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Preservacion de Organos Sdlidos
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El concepto mismo del mantenimiento artificial de 6rganos
fue expresado por Legallois hace mas de 150 arios, pero su
implantacion exitosa es reciente por la complejidad que ella
supone. La hibernacion animal como fenémeno natural ha
sido un punto de referencia importante para los investiga-
dores que han dedicado sus esfuerzos a la disciplina de la
preservacion de érganos.

HISTORIA

John Hunter y Edward Jenner tuvieton multiples inquie-
tudes en la observacién del fenémeno hibernario en dis-
tintas especies animales. La hibernacion artificial fue el
paso que se dio en el laboratorio para conocer y aplicar el
fenémeno natural. Andjus en 1957 logro la hibernacion de
animales que no la hacen en forma natural como las an-
guilas, los hamsters y los peces. Kalabukhov en Rusia
congeld murciélagos entre 5y 7° C y luego los reanimé a su
estado normal. Whittingham en 1972 supercongela
embriones de ratonesy de conejos, los descongelay luegolos
implantaen otroroedor, naciendoanimales normales. Desde
1949, después de los trabajos del doctor Gye en Inglaterra,
se conservan células tumorales congeladas para reproducir
tumores malignos en animales de experimentacién. En la
actualidadlacriopreservacion se usa paraalmacenar células,
tejidos, frutasy aun parael transporte de animales pequenos
como los peces. También en la literatura de ciencia ficcién
se describe claramente desde hace mas de 50 anos este
aspecto de la criopreservacion y al respecto se pueden
mencionar los libros de Edgar R. Burroughs “El amo de
Marte” y el de Robert Ertinger “El prospecto de la
inmortalidad” como prototipos de esta futurologia.

PRINCIPIOS DE LA PRESERVACION DE ORGANOS

Hay una gran variedad de métodos parala preservacion de
organos, como también hay diversas formas de presentar el
problema tedrico-practico. El siguiente principio a mas de
simple es 16gico: la prevencion de cambios en el érgano
donado y extraido se puede lograr tanto aumentando la
resistencia ala lesién como restableciendo el suministro de
sustancias vitales al érgano privado de ellas.

METODOS QUE AUMENTAN LA RESISTENCIA

Han sido utilizados cinco métodos para aumentar la resis-
tencia a la lesion, a saber:

Doctores: Alvaro Velasquez O. y Humberto Aristizabal G.,
Grupo de Trasplantes, Fac. de Med., U. de Antioguia, Hosp.
Univ. San Vicente de Paul, Medellin, Colombia.
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1. Hipotermia

Es el método mas simple y més utilizado para la preser-
vacion y conservacién de 6rganos, y su eficacia fue demos-
trada por Schlosser en 1956 con riflones para trasplante.
Aunque en la actualidad no se niega su utilidad, si se
discute la forma de inducirla (superficie, infusién, pertu-
sién), la naturaleza del fluido por utilizar y la duracion de
la proteccién hipotérmica. La clave de la hipotermia es la
depresién del metabolismo que disminuye las necesidades
de oxigeno y la acumulacion de subproductos téxicos. La
depresién metabdlica se relaciona con la reduccién de la
temperatura en forma directa: a 20° C, el consumo de
oxigeno es de un 16%y a 4 grados es de un 5%. Los mejores
resultados se han conseguido cerca del nivel critico de
cristalizacion. La hipotermia sola sin perfusiéon da unlimite
seguro hasta por 24 horas, aunque autores franceses han
informado excelentes resultados hasta por 48 horas.

Enlos ultimos anos de la década de los 60, dos importantes
estudios demostraron que los rinones podian ser segura-
mente preservados por almacenamiento en frio y por pe-
riodos tan largos hasta de 72 horas por perfusién continua.
Estos estudios modificaron el trasplante clinico de rifiones
de cadaver y lo convirtieron de un procedimiento de emer-
gencia en uno electivo. Muchos investigadores han utiliza-
do soluciones de almacenamiento en frio y han tenido
preservacion exitosa por 48 a 72 horas. La solucién Collins
o la solucién de Eurocollins modificada es la preferida en la
mayoria de los centros para la conservacion de rifiones por
almacenamiento en frio. Con los métodos actuales la con-
servacién de higado, corazén y pancreas sélo es posible por
un tiempo no mayor de 6 a 10 horas.

El congelamiento y la perfusion aerdbica continua son
teéricamente los unicos medios de obtener una preserva-
cién a largo plazo, por meses o anos. La hipotermia simple
tiene un tiempo definido mas alla del cual el érgano no es
viable.

La hipotermia, un elementoimportante en la preservacion,
disminuye la velocidad a la cual las enzimas intracelulares
degradan los componentes celulares esenciales necesarios
para la viabilidad del érgano. La hipotermia no para el
metabolismo sino que retarda la velocidad de la muerte
celular. La efectividad de 1a hipotermia puede ser inferida
delamanera como afecta el metabolismo. La mayoriadelas



enzimas en animales normotérmicos muestra una dismi-
nucién de 1.5 a 2 veces en la actividad por cada 10° C de
disminucién en la temperatura; este efecto andlogo a la
regla de Van‘t Hoff puede expresarse como Q10 = (K2/K1),
donde Q10 es el coeficiente de Van‘t Hoff para un cambio en
latemperaturade 10 grados Cy K1 y K2 sonlasvelocidades,
duracién a la temperatura T1 y T2 respectivamente. Esta
ecuacion muestra que para una via enzimética con Q10 de
2, la velocidad metaboélica es suprimida en cercade 12 a 13
veces cuando la temperatura se reduce de 37° C de
temperatura corporal a 0° C de temperatura de preservacidn.

Para que una solucién de preservacion sirva a varios or-
ganos debe tener una composicién que: 1) minimice el
edema celular inducido por la hipotermia; 2) impida la
acidosis intracelular; 3) evite la expansién del espacio
intersticial durante el periodo de limpieza; 4) prevenga la
lesion debido a los radicales de oxigeno (especialmente
durante la reperfusiéon) y 5) suministre sustratos para
regenerar compuestos de fosfato de alta energfa durante la
reperfusion.

El mecanismo por el cual la hipotermia induce el edema
celular esta suficientemente documentado. Normalmente
las células estdn banadas en una solucion extracelular rica
en Na* y baja en K, esta relacién es mantenida por la
bomba de Na* (Na-K ATP asa), la cual utiliza mucha de su
energia (ATP) derivada de la fosforilacion oxidativa. La
bomba de Na* hace que efectivamente al Na* un imper-
meante en el exterior de la célula que contrarresta la
presion coloidosmoética derivada de las proteinas interce-
lulares y otros aniones impermeables en cerca de 110-140
mOsm/kg. La preservacion hiportérmica anaercbica su-
prime la actividad de la bomba de sodio y disminuye el
potencial de membrana del plasma; consecuentemente el
Na* y el Cl- entran a la célula y ésta se edematiza porque
acumula agua. Esta tendencia al edema puede ser contra-
rrestada.

Ala hipotermia del érgano se llega después de seguir unos
pasos progresivos, que en resumen son los siguientes: a)
mantenimiento del donante en buenas condiciones de per-
fusién y metabolismo; b) anticoagulacion sistémica del
donante (con muerte encefialica); ¢)lavadoinicial del 6rgano
anormotermia para evitar la vasoconstriccion y facilitar el
procedimiento; d) infusion con la solucion por utilizar,
previamente enfriada a 4° C; hay en la actualidad varias
féormulas para preparar estas soluciones comolas de Collins,
Acquatellay Ross; e) adicion de agentes farmacolégicos ala
solucién si ésta no los tiene en su composicion: bicarbonato
de sodio, heparina, vasodilatadores, dextran y antibiéticos;
) la presion de infusiéon debe ser controlada entre 60y 100
mmHg; g) terminadalainfusiény conseguidalahipotermia
en unos 8 a 10 minutos de infusion, el érgano se introduce
en la misma solucién y en un recipiente adecuado, el cual se
coloca dentro de un refrigerador previamente calibrado a 4°
C;h)laisquemiaen normotermia se debe evitar al maximo,
ya que en la préctica es el factor clave de la lesion tisular.

Aunqueloexpuesto sobre lahipotermiaes en esencia cierto,
enlapracticahay muchos efectos nocivos que crean grandes
problemas en la conservacion de érganos. La inactivacién
delabomba de sodioy potasio y la pardlisis en lageneracion
de energia celular son dos hechos bien conocidos que hay
que enfrentar y que conducen al edema celular que, de no
ser prevenidoocorregido,llevan ala destruccion del 6rgano.

La osmolaridad intra y extracelular es la misma; casi todas
las células expuestas a hipotermia retienen agua. El espa-
cio intracelular tiene un elevado contenido proteinico y
aniénico no difusible que origina el llamado equilibrio de
Donnan, lo cual da como resultado una redistribucién de
iones que facilita una mayor osmolaridad intracelular con
una redistribucién concomitante de agua tisular. También
el interior de la célula es electronegativo y esta orientacién
del potencial de membrana en reposo impide la acumula-
cién de iones permeables provenientes del liquido intersti-
cial. La bomba de sodio expulsa sodio del interior de la
célula con la misma rapidez con que penetra por difusién
debido al gradiente de los dos compartimientos. En este
proceso se consume energiay el resultado final es mantener
el sodio fuera de la célula, el potasio intracelular y la
electronegatividad interna que impide el ingreso de iones
pequefios con carga negativa como los cloruros. Por lo tanto,
la bomba de sodio equilibra la distribucién de solutos y
estabiliza el volumen de las células. Es de suponer que todo
trastorno que altere el mecanismo de la bomba de sodio
producirda edema celular. Si se inhibe la bomba de sodio
(hipotermia), el resultado inicial es un intercambio de
potasio por sodio; penetra mas sodio en la célula que el
potasio que sale de lamisma, porque existen en ella aniones
no difusibles; esto elimina el potencial de membrana y
permite la penetracion de cloruros de facil difusion, lo cual
conlleva a mayor penetracién de sodio para igualar la
presion osmética interna y externa. La presién oncética
proteinica y la alta concentracién intracelular de sodio y
cloruros conducen a un estado de turgencia celular pro-
gresivo que lesiona el 6rgano, ya sea durante el periodo de
conservacion o poco después de reimplantarlo debido al
compromiso de la microcirculacién.

Para mejorar esta situacion, sera necesario en el futuro un
mayor conocimiento de estos procesos metabdlicos que
permitan una aplicacién adecuada en la practica clinica.

2. Presién hiperbarica

En 1964, Manax utilizé por primera vez la combinacién de
hipotermia y oxigeno hiperbarico para preservar rinones, y
pudo aumentar hasta 24 horas el periodo seguro de pre-
servaciéon. Muchos autores repitieron el mismo experimento
con rifiones y otros érganos. Sin hipotermia, la hiperbaria
no tiene ninguna utilidad. La hiperbaria (3 a 15 atm) puede
también conseguirse con helio o nitrégeno con buenos re-
sultados hasta 24 horas, solos 0 mezclados con oxigeno al
5%. La hipétesis del O, hiperbdrico se basa en la Ley de
Henry (1903), por la cual la cantidad de O, disuelto en un
liquido, aumenta entre 3-4 y 10-15 atm.

No se conocen los mecanismos por los cuales la hiperbaria
actua, pero en teoria podrian mencionarse los siguientes: a)
impide el edema celular; b) aumenta el O, utilizable por los
tejidos (Ley de Henry); ¢) inhibe el metabolismo celular que
depende de enzimas con grupos sulthidrilos (SH-).

La hiperbaria e hipotermia simultdneas se producen en
camaras de variable diseno. Enlaactualidad, lahipotermia
simpley laperfusion-hipotermia han desplazadoeste método
de conservacién de 6rganos.

3. Congelacién

Con la expansién mundial de los programas de trasplantes
de érganos y tejidos y el intercambio internacional de éstos
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para su mejor aprovechamiento, es necesario desarrollar
nuevos métcdos de preservacion que superen el limite de
tres dias que en la actualidad se consiguen con perfusién-
hipotermia. Los beneficios de una preservacion mas pro-
longada son: a) utilizacién 6ptima de un mayor nimero de
organos, de acuerdo con las nuevas legislaciones adoptadas
en el mundo sobre trasplantes de érganos; b) mejor clasifi-
cacién de histocompatibilidad utilizando métodos maés re-
finados, como el cultivo mixto de linfocitos; ¢) la cirugia, en
lugar de ser urgente, pasa a ser electiva, locual permite una
Optima preparacién de los pacientes; d) se crea la posibili-
dad futura de alterar la antigenicidad del érgano a la
tolerancia del huésped.

La preservacién de 6rganos y tejidos por congelacion es la
respuesta del futuro a la actual situacién.

El método de congelacién es una practica comuin en la
actualidad para la conservacion de muchos tejidos, como
piel, sangre, semen, etc., pero cuando se trata de érganos
mas complejos, ain existen en la criobiologia situaciones
dificiles de superar, pero que van a ser dominados, a no
dudarlo, en corto o mediano plazo. Estos problemas son: a)
los 6rganos solidos tienen diversos tejidos y células que, por
lo menos en teoria, difieren en requerimientos de sustan-
cias crioprotectoras o tienen indices diferentes de congela-
cién y descongelacion. Este es un hecho ya demostradoen el
laboratorio para muchas células de mamiferos; b) los pro-
blemas termodindamicos asociados con érganos sélidos, son
mayores que en las suspensiones celulares como la sangre.
Larelacién volumen/area de estos érganos, lleva a unafalta
de distribucién uniforme tanto en la hipotermia para la
congelacién, como de calor para la descongelacién. Esto
conduce a una congelacién rapida de la superficie externa
mientras la parte central del érgano mantiene temperatu-
ras por encima de la congelacién. En la descongelacién
sucede lo contrario; ¢) a diferencia de las suspensiones
celulares, que se nutren por difusién simple, los érganos
necesitan un sistema circulatorio éptimo y su lesion en el
nivel microcirculatorio excluye toda posibilidad de funcion
del 6rgano; d) un dérgano necesita la funcion integrada de
sus componentes tisulares para cumplir su mision: el he-
patocito necesita del drenaje biliar, el nefron del sistema
tubular, etc. Si se lesiona una estructura, es obvio que se
afectan las demas.

Dentro de los métodos de preservacion por congelacion, es
preciso comentar los siguientes:

A. Preservacion de corto plazo

Laintroducciény remocion de los crioprotectores supone un
método de preservacion ex-vivo a corto plazo antes de la
reimplantacién del érgano. Este método, como es 14gico,
serdla perfusién-hipotermia que enla actualidad se utiliza,
la cual, a diferencia de la hipotermia de superficie, facilita
la distribucion y salida uniforme tanto del factor tempera-
tura como de los crioprotectores. El fluido de perfusion aun
estd en controversia, pero el trabajo clinico y experimental
actual indica que el plasma crioprecipitado de alta calidad
y carente de potencial inmune da la mejor funcién del
organo.

B. Criopreparacién

El objetivo de esta fase es conseguir la concentracion y
distribucién uniforme de la sustancia crioprotectora en todo
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el érgano sin producir un dano toxico o el llamado “shock
osmotico” celular. Los agentes crioprotectores son varios:
las macromoléculas como el pvp, el almidén hidroxietilico
(hes) y los dextranes son ttiles s6lo para suspensiones
celulares por no ser difusibles; los difusibles, como el dmso
(dimetil-sulféxido-etilene-glicol), sonlos masutilizados para
preservacion de érganos. Los estudios demuestran que el
dmso y el glicerol adquieren el equilibrio tejido —liquido de
perfusién en 20 minutos. El problema de ambos es su efecto
toxico celular y el shock osmatico, puesto que sus mejores
efectos se consiguen entre 1y 3.5 M, lo cual da un efecto
osmoético mayor de 3.000 mosm/kg. El shock osmético que se
produce tanto en la introduccién como en el retiro de los
crioprotectores, puede conducir a unalesidn irreversible de
la funcién. El efecto téxico de estas sustancias es menos
claroy en general se acepta que superado el shock osmético,
la toxicidad es menos significativa.

C. Congelacion controlada

Serefiere al descenso de la temperatura desde 4° C, cuando
el érgano estd en perfusién-hipotermia hasta temperatura
subcero y la transicién al estado solido. La velocidad del
enfriamiento debe ser éptima para evitar el fenémeno del
“shock frio” que afecta la permeabilidad de 1a membrana
celular. Esta permeabilidad celular aumentada sucede
alrededor de 10 a 15° C y no se presenta por debajo de 10°
C;porotraparte, es reversible después de lareimplantacién
del 6rgano. Hay estudios que demuestran que el descenso
gradual de 1° C/minuto previene el “shock frio”. También el
descenso brusco produce ruptura de los érganos sélidos
cuando hay diferencias superficie/interior de la tempera-
tura; por lo tanto el descenso debe ser controlado hasta 25°

D. Almacenamiento frio controlado

Hay evidencia que aun a temperatura de congelacion,
continda la biodegradacion por accién enzimatica.

Estudios de viabilidad muestran que temperaturas entre
70 y 100° C permiten almacenamiento seguro por semanas
ameses; periodos mayores necesitan temperaturasen nivel
del nitrégeno liquido (-196° C). El enfriamiento entre -25 a
-196° C es menos critico que el alcanzar la zona subcero. Un
aspecto adicional de la preservacion a estas temperaturas
es que los érganos se rompen como el cristal y cuando hay
estructuras como el pediculo vascular o el uréter, se pueden
producir lesiones irreparables en los 6rganos.

E. Descongelacion controlada

Esta es la etapa en la cual la investigacién esta mas
atrasada. En suspensiones celulares se ha visto que mien-
tras mas rapido sea el calentamiento, mejor sera el resul-
tado, pero se acepta que haya una forma éptima de hacerlo.

Los érganos sélidos crean ciertos problemas fisicos con la
transferencia del calor y su distribucién, que no estdan
presentes en las suspensiones celulares. Los estados sélido
yliquido del agua tienen diferentes capacidades de conduc-
cién del calor; el estado de hielo del agua tisular tiene un
“calor especifico”; el niimero de calorias por gramo que se
necesita para cambiar la temperaturaen 1° C, equivaleala
mitad del estado liquido; por lo tanto cuando la licuefaccion
ocurre, aquellas areas que pasan del estado sélido al liquido
actian como aislantes en la conduccién del calor. Por esta



razén la inmersién simple de un érgano congelado, lleva a
la licuefaccion rapida de la superficie, mientras el interior
permanece sélido por largo tiempo. Por esta razén los
criobidlogos han utilizado otros métodos para descongela-
cién rapida, como la radiacién electromagnética (emr), que
promete ser el método del futuro. Se usan variantes de
horno de microondas con frecuencia de 2.450 mhz. Sin
embargo, se presenta el fenomeno de fugas o puntos ca-
lientes en los sitios que primero se licuan, permitiendo que
en estos puntos haya hipertemia, mientras en los otros hay
congelacion con el consiguiente dafio tisular. Se espera que
la combinacién de altas y bajas frecuencias por pulsos en
camarasresonantes, disefiadas para enfocar la radiaci6n al
interior de los 6rganos, obvien las dificultades.

F. Restitucién de la perfusién-hipotermia

Este paso es necesario por varias razones: a) para la re-
mocién gradual de la sustancia crioprotectora del érgano
congelado antes del trasplante, y asi evitar el “shock os-
mético” si se trasplantara después de la descongelacién sin
extraer el crioprotector. La diferencia en osmolaridad entre
una criopreparacion y el plasma normal es de mas de 3.000
mosm/kg a 317 mosm/kg; si se expone el 6rgano a un cambio
tan grande en la osmolaridad, durante la reimplantacién se
produce un severo edema del érgano, pobre perfusién y
pérdida irreversible de la funcién. La extraccién del crio-
protector se debe hacer durante la perfusién/hipotermia a
10° C, lo cual también disminuye el efecto téxico de éste
sobre la célula, que es dependiente de la temperatura; b) la
reinstalacién de la perfusion, permite evaluar laintegridad
del drbol vascular antes del trasplante; y ¢) permite evaluar
la viabilidad del érgano por andlisis enzimaticos, funcio-
nales e histolégicos.

G. Reimplantacién

Es un aspecto técnico superado; sin embargo, es de esperar
que con la preservacién por congelacién se presenten mas
casos de falla funcional inicial con mayor necesidad de
hemodidlisis postrasplante.

En resumen, se considera que el desarrollo del equipo y la
tecnologia para preservacién por congelacion, requiere de
los esfuerzos concertados de expertos en cienciasbiolégicas,
fisicas y en bioingenieria.

4. Agentes farmacolégicos

Se ha demostrado la utilidad de muchas sustancias en la
preservacién de drganos; sin embargo, una droga por si
misma no es garantia suficiente de éxito; es la unién de
multiples factores, lo que conducird a un resultado satis-
factorio. Las sustancias farmacoldgicas que tienen algunas
acciones conocidas y demostradas, pueden seguir el cate-
gorismo siguiente: a) estabilizadores de membrana: este-
roides, cloroquina, barbituricos y clorpromazina; b) inhi-
bidores del metabolismo: sulfato de magnesio, fluoruro de

sodio, clorpromazina y tiouracilo; ¢) diuréticos, manitol,
dextran, mersail, irea; d) anticoagulantes: heparina, ci-
trato, edta; e) vasodilatadores: procaina, xilocaina, papa-
verina, divencilina, difenhidramina; y f) crioprotectores:
glicerol, dmso, pvp y sucrosa.

Métodos que aumentan el suministro

Los métodos que aumentan el suministro de sustancias
vitales al 6rgano privado de ellas, pueden resumirse asf:

1. Perfusién-hipotermia in vitro
2. Perfusién ex-vivo
3. Huésped intermediario

Aunque la perfusién de 6rganos se inicia con los trabajos de
Carrel, s6lo recientemente se ha visto la necesidad de
utilizar este método en la preservacién de érganos para
investigacién o trasplantes. La perfusién tiene la poten-
cialidad de preservacién en perfodos cortos o intermedios,
puesto que es un método que no sélo provee el suministro de
los ingredientes vitales, sino que remueve los productos de
deshecho. La perfusién se puede hacer de las tres maneras
antes descritas; las dos ultimas tienen grandes inconve-
nientes, empezando por el problema inmunolégico que
exigiria en los huéspedes intermediarios la irradiacién
corporal total, lo cual en si limita la supervivencia del
huésped a 10 o 12 dfas; por lo pronto los xenobancos no
parecen tener perspectivas.

La perfusién in vitro se inicia con Couch en 1954 y se hace
una realidad en 1964 con Humphries, quien fue capaz de
preservar, para este tiempo, rifiones por mas de 24 horas
con funcién normal al momento del reimplante. Aunque los
intentos iniciales se hicieron con sangre total, pronto se
vieron los inconvenientes: aumento de la viscosidad con la
hipotermia; gran afinidad de la hemoglobina por el 02, lo
cual impide su liberacién a los tejidos; bloqueo progresivo de
la microcirculacion.

Pronto se vio que con bajas temperaturas no era necesario
el uso de la hemoglobina para transportar el oxigeno a los
tejidosy que esto se podialograr con otros fluidos. El plasma
crioprecipitado diluido permitié extender el periodo de
preservacién hasta 3 dias, lo cual ha sido favorecido por el
uso de los oxigenadores de membrana que evitan la des-
naturalizacién de proteinas y lipoproteinas del liquido de
perfusién. Sin embargo, es indudable que la perfusién in
vitro es lesiva por miiltiples factores: hipotermia con edema
celular, falta de nutrientes, toxicidad de los equipos y pobre
eliminacién de desechos.

Con todo, en la actualidad seria posible llegar hasta siete
dfas de preservacién.

Como el método de perfusién siempre estd asociado con la
hipotermia, todo lo dicho sobre ésta es aplicable a esta
técnica.
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