— Preservacidn "in vitro" del higado dador mediante re
frigeracidn @nicamente. Después del lavado refrige-
rado con 2,000 cc. de suero salino a 49C, como en la
serie expuesta anteriormente (THD con preservacidén -
hipotérmica menos de 1 hora), se conserva el higado
en nevera a 490 sumergido en una solucidén de suero -

salino fisioldgico durante 4 horas.

SERIE II.— Preservacién del hfgado con hipotermia asociada a
perfusidn del &rgano con una solucidn gue contiene

albimina humana y un estabilizador de la membrana
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celular. Esta serie se subdivide a su vez en dos
grupos A y B, segln que la perfusién se realice-—
de forma intermitente durante todo el transcurso
de la preservacidn o (Gnicamente al principio de
€sta.
La valoracidn de los resultados obtenidos se llg
vard a cabo mediante los siguientes pardmetros:
1) Blopsia hepética, antes y después de la pre -
servacidn y una vez revascularizado el &Srgano,
practicandc estudio anatomopatoldgico con mi
croscopia Gptica y electrdnica.
2) Tiempo de supervivencia.
3) Examen necrdpsico y estudio anatomopatolégico
del hfgado preservado y trasplantado,
4) Aspecto macroscépico del higado al final de -
la preservacion,
Se comparan los resultados obtenidos entre ambas
series y la ya realizada anteriormente con refrigeracidn del

érgano y trasplante inmediato.

SERIE I

Dentro del plan de trabajo trazado, hemos reali-

zado 34 trasplantes hepdticos ortotdpicos en el cerdao.



(18)

Este primer grupo de experiencias constituye la Se
rie I, que consiste en la Preservacidn "in vitro" del higado -
del dador mediante refrigeracidn dnicamente. Después del lava-—
do refrigerado con 2,000 cc. de sueroc salino a 42 C se conser—
va el hfgado en nevera a 492 C sumergido en una solucidén de sue

ro salino fisioldgico durante 4 horas.

MATERIAL Y METODOS

Cerdos de peso comprendido entre 20 + 3 Kgs. los
dadores y 22,8 + 2 Kgs. los receptores.

Las intervenciones sobre el dador y el receptor, -
se realizan con una diferencia de tiempo tal que da un promedio
de 4 horas de tiempo de isquemia.

Los animales son premedicados 30' antes de iniciar
la anestesia con ATROPINA I.M. (0,5 - 0,8 mg. ).

Se realiza la induccidn anestésica por inhalacidr~
de una mezcla de HALOTHANO y OXIGENO, posteriormente son intu—
bados oralmente y conectados a un aparato de ventilacidn con-
trolada. Se mantiene la anestesia igualmente con Halothano y

oxigeno,.

INTERVENCION SOBRE EL DADOR: PRESERVACION DEL ORGANO

Incisidn media xifopldbica, la via biliar principal

es ligada por debajo del confluente cistico-coledocal y la ve-
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sfcula biliar abierta y aspirada. Se aislan los pedfculos vas
culares hepdticos, ligando el resto de omento menor: la arte-—
ria hepdtica es individualizada junto con el tronco celfaco -
hasta aorta, previa ligadura y seccién de la arteria gastroduw
denal y de las demis ramas del tronco celfaco (coronaria esto
mdquica y esplénica). La vena porta es disecada hasta el con~
fluente espleno-mesentérico, y la vena esplénica ligada al
igual que la vena pancredticoduodenal a fin de conseguir un
tronco portomesentérico de suficiente longitud. La vena cava
inferior infrahepdtica es individualizada y el ligamento que
la fija a la pared ahdominal posterior es seccionado, al igual
que los ligamentos falciforme y freno-hepafico izguierdo. (el
derecho es inexistente).

El tiempo de diseccidn finaliza con el aislamien~
to de la vena Cava Inferior Infrahepitica. Cuando el hfgado -
estd a punto de ser extraido se liga la aorta por encima de
su bifurcacidén ilfaca y se punciona mediante un trocar grueso
conectado a un frasco con solucién de ACD, la sangre recogida
serd transfundida al animal receptor. Simultaneamente, se in-
troduce un grueso cateter a través de la vena mesentérica su—
perior perfundiendo a su través de 2.000 a 3.000 cc. de suero
fisiolégico heparinizado (5.000 Q/l) a 49C, logrédndose el la-
vado refrigerado del drgano en un plazo de 10-12 minutos. Se
procede a la seccidn de los pedfculos vasculares: \fena Porta,

Vena Cava Inferior Infrahepdtica; la arteria hepética es ex -
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traida junto con el tronco celiaco y un segmento aortico, y la
vena Cava Inferior Suprahepdtica se extrae con un collarete -
diafragmtico, que es convenientemente retocado antes de reali
zar el trasplante.

Finalizada la extraccién del dérganoc, este es cuida
dosamente depositado en una batea llena de suero fisioldégico =
49C y de esta forma introducido en una nevera donde permanece-—
ré alrededor de 4 horas a 49C paras ser trasplantado al animal

receptor.

INTERVENCION SOBRE EL RECEPTOR

Comporta tres tiempos: preparacién para la hepateg
tomfa total, extraccién del drgano con la fase anhepdtica corn-
secuente, y tiempo del trasplante,

Incesidn media xifopdbica, se procede a la ligadu—
ra y seccidn coledocal, inicidndose la individualizacidén de los
elementos del hilio hepdtico. La arteria hepdtica y la vena -
porta se preservan., Seccidn del resto de omento menor, previa
ligadura de los linfédticos regionales. Aislamiento de la vena
Cava Inferior Infrahepdtica y seccidn del repliegue peritoneal
posterior hasta diafragma. La aorta se aisla en un segmento su
ficiente para permitir su posterior clampaje.

Finaliza este tiempo cen la diseccién de la vena
Cava Inferior Suprahepdtica y seccidén de los elementos de Fiji

cidn del hfgado al diafragma.
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A continuacidn se procede al clampaje de la arte-
ria hepdtica, vena Porta, \ena Cava Inferior Supra e Infrahe-—
p4tica, sin establecer ninglin método derivativo de la sangre
portal y de vena Cava Inferior al sistema Cava Superior, se
seccionan los vasos y se extrae el dérgano.

Con la colocacién del nuevo Srgano "in vitro" se
inicia el tiempo del trasplante practicando en primer lugar,
la anastomosis termino-terminal de la vena Cava Inferior Su-—
prahepdtica, mediante dos suturas semicontinuas de Mersilene
4/0; sigue la anastomosis de la vena Porta, termino—terminal,
con 5/0, finalizando ahora el tiempo de isguémia hepdtica. -
Anastomosis arterial se practica mediante una anstomosis aor--
to—aortica término-lateral, segln técnica de STARZL. La inter
vencidn finaliza mediante la préctica de una colecisto—duode-—

nostomia.

RESULTADOS.— E1 aspecto, volumen y consistencia -
del hfgado al finalizar la preservacidn y al ser revasculari-
zado fue normal en todos los casos. La valoracién de los mis—
mos ha sido clfnica, analitica y microscépica.

La hipoglucemia y la acidosis metab&lica postope—
ratoria han sido mds acusadas y diffciles de eguilibrar que
en la serie efectuada con tiempos de isquemia inferiores a
los 60 minutos. Cinco animales fallecieron por causas ajE

nas a la preservacidn: en los 15 animales
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restantes la muerte pudo imputarse a una preservacidn insufi -
ciente. En éstos, la causa mds frecuente de muerte fue el coma
hipoglucémico como predominante en el cuadro general de insufi
ciencia hepdtica; en estos casos la hipoglucemia fue mantenida
y persistente pese a la administracidn de cantidades considera
bles de glucosa. Unicamente un animal remontd su hipoglucemia,
precisando 486 gramos de glucosa durante las primeras horas de
postoperatorio, normalizéndose a continuacién., Todos los animg
les muertos durante las 48 primeras horas fallecieron con ci-
fras de glucosa de sangre inferiores a los 20 mgs%. En ningdn
caso hemos observado fendmenos de diatesis hemorrdgica. La tra
duccidn anatomopatoldgica de este proceso se observa en la in-
tensfsima disminucidn de glucégeno intrahepdtico, que vendria-
condicionado por 1la normai glucolisis anaerobia existente dE

rante el periodo isquémico,

ASPECTOS ANATOMDPATOLOGICOS

OBSERVACIONES.— En la muestra de higado tomada al
finalizar la perfusién, se aprecia una discreta dilatacién de
los expacios sinusoidales y los hepatocitos muestran una ultrg
estructura muy bien conservada. La mayorfia de ellos contienen
grandes dreas de material glicogénico. En los nicleos, la cro
matina es bastante laxa con nucleolos muy prominentes con nu-
cleonema bien desarrollado. Se aprecian numerosos granulos in

tercromatinicos asi como estructuras nucleoides.



La muestra de tejido hepAtico tomada al final de
la preservacidn ofrece varias modificaciones de la estructura
celular. Existe una marcada disminucién de las partfculas de
glucdgeno en comparacidén con la primera toma. Esta disminucidh
afecta pricticamente a todos los hepatocitos observados. En -
algunas células hepéticas aparece una dilatacién generalizada
de retfculo liso, que adopta una apariencia vesicular. En al-
gunas 4reas aparecen zonas constituidas por algunos hepatoci-
tos que muestran severas lesiones osmédticas consistentes en
una gran dilatacidn de las cisternas del retfculo ehdoplasméti
co granular, En estas mismas células las mitocondrias estdn —
edematizadas y con pé#rdida de sus crestas. Existen otras &reas
canstituidas por la fusidn citoplasmitica de varios hepatoci-~
tos, debido a la pérdida de su membrana plasmitica. Estas -
dreas forman un "sincitio" de 4 o mds célular. DBbido a la
pérdida de la membrana plasmdtica, el contenido citoplasmati-
co se pone en.contacto directo con la luz sinusoidal, Muestra
de ello es la presencia de elementos celulares hemdticos (he—
maties, leucocitos y plaquetas) gue aparecen inmersos en el =.
magma citoplasmdtico de estos hepatocitos, Los organoides ce—
lulares no estédn afectados. No existe incremento de lisosomas

y las membranas del retfculo granular aparecen conservadas.

COMENTARIOS.— Existen marcadas diferencias morfo-
l8gicas, en las dos muestras procedentes del mismo hfgado, an
tes y después de la preservacién. Las modificaciones provoca-

das por este métoda de preservacién son de dos tipos:
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a)Representada por la presencia de dilataciornes va—
cuolares del retfculo endoplasmitico asf como por
la balonizacidn mitocondrial. Estas lesiones indi
can una csobrecarga acuosa celular inducida proba-
blemente por trastornos osmfticos.

b)Comprende las alteraciones del plasmolema hepato-
citario. La alteracién consiste en una lisis de
la membrana plasmitica gue condiciona la fusién —

citoplasmidtica de varios hepatocitos.

Creemos que las lesiones osmdticas pireden ser re-
versibles en cuanto su tiempo de accién sea insuficiente para
provocar cambios biogufmicos trascendentales para la vitali -
dad celular. |

Las alteracibnes de lisis del plasmolema con fu-
sién hepatocitaria y contacto directo de las estructuras int{g
celulares con el espacio extracelular creemos gue son incompg
tibles con la supervivencia de estas células. Posiblemente es
ta lesidn podrfa repararse mediante la regeneracidn de los he
patocitos supervivientes.

Existe asimismo una marcada disminucidn del glucg
geno intrahepdtico condicionada por la normal glucolisis anag

robia existente durante el periodo isquémico.

DISCUSION.— Parece 1légico pensar que si uno o va

rios animales sobreviven al THO con preservacidén del érganoc,-—
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el método de preservacidn utilizado es aceptable. En nuestra =
experiencia, existe una marcada elevacién de la mortalidad den
tro de los primeros 6 dias siguientes al trasplante en esta se
rie (I) en comparacién con la serie (A) con preservacién duran
te tiempos inferiores a los 60 minutos. Los THO han sido reali
zadas por el mismo equipo y con idéntica técnica gquirdrgica, -
por lo que creemos que el método de lavado-refrigeracién y al-
macenamiento del higado a 49C, sin adicionar estabilizadores -
de la membrana celular, es insuficiente para lograr una preser
vacifn aceptable del 8rgano durante este periodo de tiempo.

En 21 de los 34 animales, la muerte ha ocurrido -

por insuficiencia hepdtica, evidencidndose la pérdida de una -
funcidn tan especificé del hepatocito como es el almacenamien—
to, sintesis y desdoblamiento del glucdgeno; sin embargo no se
ha observado la anulacidn funcional total del &rgano, hecho que
parece indicar la posibilidad de gue no existe una pérdida ind
cial de todas las funciones hepdticas, sino que éstas se anu —
len gradualmente.
| La valoracidén microscépica de un hfgado preserweado
no corresponde a las posibilidades de supervivencia del tras -
plante; sin embargo, parece ser que las lesiones indicativas -
de sobrecarga acuosa celular, inducida probablemente por fend—
menos osmdticos: dilataciones vacuolares del retfculo endoplag
mitico, asi como la balonizacién mitocondrial, pueden ser re
versibles, como lo demuestra el hecho de gue algunos animales

han sobrevivido después de trasplantarles un hfgado portador—
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de este tipo de lesiones.

Siempre gue hemos observado &reas de hepatocitos
con lisis del plasmolema, existiendo contacto directo de las
estructuras intracelulares con espacio extracelular, ha ocu—
rrido la muerte del animal en un plazo breve, generalmente -
por coma hipoglicémico irreversible, similar al tiempo  que
tarda en morir un animal al gue se le ha practicado hepatec—

tomia total.

SERTE 1T

Esta serie ha sido realizada para valorar los re
sultados de la preservacidn del higado con hipotermia asocig
da & perfusidn del érgano con una solucién (PPF) que contie-
ne albdmina humana y un estabilizador de la membrana (hidro-
cortisona), ya que segan SCHALM (1969) y CALNE (1972) es in
dispensable la adicidn de alguna fraccidn plasmética y de es
tabilizadores de la membrana para obtener buenos resultados
en la preservacidn de drganos para trasplante.

Hemos dividido esta serie en dos grupos. E1 gru—
po A en el gque se ha practicado una perfusidn intermitente -
del érgano durante todo el tiempo gue ha durado la preserva-
cidén, En el grupo B se ha realizado Unicamente la infusidn -
de 600 cc de PPF y se ha conservado el drgano en hielo pica-—
do y en nevera durante el tiempo que ha durado la preserva -

»

cion.
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MATERIAL Y METODOS

Se han realizado un total de 21 experimentos con
técnica idéntica a la anterior variando Gnicamente el método

de preservacidn.

SERTE ITA

Después de extraido el dérgano, se procede a su
lavado por via portal y arterial simultaneamente. E1 lavado
se efectua con unos 1.500 cc. de solucidn de HARTMANN (Compg
sicién: Cloruro sédico 3,00 grs/litro, Lactato sédico 1,55 -
grs/litro, Cloruro potdsico 0,15 grs/litro, Cloruro célcico
g, 15 grs/litrq) la cantidad empleada oscila algo, pues el la
vado se interrumpe cuando el liquido que drena por las venas
suprahepéticas es totalmente claro ya que el dnico fin de es
te lavado es aparte de refrigerar el drgano, conseguir un hi
gado totalmente exsangle.

La solucidn de Hartmann se emplea a una tempera-—
tura de 49C, y se adicionan 50 mg. de Heparina a los prime -
ras 500 cc.

Una vez obtenido un higado exsangtle y refrigera-
do, se conecta la canula portal a un circuito gue alementado
por una bamba de perfusidn consigue un flujo intermitente de
20cc. durante 15 segundos, cada 5 minutos. E1 higado previe-
mente introducido en una bolsa de pléstico atdxico es colocE

do en un bado refrigerante que, mantieng a una temperatura de
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49C el liquido de perfusién y el propio dérgano. De esta for—
ma el higado es perfundido intermitentemente con urna canti -

dad aproximada de 900 cc. de una solucidén que contiene:

AlbOMing sesaeasannns a5 g/litro
Ac. LItrico seveesess 0,6 g/litro
Capilato SGdico eea.. 3,75 g/litro
Sulfato Magnésico ... 1,5 g/litro
Fosfato Dipotasico .. 4,12 g/litro
GlUCOSE ssserssnsnnss 18,75 g/litro
Heparing seeesseeasss 0,2 g/litro
Hidrocotisona eeseess 250 mg/1litro
Cloranfenicol ....... 1 g/litro

Imponiéndole un pH de 6,8 a 372 C mediante la
adicién de CIH al 10% en cantidad aproximada de 6 cc/litro.
Al cabo de aproximadamente 4 horas, el higado es trasplanta—

do al animal receptor. (Fig. 1)_

SERTIE I11B

Después de lavar el drgano de forma idéntica a
la descrita en la serie II A, se procede a la infusidn hepé-
tica del mismo 1lfgquido de preservacidn empleado en la serie
anterior,

Se infunden unos 500 cc. por via portal y unos —
100 cc. por via arterial, a una presidn aproximada de 100 cc
de Ho0 y una temperatura de 49C.

Posteriormente el higado es introducido en una

bolsa de pléstico, bafado en el mismo liguido de perfusidn y
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esta bolsa colocada dentro de un recipiente lleno de hielo pi

cado. Quedando el higado inmerso en el hielo. Todo el recipi-

ente es a su vez introducido en una nevera, donde permaneceré

por espacio de cuatro horas aproximadamente, hasta que sea -

trasplantado al animal receptor.

AESULTADOS

Giguiendo la técnica anteriormente descrita hemos

podido obtener los resultados que se aprecian en las tablas =

siguientes:

1
2

W

o Q. o 39 O O b

11

SERTIETIIA

N2 T2 PRESERVACION T2 SUPERVIVENCIA CAUSA DE MUERTE

3h 25 2h Hemoperitoneo

3h 257 23h Coleperito;eo

3h 25 2h Mal funcionamiento mé
quina.

2h 50 10d. Coleperitoneo tabicado

3h 10" per-operatoria Hipertermia maligna

ah 35 10' Acidosis metabdlica

2h 40’ per-operatoria Acidosis metabdlica

3h aQ' 11d. Oclusi’n intestinal

3h 55' 5d. Melenas

3h 37' 6h 15" Embolia gaseosa yatrd
gena.

4h 16h 15" Hipoglucemia

ah 05" 6d« Trombosis porta

12
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2 T2 PERSERVACION T2 SUPERVIVENCIA CAUSA DE MUERTE

1 3h
3h
3h
ah

ah

2

3

4

5 3h
6

7 3h
8

3h

9 3h

50’
5!
as5'

05'

10
30

35’

35'

18d.
5d.
14d.
operatoria
135d,
operatoria
Sd.

Operatoria

23h

Oclusidn intestinal
Coleperitoneo tabicado
Hipoglucemia
Hipertermia maligna
Oclusidn intestinal
Acudosis metabdlica
Melenas

Embolia gaseosa yatrd—
gena.

Coleperitoneo

ASPECTOS ANATOMO-PATOLOGICOS

Se efectuaron tres tomas de tejido hepatico, en

cada higado trasplantado para estudio anatomopatoldgico ul-

traestructural. La primera muestra se obtuvo después del la

vado refrigerado del érgano, la segunda después de transcu-—

rridas las cuatro horas de preservacién y la (ltima, después

de realizado el trasplante, es decir con el Srgano ya revas

cularizado. E1 material fue fijado inmediatamente después -

de su extraccién en Glutaraldehido al 2,5% en tampon fosfa-

to pH 7,4 durante un tiempo de 24 horas. A continuacidn, -

despuds de lavado se sometid a una segunda fijacidn en tehd

xido de osmio segdn DALTON. Tras deshidratacidn en acetona-
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se incluyd en ARALDIT. Los cortes ultrafinos se obtuvieron
con un ultramicrotomo REICHERT OM-3, los cuales montados en
rejillas fueron contrastados en acetado de uranillo y citra-

to de plomo seglin VENABLE.

A)- MUESTRAS OBTENIDAS DESPUES DE LA PERFUSION DEL ORGANQ Y

ANTES DE LA PRESERVACION.—

La ultraestructura general de los hepatocitos es
t4 bien conservada, no se encuentran anomalias en la membra—
na plasmatica, organoides citoplasmdticos ni en los nucleos.

Las mitocondrias y el retfculo endopldsmico no
muestran alteraciones de tipo osmdtico tan severas como en —
el caso anterior estudiado (preservacidn sin alblmina). Las
crestas mitocondriales de algunos hepatocitos han desapare-

cido por completo.

B)- MUESTRAS OBTENIDAS AL FINALIZAR LA PRESERVACION.-—

Las muestras obtenidas al final de la preserva —
cidn muestran modificaciones estructurales similares en to-
dos los cortes examinados. Los espacios sinusoldales se en—
cuentran muy agrandados y distendidos y desprovistos de Célﬂ
las circulantes. Las células de KUPFFER son prominentes y en
ellas no se aprecian modificaciones, los cordones hepatocitg
rios muestran una arguitectura bien conservada, Se aprecilan-
bastantes células almacenadoras de grasa y en uno de los ca—
sos se ha podido sorprender a una de estas células en fase

de expulsidn de sulfgranivacuolal lipidicas
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Los hepatocitos muestran morfologia variable. Ai
gunos son valuminosos y esferoidales, con hiperclaridad hia-
loplasmética. En estas células, el reticulo endopldsmico 1i-
so ha perdido su configuracidn habitual, sufriendo un proce-
so de transformacidn vesicular. E1 aparato de Golgi igualmeg
te, aparece muy vesicular, en las cercanias de los capilares
biliares. Las mitocondrias, son grandes y en su interior han
desaparecido las crestas. Su contenido es homogéneo y fina -
mente granular. E1 contenido de glucdgeno de estas células -
es muy pobre, E1l ndcleo presenta morfologfa intacta, aungue
en algunos casos es posible apreciar una dilatacidn del espa
cio intermembranoso de la envoltura nuclear. El espacio in -
tercelular de estos hepatocitos se encuentra algo dilatado,
conservdndose la estructura de los capilares biliares y de
sus complejos de unidn., E1 polo sinusoidal, posee microvillis
normales en cantidad y distribucién. En alguno de los casos—
se han visto imAgenes sugerentes de comunicaclones entre el
polo biliar y sinusoidal, a través del espacio extracelular
ampliado, limitado por las membranas hepatocitarias.

En algunas zonas alsladas, aparecen hepatocitos—
con dilataciones muy marcadas del reticulo endopldsmico gra-—
nular, gque forman grandes cavidades en el interior de los he
patocitos. Las mitocondrias de estas células muestran alterE

ciones superponibles a las descritas anteriormente.
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La mayor parte de los hepatocitos, sin embargo, no
muestran alteraciones tan severas. Los organoides citoplasméti
cos se encuentran mejor preservados y las mitocondrias muestran
configuracidn normal. Unicamente se aprecia una dilatacién dis
creta del reticulo endoplédsmico granular.

Finalmente, en algunas éreas circunscritas, es po-
sible identificar células hepdticas muy alteradas, con discon-
tinuidad plasmolémica y expulsidn de los organoides hacia el
espacio extracelular. Los nicleos de estas células suelen ser
densos. Una manifestacién mds importante de este mismo fendme—
no, se aprecia cuando esta lesidn aparece afectando simultanea
mente a unos cuantos hepatocitos. En este caso aparece un: mag
ma citoplasmitica gue contiene organoides particulados dispueg
tos al azar, en el seno de un material granular, en el que se
pueden apreciar varios nlicleos hepatocitoarios, asi como célu-
las sangulneas.

En alguno de los casos, en el gue la preservacifn
no fue tan correcta, se aprecia en el interior de los hepatoci
tos unas formaciones vacuolares grandes, limitadas por membre—
nas, en cuyo interior se aprecian escasas figuras de mielina y

un material granular,

C)- MUESTRAS OBTENIDAS DESPUES DE (A REVASCULARIZACION.-

Las muestras obtenidas inmediatamente después de
la revascularizacidn, muestran alteraciones de la estructura -

hepatocitaria similares a los descritos después de la preserva
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cidén.

Los sinusoides no aparecen aqui distendidos. En
su interior aparecen alementos sanguineos circulantes. Las
células de Kupffer no sufren modificaciones. En algunas -
dreas se aprecian pequefios agregados plaguetarios en la luz
sinusoidal, a la gue generalmente no ocluyen., Asimismo en
estas Areas se pueden apreciar la presencia de fibrina. En
algunos casos se aprecian filamentos de fibrina y hematies
a nivel del espacio de Disse gque se encuentra agrandado.

Se hallan colecciones focales de hematies, aso—
ciados a filamentos de fibrina y pequefios agregados plague—
tarios; estos dltimos en ocasiones se adhieren a la superfi

cie de hepatocitos alterados.

ESTUDIO CRITICO DE LOS RESULTADQS

La hipotermia se reconoce universalmente como —
un elemento imprescindible en preservacién hepatica. Para la
refrigeracién del higado hemos empleado la infusidn de suero
a 49C logrando que la temperatura del Srgano alcance los 7-10
grados C., como hemos podido comprobar mediante la colocacidn
de un termémetro electrdnico en el interior de la vena cava,
préxima a las suprahepdticas. Como ya hemos dicho, la hipo-
termia como Unico medio de preservacidn supedita su eficacia
a la duracién del tiempo de isquemia. A este respecto existe

disparidad de criterios entre los diversos autores en el mo-
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mento de establecer el periodo mdximo de tiempo de preserva-—
cidn en el gue la hipotermia como dnico acto serd eficaz.

La hipotermia se nos ha mostrado eficaz en la se
rie A (tiempo de preservacién inferior a 60 minutos).

Ante la disparidad de criterios antedicha hemos—
guerido adquirir el nuestro propio habilendo realizado una se
rie (I) con hipotermia simple durante 3-4 horas. Los resulta
dos obtenidos han demostrado la ineficacia del método para -
este periodo de preservacién (67,6% de mortalidad por mala —
preservacién). Este porcentaje no demuestra exactamente la
realidad en cuanto a la ineficacia del método ya que algunos
animales han muerto por otras causas antes de poder valorar-
la preservacidn hepéatica.,

De las observaciones realizadas en este trabajo,
deducimos gue ante una mala preservacidén, la funcidn hepdti-
ca no desaparece totalmente desde el primer momento sino que
existe una anulacidn gradual de las diversas funciones hepa-
ticas. La glucogenolisis parece ser una de las primeras Fuﬂ
ciones en desaparecer mientras que la funcidn exocrina del
drgano desaparece mas tardiamente.

El estudio histoldgico del drgano al final de 1la
ﬁreservacién, ni adn llevado al terreno ultraestructural, -
nos parece un parametro lo suficientemente fidedigno como pa
ra basar en el mismo el criterio de viabilidad del mismo por

varias razones. En primer lugar, los datos microscdpicos re-
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velan dnicamente el estado de una pequefa y superficial por-
cidn del 8rgano, por lo que se necesitarfan miltiples tomas-
bibdpsicas distribuidas por todo el parenquima hepdtico. En
segundo lugar, hemos podido comprobar que drganos con lesio-
nes importantes pueden lograr mantener con vida al animal re
ceptor, habiendo constatado que no existe paridad entre las
lesiones histoléSgicas y la evolucidn clinica.

En general podemos decir que cuando la preserva-
cién se prolonga durante 3-4 horas, la cantidad de glucdgenc
ciltoplasmdtico estd en relacidn inversa con la buena calidad
de la preservacién. Asf, en los casos en los gue se ha cons-
tatado la destruccidn del plasmolema como lesidn predominar—
te, casos que han ido seguidos por la muerte indefectible del
animal en las primeras 48 horas, la cantidad de glucdgeno ci
toplasmdtico ha sido notablemente superior al hallado en los
casos en gue la preservacidn ha sidobeFicaz, logrando la su-—
pervivencia del animal. La desaparicidn del glucégend se rea
1liza en primer lugar en el parenguima periportal y en dltimo
lugar se hace en el polo biliar.

Creemos que ante una preservacidn deficiente, la
célula hepidtica pierde su vitalidad antes de poder aprove -
char el glucdgeno citoplasmdtico mediante la glucolisis anag
robia. Por lo tanto, en nuestra experiencia, 1la desaparicidn
del glucdgenc ha sido indice de una preservacidn eficaz en

contraposicién de lo que afirman alguros autores (TRUMP y -
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cols. ), los cuales consideran la deplecidn de glucdgeno como
indice de mala preservacidn.

Las lesiones ultraestructurales halladas a nivel
mitocondrial pueden ser mdltiples. TRUMP opina gue el simple
edema mitocondrial es signo evidente de lesidn por preserve—
cidn. Los resultados obtenidos en nuestro estudio no concuer,
dan con estos datos ya gue cierto grado de edema a este ni -
vel, incluso con pérdida de la configuracidn normal de la -~
membrana mitocondrial interna ha aparecido inmediatamente -
después del lavado-refrigeracidn del Srgano, antes de iniciar
la preservacién. A este respecto debe aclararse gue el lave—
do~refrigeracién forma parte de la preservacién pero en su
fase mas inicial; creemos mds oportuno denominar preservacifn
al acondicionamiento mds prolongado del Grgano.

En nuestra experiencia, una balonizacidn mitocon
drial mas o menos acentuada, y no de forma universal, existe
en todos los casos, igualmente en los gue se ha obtenido 1la
supervivencia prolongada del receptor. Este discreto edema
mitocondrial viene acompafiado de una pérdida de continuidad-
de sus crestas. La membrana externa no ha presentado modifi-
caciones ni en las preservaciones mds deficientes,

En los casos de mala preservacidn hemos observe—
do una balanizacidn mitocondrial muy intensa acompafiada de
una pérdida de la imagen normal de condensacién mitocondrial

y de la desaparicidn de la membrana interna.
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La destruccidn de la membrana celular constituye
la lesién mds evidente de mala preservacidn. Cuando éste re~
presenta la lesidn predominante, se comprende que el drgano
ha perdido su viabilidad. En estos casos puede observarse la
aparicién de fusiones citoplasmidticas que contienen varios-
ndcteos.

La pérdida de continuidad del plasmolema condi —
ciona el intercambio de elementos entre los espacios intra y
extra celular, y asi podemos encontrar elementaos formes de
la sangre en el interior del citoplasma al igual que la pre—
sencia de organoides celulares en la luz sinusoidal.

La preservacidn mediante PPF y estabilizadores -
de la membrana ha permitido disminuir notablemente la Fralgg
cia de aparicidn de este tipo de lesiones.

la vacuolizacidn citoplasmdtica se considera uni
versalmente una consecuencila de la preservacidn. Después del
estudio de los 89 hfgados de cerdo preservados y, posterior—
mente, trasplantados, creemos que no puede hablarse simple-
mente de vacuolizacidn sino que es necesario analizar este
fendmeno. E1 andlisis de estos casos demuestra gque la vacuo—
lizacidén citoplasmética por si misma no es sindnimo de pérdi
da de viabilidad del dérgano, sino gue debe considerarse como
un fendmeno osmético. En los casos en gue los citoplasmas he
patocitarios han sido sustituidos por vacuclas de gran tama-—

fio, la muerte del animal receptor es la regla. La presencia
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de miltiples vacuolas de pequefio tamafio, distribuidas universal
mente por todo el parenquima hepdtico, no implica la pérdida de
la viabilidad del érgano. A este respecto es demostratfvo el ca
sa de un animal receptor de un hfgado que presentaba este tipo
de lesiones y sobrevivid 135 dfas, falleciendo a causa de una —
oclusién intestinal.

La dilatacién sirusoidal ha sido una lesién hallada
frecuentemente en los &rganos preservados; este fenfmeno cree —
mos que puede ser debido al método de infusién-lavado, aungue —
el lfguido Haya descendido simplemente por gravedad desde una
altura de 100 cms.

El hallazgo de agregados plaguetarios en el interior
de la luz sinusoidal lo hemos interpretado como una consecuen -—
cia de mala preservacién aunque el hecho de observar esta anoma
lia no ha ido seguida de la pérdida del animal receptor, Del -
mismo modo, la presencia de fibrina en la pared sinusoidal y en
el espacio de Disse ha sido observada en cierto ndmero de casos
ignorando la causa de su aparicién al igual gque su significado.
Estas lesiones han sido halladas preferentemente en los anima -
les pertenecientes a la serie IT. Por el contrario, en las se-
ries IT A y II B, los agregados plaguetarios han sido mls esca—
sos y de menos intensidad no llegando nunca a ocluir la luz si-
nusoldal; estos agregados plaguetarios se encuentran generalmez
te adheridos a la superficie de los hepatocitos alterados, No

hemos encontrado nunca modificaciones de las células de Kuppfer.
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En algunos casos se han visto imdgenes sugestivas
de comunicacidn entre los polos biliar y sinusoidal, a través
de un espacio extracelular ampliado.

Es importante establecer un estudio comparativo —
entre los métodos de preservacién utilizados en nuestro tra-—
bajo y los resultados obtenidos. E1 examen minucioso de estos
datos puede hallarse en los apartados correspondientes.

Las cifras de mortalidad en cada serie permiten —
la valoracisn final de los distintos métodos de preservacidn,
teniendo en cuenta que, en todos estos casos, se ha podido dg
mostrar la mala calidad de la preservacidn como la responsable

de la muerte de los animales.

SERTE Ne DE CASOS  TANTO % DE MORTALIDAD POR
MALA PRESERVACTION

Hipotermia Serie A
T2 inferior a 1 hora 34 8,8

Hipotermia Serie I
T2 3-4 horas 34 67,6

Hipotermia + albumina
Serie II 21 8,7

E1l método mis sencillo de los empleados es el al-
macenamiento en hielo.

El método de preservacién par perfusidn intermi -
tente aunque simple, requiere una mayor vigilancia, aunque la

utilizacién del regulador mecdnico del ritmo de perfusidn fa-
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cilita el empleo de este método. En estos casos, hemos obser
vado un mayor edema del &rgano al final de la preservacién -
gue en los casos de la serie II B (almacenamiento en hielo).

Este edema puede deberse fundamentalmente a dos causas:

a) Mecénicas, por hiperaflujo o por dificultad =
de drenaje.
b) Escasa presién osmética del lfquido de perfu-

sifdn utilizado,

Tanto en la serie IT A como en la II B, el liqui
do de preservacifn ha sido idéntico por lo gque dicho edema -
hemos de considerarlo de origen mecdnico,.

Hemos de hacer constar que la complejidad de 1la
técnica del trasplante hepatico ortotdpico hace que, en ocae—
siones, sea muy diffcil distinguir las muertes por mala pre-

servacidn de aguellas debidas a otras causas.



CONCLUSTONES

El mejor criterio de buena preservacidn de un higado
es el de gue su trasplante a un receptor hepatectomizado logre -
mantener la vida de éste durante un minimo de cuatro dias.

Los animales a los gue se les ha trasplantado un hi-
gado mal preservado fallecen, generalmente, en las primeras 48
horas y siempre, dentro de los cuatro primeros dias.

| as dificultades técnicas que entrafa el trasplante
hepdtico ortotdpico y sus consecuencias, son, a veces, dificiles
de distinguir de los fracasos debidos a una mala preservacidn.

En la microscopia dSptica de los higados preservados,
el hallazgo méds frecuente es el edema, el cual, en muchos casos,
ha demostrado ser una lesidn reversible y compatible con una bue
na funcidn después del trasplante.

El estudio histopatoldgico, aun llevado a las mis fi
nas estructuras, no nos parece un pardmetro fidedigno para juz -
gar la viabilidad del dérgano.

Cuando las lesiones predominantes comprenden la dei
truccidn de la membrana celular, a pesar de que esté consefvada
la ultraestructura celular, no es posible conseguir la supervi —
vencia del animal receptor.

La destruccidn de la membrana celular se acompaia de
conservacién del glucdgeno citoplasmatico; parece ser que la deE
truccidn del plasmolema tiene lugar antes del aprovechamiento -
del glucdgeno por la glucolisis anaerobia.

Cuando se observan lesiones osmdticas, la viabilidad

del &rgano estd en razén directa de la intensidad de estas lesio
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nes.

La balonizacidn mitocondrial, con pérdida de su mem
brana interna y la dilatacidn del reticulo liso han resultado -
ser signos de mala preservacidn.

La vacuolizacidn citoplasmitica no es indicativa de
mala preservacidn.

La desaparicidn del glucdgeno citoplasmitico es in-
dice de conservacidn de la vitalidad celular,

El edema del &rgano, cuando no es debido a factores
mecdnicos es atribuible a una insuficiente presidén osmética del
liguido de perfusidn.

En nuestra experiencia, la primera funcidn que desg
parece en un hfigado mal preservado es la capacidad de transfor—
macién del glucdégenc hepético.

La hipotermia conseguida mediante infusidn de 1iqui
do a 42 ¢ por via portal, es suficiente para obtener una buena
preservacidn hepdtica durante un periodo inferior a los 60 minE
tos.

La hipotermia conseguida mediante infusién de liqui
.do a 42 C seguida de almacenamiento del higado en hielo, no ha
sido eficaz ..para mantener la viabilidad del drgano durante 3-4
horas.

La preservacidn conseguida mediante hipotermia e iﬂ
fusidn de albdmina con estabilizadores de la membrana ha sido -
eficaz para mantener un buen funcionalismo hepdtico después de

un tiempo de almacenamiento de . 3-4. horass
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La perfusidn intermitente empleando una bomba pul-
sdtil no ofrece dificultades apreciables para conseguir una -
buena preservacién hepdtica.

A pesar de la mala calidad de la preservacién en
la serie I no hemos observado nunca la aparicidn de diatesis -
hemorrégica.

La hipoglucemia constituye el factor que causa la
muerte con mayor frecuencia en las primeras 48 horas del pos—
toperatorio.

La acidosis metabdlica, aln en los casos en gue no
se ha empleado derivacién venosa porto-yugular, no es tan difi

cil de compensar como la hipoglucemia.
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