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Detras de cada linea de llegada, hay una de partida.
Detras de cada logro, hay otro desafio.

Mientras estés vivo, siéntete vivo.

Si extrafas lo que hacias, vuelve a hacerlo.

No vivas de fotos amarillas...

Sigue, aunque todos esperen que abandones.
No dejes que se oxide el hierro que hay en ti.
Haz que, en vez de lastima, te tengan respeto.

Cuando por los ainos no puedas correr, trota.
Cuando no puedas trotar, camina.

Cuando no puedas caminar, usa el bastén
iPero nunca te detengas!

Madre Teresa de Calcuta. 1910-1997
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ACV: accidente cerebrovascular
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ADNc: ADN complementario
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RESUMEN / ABSTRACT

Introduccion

Hasta la fecha, la eficacia y la seguridad del empleo de altas
concentraciones de oxigeno (O2) durante la perfusién hipotérmica en maquina
(PHM) no han sido establecidos. En este estudio se investiga el impacto de la
administracion de altas concentraciones de O2 durante la PHM en un modelo
porcino de donacion en asistolia (DA), tanto en términos de funcién renal como

sus efectos metabdlicos y bioquimicos.

Material y Métodos

Estudio de cohorte prospectivo aleatorizado y no ciego en un modelo
porcino de autotrasplante que imita las condiciones de la DA de tipo Ill de
Maastricht, en condiciones de PHM con suplemento de oxigeno (PHMO)
comparadas con la PHM sin oxigeno (PHM) en el dispositivo LifePort®. El
objetivo primario fue la funcion renal post-trasplante, mientras que los objetivos
secundarios fueron los cambios en la dinamica de la perfusion, la lesién celular
medida por los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) y lactato en el liquido
de preservacion, la peroxidacion lipidica en las biopsias renales, la transicion
epitelio-mesenquimal (TEM) y la expresién de genes oxidativos en los cultivos
celulares, la generacion de ATP medida por el test SeaHorse en los cultivos
celulares, la expresion de miRNA en la solucion de preservacion y por ultimo el

examen histologico.

Resultados
La generacion de ATP y el estrés oxidativo, medidos por la peroxidacion

lipidica, aumentaron simultaneamente tras la isquemia caliente en el grupo
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PHMO. La PHMO no mostré un efecto beneficioso significativo sobre la funcion
renal o la supervivencia de los animales. Se observd un claro aumento de la
peroxidacion lipidica en el grupo PHMO, que también dio lugar a una mayor
expresion de los genes responsables de las enzimas antioxidantes superéxido-
dismutasa-1 (SOD-1) y catalasa. La disfuncion de la cadena respiratoria se
mantuvo en el grupo PHMO con una disminucién de la produccién de ATP, un
aumento de la fuga de protones y una disminucién de la reserva respiratoria. En
cuanto a la TEM, también se observo un aumento de la expresion de los genes
de vimentina, fibronectina y colageno en el grupo PHMO. Por ultimo, se
modificaron significativamente los niveles de expresion de miR-101 y miR-126,

relacionados con las funciones caracteristicas del epitelio tubular.

Conclusiones

Aunque se observd una tendencia hacia una mejor funcién renal y
supervivencia en el grupo PHMO, su estudio metabdlico reveld6 una menor
eficiencia de la cadena respiratoria y un incremento del estrés oxidativo que se
tradujeron en un aumento de la expresion de genes de TEM, lo que podria
conducir a un aumento de la fibrosis renal. El diferente perfil de miRNA asociado
a la PHMO podria ser expresion de un diferente metabolismo celular subyacente.
Todo ello hace que, en la actualidad, la PHMO no pueda ser considerada una

practica estandar y su papel en la preservacion renal deba ser aclarado.
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Introduction

The efficacy and safety of employing high concentrations of oxygen during
hypothermic machine perfusion (HMP) has not been fully elucidated to date. This
study investigates the impact on renal function of administering high
concentrations of oxygen during HMP in a porcine model of donation after

circulatory death, as well as its metabolic and biochemical effects.
Methods

A randomized non-blinded prospective cohort study was established in a
porcine transplant model mimicking Maastricht type Ill DCD under oxygen-
supplemented HMP (Ox-HMP) compared with non-supplemented (nOx-HMP)
(LifePort® kidney transporter) conditions. Primary endpoint was post-KT renal
function, meanwhile secondary endpoints included changes in perfusion
dynamics, cellular lesion measured by LDH and lactate levels in perfusate, lipid
peroxidation in kidney biopsies, epithelial mesenchymal transition (EMT) and
oxidative gene expression in cell cultures, ATP generation measured by
SeaHorse assays in cell cultures, miRNA expression in preservation solution and

finally histology assessment.
Results

ATP generation and oxidative stress, as measured by lipid peroxidation,
both increased simultaneously after warm ischemia in the Ox-HMP group. Ox-
HMP did not exhibit a significant effect on kidney function or animal survival. It
was observed a clear increase of lipid peroxidation in the Ox-HMP group which

also resulted in a greater expression of the genes responsible for superoxide
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dismutase 1 (SOD-1) and catalase antioxidant enzymes. Respiratory chain
dysfunction was maintained in the Ox-HMP group with a decrease in ATP
production, increased proton leakage and a decrease in respiratory reserve.
Regarding EMT, an increase in the expression of vimentin, fibronectin and
collagen genes was also observed in the Ox-HMP group. Finally, the expression
levels of miR-101 and miR-126, related to characteristic functions of the tubular

epithelium, were significantly modified.

Conclusions

Although a trend towards better renal function and survival was observed
in the Ox-HMP group, its metabolic assessment revealed lower respiratory chain
efficiency and increased oxidative stress that resulted into increased expression
of EMT genes, which could lead to renal fibrosis. The different miRNA profile
associated with Ox-HMP could be an expression of a different underlying cellular
metabolism. Therefore, Ox-HMP cannot be considered a standard practice at

present and its role in renal preservation needs to be clarified.
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1. INTRODUCCION

1.1. Insuficiencia Renal Terminal

1.1.1. Definicion

La insuficiencia renal crénica (IRC) se define como la pérdida progresiva,
permanente e irreversible del filtrado glomerular (FG). Esta IRC se presenta
asociada a cuatro patologias de alta prevalencia, como son la diabetes mellitus
(DM), la hipertension arterial (HTA), la insuficiencia cardiaca y la cardiopatia
isquémica. Ademas, se ha convertido en un problema médico y de salud publica
que ha adquirido proporciones epidémicas, ademas de ocasionar elevados
costes sanitarios, los cuales llegan a alcanzar los 87.600 € anuales para cada

paciente en hemodialisis (1).

Segun el Documento de Consenso de la Sociedad Espariola de Nefrologia
para la definicion y clasificacion de la IRC, cuando los pacientes llegan a la fase
terminal de la enfermedad, denominada Insuficiencia Renal Terminal (IRT) y
definida como la existencia de una tasa de filtrado glomerular (TFG) < 15 ml/min,
se hace necesario iniciar un tratamiento renal sustitutivo (TRS) (2). La
asociacion Kidney Diseases Improving for Global Outcomes (KDIGQO) establece
una clasificacion pronéstica de la ERC (3) basada en 5 estadios de TFG y en 3

de albuminuria, y que se representa en la Figura 1.
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Figura 1: tabla de clasificacion de la IRC segun KDIGO, definida en sus guias clinicas del afio
2012 (3).

En la actualidad, mas de 6.000 personas al afo entran en situacion de
IRT en Espafa y acceden a una de las 3 formas principales de TRS (4): la

hemodidlisis (HD), la dialisis peritoneal (DP) y el trasplante renal (TR).

1.1.2. Epidemiologia

El informe anual de la Organizaciéon Nacional de Trasplantes (ONT) y la
Sociedad Espariola de Nefrologia (SEN), denominado Registro Espariol de

Enfermos Renales 2020 (4), arroja una incidencia de 141,5 casos nuevos por
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millon de poblacién (pmp) en situacion de IRT, lo que supone un total de 6.708
nuevos casos, con un claro predominio de las edades avanzadas: asi, del total

de casos incidentes, el 60% son mayores de 65 afos (Figura 2).
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Figura 2: incidencia de la insuficiencia renal terminal en Espafia. Registro Espafiol de Enfermos
Renales (REER) 2020 (4).

La prevalencia global de la IRT en Espafia se situa en 1.362,8 casos pmp,
lo que supone un total de 64.666 casos. Esta situacion de alta y creciente
prevalencia situa a Espana, si se compara con otros paises europeos, Como uno
de los paises como mayor prevalencia de IRT (4) (Figura 3). Tal y como ocurre
con la incidencia, existe un claro predominio de las edades avanzadas, siendo

un 43% de los casos mayores de 65 afios y hasta un 82% mayores de 45 afios.
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Figura 3: prevalencia de la IRT en los diferentes paises europeos. Datos procedentes del ERA-
EDTA 2019 Annual Report.

Clasificados en funcién del tipo de TRS recibida, tal y como se representa

en la Figura 4, un 54,6% del total tienen un trasplante funcionante, el 40,4%

reciben tratamiento con HD y el 5% con DP.
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Figura 4: grafico de prevalencia de la IRT en Espafia y su distribucion segun el tipo de TRS
recibida. Registro Espafiol de Enfermos Renales (REER) 2020 (4).
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1.2. Escenario actual de los 6érganos a preservar
1.2.1. Limitacion de acceso al TR: magnitud del problema

El papel del TR dentro de las distintas formas de TRS se encuentra
sobradamente demostrado desde hace afos, posicionandose claramente como
el tratamiento que mejor supervivencia y calidad de vida ofrece a los pacientes
con IRT (5). Sin embargo, a pesar del continuo incremento en la incidencia y
prevalencia de la IRT, y debido en gran medida a la expansion de las
indicaciones del TR, existe un importante desequilibrio entre el numero de
personas que necesitan un rifidn y la disponibilidad de éstos, generando por
tanto un acceso limitado de los pacientes al trasplante. Segun cifras oficiales de
la ONT en el Registro Espafiol de Enfermos Renales (REER) 2020, la
desproporcion fue de 3.864 pacientes en lista de espera frente a un total de 2.702
trasplantes realizados (4), la cual ha visto incrementada sustancialmente su
magnitud por los efectos de la pandemia COVID-19 en la actividad de trasplante

en Espafa (Figura 5).

4,000 <5593 g Trasplante renal == ista de espera renal a final de afo

5,000 4552 4553
4231 415 angp 4201 4301 444 A3 005 4328 T 4327 4309

4035 3a50 3922 3986 4014 3933 4026 3942 3933 3933

4,000

2”7326?
2905
24982551 2552 2678 2702
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1887 1996 2023 1938 1994 2032 2131 2125 2200 2157 2211
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Figura 5: datos anuales de trasplantes realizados y pacientes en lista de espera a final de afio
en Espana durante el periodo 1991-2020. Fuente: REER 2020 (4).
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Y esto es asi a pesar del constante esfuerzo e incremento del nimero de
donantes en nuestro pais, acentuado en la ultima década tal y como refleja la
Figura 6. Espafia, situado hace afios como lider mundial en donacion, supero
nuevamente su propio récord en 2019, alcanzando un total de 2.302 donantes y
una tasa de 49 donantes pmp, sufriendo al afio siguiente una drastica reduccion

de esta actividad como consecuencia de la pandemia COVID-19 (6).
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Figura 6: numero de donantes y tasa de donacion en Esparia en el periodo 1993-2020. Fuente:
Informe anual de Actividad de Donacion y Trasplante 2020 (6).

Esta escasez y desproporcion no son exclusivas de Espafa y también
ocurren fuera de nuestras fronteras. Asi, tal y como se refleja en la Figura 7, la
lista de espera para un TR alcanz6 los 10.827 registros en el ambito
centroeuropeo (Eurotransplant) en 2020 (7) y los 101.353 en el norteamericano
OPTN / SRTR (Organ Procurement Transplant Network / Scientific Registry of
Transplant Recipients) en su informe mas reciente (8), remarcando asi la alta

demanda de injertos renales para trasplante (9).
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>

100000
| |

Candidates on list during the year
50000
|

0
|

| !
2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Waiting list state 2017 2018 2019

Patients at start of year 104,145 101,348 100,998
Patients added during year 36,725 40,157 42,934
Patients removed during year | 39,451 40,439 42,579
Patients at end of year 101,419 101,066 101,353

2.9.2 Active waiting lists in Eurotransplant at year-end 2020, by country

Waiting list type A B D H HR NL SLO Total
Kidney 588 952 7338 842 225 828 54 10827
Heart 42 110 700 69 27 133 34 1115
Lung 41 106 279 8 161 4 599
Liver 81 181 891 87 115 111 15 1481
Pancreas 5 48 265 29 7 47 401
Intestine 1 4 4 9
Total 758 1401 9477 1035 374 1280 107 14432
Patients 753 1350 9193 998 364 1257 107 14022

Figura 7: pacientes en lista de espera para un trasplante renal. A: datos procedentes del registro
americano mas reciente publicado en 2021 (Organ Procurement Transplant Network / Scientific
Registry of Transplant Recipients) (8). B: datos de Eurotransplant en su informe anual 2020 (7).

Esta limitada disponibilidad de érganos ha conducido a la expansion de
los criterios de seleccion de aquellos donantes considerados suboptimos, y que
incluyen a los donantes en asistolia (DA) y a los donantes de muerte encefalica

con criterio expandido (DCE). Estos injertos constituyen una fuente potencial
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de organos validos para trasplante que incrementarian el numero disponible,

pero presentan evidentes desventajas funcionales que limitan su uso.

1.2.2. Donantes en asistolia (DA)

En un intento de incrementar el numero de dérganos disponibles para
trasplante, la donacion en asistolia (DA) ha sufrido un importante impulso en el
pais en los ultimos afos. Asi, tras alcanzar en 2019 un maximo histérico neto de
745 DA, en 2020 en Espana el 34,9% del total de donantes cadaver fueron DA,
en parte por la caida del numero total de donantes en muerte encefalica (6)

(Figura 8).
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Figura 8: porcentaje de donantes en asistolia (DA) sobre el total de donantes cadaver en Espafia
durante el periodo 2001-2020. Fuente: Informe anual de Actividad de Donacién y Trasplante 2020

(6).

No en vano, Espafa ocupa también el primer lugar en el mundo en

asistolia, con una tasa de 13,3 DA pmp segun los datos recientes del Global
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Observatory on Donation and Transplantation (10). A nivel nacional, la
Comunidad de Madrid ocupa el cuarto lugar en numero absoluto de DA en

Espana (Figura 9), por detras de Catalufia, Andalucia y Comunidad Valenciana

(6).
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Figura 9: donantes en asistolia generados en Espafa por Comunidad Auténoma durante el
periodo 2015-2020. Fuente: Informe anual de Actividad de Donacién y Trasplante 2020 de la
ONT (6).

Este incremento progresivo de la asistolia en los ultimos afios ha venido
determinado por el crecimiento de la donacion en asistolia controlada (DAC), que
engloba los tipos lll y IV de la Clasificacion de Maastricht modificada en Madrid
en 2011 (11) (Figura 10). La ultima versién de esta clasificacion, consensuada

en Paris en 2013, incluye el tipo V que hace referencia a la eutanasia (12).
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Categorias
DA

Descripcion

Paciente fallecido fuera del hospital

(Clasificacion de
Maastricht I
modificada, 2011)

Parada cardiaca con resucitacion infructuosa extrahospitalaria (tipo
I1a) o intrahospitalaria (tipo I1b)

/A la espera de la asistolia irreversible. Incluye pacientes a los que se
aplica limitacion del tratamiento de soporte vital tras el acuerdo entre
el equipo sanitario y éste con los familiares o representantes del
paciente

v

/Asistolia irreversible en donantes de 6rganos en muerte encefalica

Figura 10: "clasificacion de Maastricht modificada" consensuada en Madrid en 2011 (11).

La DA no controlada (DANC), caracteristica de Espafa y tan solo

compartida con Francia, fue predominante en nuestro pais hasta el afo 2014

(13). Desde entonces, el despegue de la DAC y en especial del tipo Il ha sido

imparable hasta alcanzar un total de 664 donantes en 2019, que representaron

el 89% del total de la asistolia (6) (Figura 11). Este incremento exponencial de la

DAC ha sido posible gracias a la apertura progresiva de nuevos programas en

el pais, entre los cuales se encuentra nuestro centro, el Hospital Universitario

Ramédn y Cajal, que se incorpor6 al grupo de centros con actividad de DAC en

agosto del afio 2016 (13).
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Figura 11: evolucion de los DA en Espana, total y segtn el tipo en la Clasificacion de Maastricht
modificada de Madrid. Espafia 2010-2020. Fuente: Informe anual de Actividad de Donacion y
Trasplante 2020 de la ONT (6).

1.2.3. Donantes de criterio expandido (DCE).

Los DCE son aquellos que presentan factores de riesgo para la pérdida
del injerto, y se definen como todos aquellos donantes en muerte encefalica
que cumplan los siguientes criterios definidos por la UNOS (United Network for

Organ Sharing) en el afo 2001:

1. Donante > 60 afios

2. Donante > 50 arios con al menos 2 de los siguientes criterios:
a) hipertension arterial (HTA)
b) muerte por accidente cerebrovascular (ACV)

c¢) Creatinina terminal > 1,5 mg/d|
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Durante el afnio 2020 la edad media del donante fue de 60,1 afios, siendo

en la actualidad el 53,9% de los donantes mayores de 60 (6) (Figura 12).

m2>80afios W70-79aifios M60-69afos MA45-59anos M 30-44afios W16 -29 aiios M O0- 15 afos
100% -

90% -
80% -
70% -
60% -
50%
40% -
30% -
20% -

10% -

0% -
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 12: Grupos de edad de los donantes en Espafa en el periodo 2010-2020. Fuente: Informe
anual de Actividad de Donacion y Trasplante 2020 de la ONT (6).

Ademas, desde hace décadas, la causa mas frecuente de muerte entre
los donantes es el accidente cerebrovascular (ACV), que constituye en la
actualidad el 59,8% del total (Figura 13). Estos dos factores, edad > 60 afos y
ACV como causa de donacion constituyen en si mismas criterios de

pertenencia al grupo de DCE.
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Figura 13: Causas de muerte de los donantes en Espafia, periodo 2010-2020. ACVA: accidente
cerebrovascular agudo. Fuente: Informe anual de Actividad de Donacion y Trasplante 2020 de la
ONT (6).

1.2.4. Limitaciones de los DCE y DA.

La diferencia esencial entre los DCE y los DA es la duracién del tiempo
de isquemia caliente (TIC). Este periodo, comprendido entre el clampaje y el
inicio de la perfusion fria del 6rgano, tiene indudables efectos deletéreos sobre
los 6rganos destinados a trasplante. En los DCE este tiempo es minimo, mientras
que se incrementa sustancialmente y tiene gran trascendencia en los DA. Se
define el tiempo de isquemia fria (TIF) como el periodo desde el inicio de la
perfusion fria durante la extraccion del érgano hasta que éste es implantado en
el receptor, e incluye por tanto todo el periodo de preservacién. Ambos periodos
de isquemia, caliente y fria, generan un dano sobre el érgano, aunque la
hipotermia reduce el metabolismo y por tanto mitiga la velocidad de dafio celular.
Estos hechos tienen su traduccién histologica en la necrosis tubular aguda (NTA)

producida principalmente por la isquemia, asi como dafio endotelial, inflamacion
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y trombosis producidos por la reperfusion y liberacion de radicales libres de

oxigeno (RLO) (14). Ambos tipos de injertos, procedentes tanto de DA como de

DCE, presentan una peor tolerancia y menor capacidad de recuperacion del

dafio por isquemia-reperfusion, lo que se traduce en peores resultados

funcionales que limitan su uso para el trasplante.

Centrandonos en los injertos procedentes de DA, y especificamente en la

DAC (tipo Ill) que es la predominante en nuestro pais y la responsable de la

expansion de la asistolia, sus resultados desgranados revelan:

a)

Funcién renal retrasada (FRR): segun datos del ultimo informe de
la ONT sobre la DAC, la incidencia global de FRR fue del 42% (13).

No funcién primaria (NFP): |la incidencia global de NFP en Espaina

en 2019 fue del 4,8 % segun el informe de la ONT (13). Registros
similares como el britanico (15) o el europeo (16) arrojan cifras
similares.

Funcion renal: si bien se observa una TFG a 1 afio discretamente

inferior en los injertos de DAC, estas diferencias no mantienen a 5

anos (15).

Supervivencia del injerto: segun los datos del informe de la ONT
(13), se han encontrado diferencias en la supervivencia del injerto
a 1 afno entre DANC y DAC (86 vs 92%, p< 0,001). Sin embargo,
estas diferencias no han sido observadas en otros estudios en el
corto y medio plazo (15, 17). No obstante, si se ha observado una
relacion entre el TIF y la supervivencia del injerto, con una

proporciéon de riesgo (hazard ratio) de 2,36 (IC 95%: 1,39- 4,02,
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p=0,04) para la pérdida del injerto cuando el TIF es mayor de 24
horas, evidenciando su sensibilidad a la isquemia fria (18). Por eso
se intenta que los injertos procedentes de DA se trasplanten
localmente, lo que ocasiona un TIF menor al habitual de los DCE y
que podria explicar en parte la similitud de resultados entre ambos
grupos (15, 18).

e) Supervivencia del receptor: no se han encontrado diferencias en la

supervivencia del receptor a 1 y 3 afos, tanto en los datos

nacionales de la ONT como en otros paises (13, 18).

En lo que respecta a nuestro centro, y comparados con los procedentes
de DCE, los injertos trasplantados procedentes de DA presentaron tanto
mayores tasas de FRR (47,8% vs 18,0%) como una menor supervivencia a 1
afo (65,0% vs 83,3%), alcanzando estas diferencias la significacion estadistica
(19). Por tanto, la adecuada optimizacién y preservacion de estos 6rganos se

hacen hoy en dia muy relevantes.

1.3. Objetivo de la preservacién renal

El objetivo principal de la preservacion de los 6rganos destinados al
trasplante es el mantenimiento de la integridad de los sistemas celulares durante
el inevitable periodo de isquemia previo al implante. Por tanto, su interés radica
tanto en minimizar la posibilidad de lesion que conduce a la disfuncién del injerto
como en optimizar la funcién del 6rgano una vez se restablezca la perfusion (20,

21). La preservacion se ha basado en el mantenimiento de la energia celular
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reduciendo la demanda metabdlica gracias a la hipotermia (22). A medida que la
temperatura disminuye, se reduce la utilizacion de ATP y el funcionamiento de
la bomba de sodio (Na*) — potasio (K*), la cual mantiene bajos en condiciones
normales los niveles de Na* intracelular. Cuando su funcién disminuye, se
producen aumento del Na* intracelular y el consecuente flujo de agua (H20) al
interior de la célula ocasionando edema, el cual se intenta compensar mediante
el empleo de soluciones de preservacion que constan con impermeabilizantes
celulares. Asi, aunque la preservacion hipotérmica prolonga el tiempo en el que
el 6rgano puede ser privado de oxigeno (isquemia) sin perder su viabilidad,
resulta inexorablemente en un acumulo de productos finales como los RLO que,
en el momento de la reperfusion del érgano con sangre oxigenada, iniciaran una
compleja cascada de eventos conocidos como isquemia-reperfusion (I/R). Estos
son causa de lesion celular por diferentes mecanismos: peroxidacion de lipidos
de membrana, alteraciones del citoesqueleto, del microtubulo y de la membrana
mitocondrial (23). Por tanto, la preservacion hipotérmica ocasiona la lesion del
injerto por 2 mecanismos: uno relacionado directamente con el tiempo de

preservacion y otro con el enfriamiento.

En los ultimos afios, y en especial a raiz de la publicaciéon de un ensayo
clinico con buenos resultados, la perfusiéon hipotérmica en maquina (PHM) ha
recobrado interés en la preservacion de organos (24). Este método de
preservacion ofrece algunas ventajas respecto a la clasica preservacion estatica
como: reduccion de los procesos de lesion celular que acontecen durante la
hipotermia (25), recirculaciéon continua de la solucién de perfusion a través del

rindn, permite aportar soporte nutricional al o6rgano, proporciona valores
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hemodinamicos durante la perfusion y ofrece la posibilidad de medir parametros
bioquimicos en el liquido de perfusion. Y este interés recuperado por la PHM
supone volver a un pasado donde, como veremos a continuacion, la
investigacion en preservacion de organos alcanzé su momento mas algido
gracias a los descubrimientos de pioneros como Belzer o Collins durante la

segunda mitad del siglo XX.

1.4. Historia de la preservacion renal

El fisidlogo francés Le Gallois, en el siglo XIX, lleg6 a la idea de que “si
se lograse sustituir el corazén por algun sistema de bombeo de sangre arterial,
bien natural o bien artificialmente, se podria mantener viva facilmente cualquier
parte del cuerpo” (26), marcando el inicio del concepto de preservacién de
organos ex-vivo. Algunos intentos se llevaron a cabo utilizando sangre
desfibrinada en normotermia, pero los dispositivos no alcanzaban una presion
de perfusion suficiente y el crecimiento bacteriano suponia un severo
problema, habida cuenta de que la penicilina no estuvo disponible hasta 1940
tras una década de ostracismo desde que fuera descubierta en 1928 por Sir
Alexander Fleming (27). Esta preservacion en normotermia todavia
experimentaria algunas mejoras tecnologicas por aquel entonces, como el
desarrollo por parte de Lindbergh de una bomba de perfusién mecanica (28)
que era capaz de mantener una presion de perfusion (PP) continua, permitia
la adicion de oxigeno (O2) y mantenia la esterilidad (Figura 14), tres elementos

clave que siguen vigentes hoy en dia.
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Figura 14: bomba de perfusion desarrollada por Lindbergh, capaz de mantener una presion de
perfusion (PP) continua. Afio 1931. Fuente: Minnesota Historical Society.

Sin embargo, las desventajas y la complejidad de la preservacion
normotérmica eran evidentes, lo cual condujo a la investigacion y descubrimiento
del efecto beneficioso de la hipotermia (4°C) en la supervivencia de los injertos
preservados (29, 30). La investigacion en este campo puso de manifiesto la
necesidad de emplear soluciones diferentes a la sangre con las que perfundir el
rifidén y evitar, entre otros fendmenos, la formacion de coagulos en el interior del
organo (31-33). En la década de los 60, los avances en la preservacion vinieron
de la mano del descubrimiento de las soluciones de plasma diluido con adicion
de coloides, con el fin de contrarrestar el edema celular resultante de la

hipoosmolaridad de la solucién de preservacion (34, 35).
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A Folkert Belzer, gracias a su experiencia con la preservacion de 6rganos
en la Universidad de California en San Francisco, le fue encargado el cometido
de desarrollar un programa de TR con DA a mediados de la década de los 60.
Pronto se dio cuenta de que el programa soélo podria tener éxito si las técnicas
de preservacion de los rifiones pudieran simplificarse. Su fortuito descubrimiento
en 1967 del plasma crioprecipitado de los perros como un adecuado liquido de
perfusion para su maquina permitio la experimentacién animal y la conservacion
de rifiones caninos en condiciones de hipotermia por un plazo de hasta 72 horas
(36). Un ano mas tarde, en 1968, comunica al mundo la realizacion del primer
trasplante renal en humanos tras la preservacion hipotérmica del injerto en la
‘maquina de Belzer” durante un total de 17 horas (37). Durante los afios
posteriores, Belzer y su grupo realizaron la primera serie de trasplantes renales
en humanos procedentes de DA utilizando su famosa maquina, trasportandola
en una furgoneta, recorriendo decenas de miles de kildbmetros a lo largo de
América y poniendo asi la primera piedra de la larga historia de la perfusion
hipotérmica de rifiones humanos (38). Su maquina portatil permitia preservar
rinones en hipotermia utilizando plasma crioprecipitado como solucién de
perfusion y obteniendo buenas tasas de supervivencia de los injertos (Figura 15).
Esta es la primera constancia que se tiene en la historia de la preservacion renal
y el trasplante del uso de una maquina portatil para conservar rifiones durante

largos periodos de tiempo previos al implante.
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Figura 15: maquina de perfusion de Belzer transportada en una de las furgonetas que utilizaban
para desplazar el o6rgano. Fuente: Stanford University, Transplant Department
(https://web.stanford.edu)

El éxito de este grupo con la maquina de preservacion alcanzé uno de sus
mayores hitos cuando, en 1971, el propio Belzer viaj6é con la maquina en un vuelo
comercial desde San Francisco hasta Amsterdam, haciendo escala en Nueva
York, y transportando un rifidn hasta la Universidad de Leiden, donde fue
implantado en un receptor de 42 afos tras 37 horas de preservacion hipotérmica
en maquina (PHM). El trasplante tuvo éxito y el rifidn presentd buena funcién
renal postoperatoria, falleciendo el paciente 17 afios después debido a la ruptura

de un aneurisma cerebral (39).

De forma paralela, Geoffrey Collins desarrollé en su laboratorio de
investigacién de la Universidad de California de Los Angeles una solucion

electrolitica que permitia preservar los rinones caninos en hipotermia durante 30
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horas, dentro de una bolsa estéril y bafiados en el liquido de preservacion
(solucion de Collins o Euro-Collins), siendo su ventaja principal que no
necesitaba del uso de una maquina de perfusion (40). Gracias a esta sencillez
frente al método y la solucidn de Belzer, que empleaba plasma crioprecipitado,
se implementd rapidamente en los centros trasplantadores del mundo. La
década que siguio a estos descubrimientos, la de los afios 70, fue muy prolifica
en investigacion de la preservacién de organos. Asi, la solucién de Collins
tendria su réplica procedente nuevamente del grupo de Belzer, por aquel
entonces ya instalado en la Universidad de Wisconsin (UW) como Jefe de
Departamento. Alli centré sus esfuerzos en crear un liquido de preservacion
alternativo al plasma crioprecipitado que fuera capaz de sostener el metabolismo
celular y minimizar el dafio celular. Asi, en 1982, presentan a la comunidad
cientifica una solucion sencilla, barata y capaz de prevenir el edema celular
gracias a la accion del gluconato y del lactobionato, que no penetraban en el
interior de la célula y mantenian la solucion isoosmolar (41, 42). Nace asi la
solucién de Wisconsin (UW), usada ampliamente y hasta la actualidad en la
preservacion de organos. Tras esta sucesion de acontecimientos, culminados
con la publicacion de un ensayo clinico multicéntrico donde la solucion UW se
demostré superior a Euro-Collins en términos de funcion y supervivencia del
injerto (43), ésta se convirtio en el nuevo estandar de la preservacion estatica de
organos, aunque sufriria pequefias modificaciones posteriores como la adicion
de adenosina y fosfato como precursores de adenosintrifosfato (ATP).
Sorprendentemente, en los ultimos 30 afos, no se ha producido avance tan

importante en la preservacion de 6rganos, manteniéndose similar hasta nuestros
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dias, si bien la DA y los DCE como fuente de 6rganos para el TR ha inspirado

un renacimiento de la investigacion en el ambito de la preservacion de 6rganos.

1.5. Desarrollo actual de la preservacién renal

La preservacion hipotérmica estatica (PHE) clasica o hipotérmica de
superficie ha servido a las necesidades del trasplante durante muchos anos.
Sin embargo, en la actualidad, se considera un factor limitante en la futura
expansion del trasplante, ya que contribuye al desarrollo de la disfuncién
cronica del injerto, no permite la evaluacién de la viabilidad pre-trasplante del
injerto y condiciona un dafo mayor a los injertos suboptimos, mas susceptibles

a la isquemia fria (22, 23, 44).

En este escenario, la PHM ha recuperado el interés clinico que perdio
desde los tiempos de Belzer, sobre todo a raiz de la publicacion de un ensayo
clinico que demostré su eficacia disminuyendo las tasas de FRR en rifiones
procedentes de DA (24). Sin embargo, y a pesar del beneficio de la PHM, el
efecto perjudicial de la hipotermia se mantiene cuando el 6rgano recupera las
condiciones de normotermia tras el desclampaje y su consecuente reperfusion
en el receptor (45), desencadenando el fendmeno conocido como isquemia-

reperfusion (I/R).

1.6. Papel de la preservacion hipotérmica en maquina

En la practica clinica actual, los 2 métodos fundamentales de

conservacion renal en frio son la PHE y las distintas formas de preservacion
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dinamica o en maquina (PHM). La expansién de las indicaciones de donacion
incorporando a los DA permitié recuperar el uso de la PHM y las ventajas que
puede ofrecer, que son principalmente la evaluacién de la viabilidad del 6rgano
(46, 47) y la atenuacion de los efectos de la isquemia caliente sobre el epitelio
tubular y el endotelio vascular. La PHE es el método de preservacion mas
utilizado, con ventajas como una amplia disponibilidad y gran sencillez de
transporte. Sin embargo, se cuestiona si este método es capaz de prevenir el
deterioro de los 6rganos procedentes de DCE y DA usando como argumento las
ventajas de la PHM (48). En primer lugar, la PHM permitiria disminuir la
incidencia de FRR y por lo tanto la necesidad de dialisis en el postoperatorio,
disminuyendo asi la estancia hospitalaria y los costes econdmicos (48-51). En
segundo lugar, permitiria valorar la viabilidad del injerto mediante la evaluacion
de los parametros hemodinamicos de la perfusion. Por ultimo, proporcionaria
soporte metabolico o farmacoldgico al injerto durante el tiempo de preservacion

(52).

Los métodos tradicionales de evaluacion de la viabilidad renal han sido la
inspeccion visual y la biopsia. Adicionalmente, se han propuesto en la actualidad
la inclusion de parametros hemodinamicos de la PHM y de marcadores
bioquimicos en el liquido de perfusién para construir modelos predictivos de
funcion del injerto que ayuden a la toma de decisiones (52-54). Las
determinaciones bioquimicas se basan en la liberacion de contenido
citoplasmatico de las células lesionadas al espacio intersticial e intravascular
durante la isquemia-reperfusion (I/R). Entre ellos se han propuesto la

determinacién de lactato deshidrogenasa (LDH), lactato, alfa-glutation-S-
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transferasa (GST), oxihemoglobina o la actividad REDOX del hierro. Como
parametros hemodinamicos se han considerado la presion de perfusion (PP), el
flujo de perfusion (FP) y el indice de resistencia (IR) intrarrenal, los cuales han
constituido hasta el 56% de las causas de desestimacion de los injertos (53), al
hallar algunos autores el IR como factor de riesgo independiente para el
desarrollo de FRR (55, 56). Por el contrario, el riesgo de desestimar
erroneamente injertos unicamente en base a estos parametros hemodinamicos
de la PHM ha sido remarcado por algunos autores (57). En nuestra experiencia
clinica (58, 59), no se ha encontrado relacién alguna entre el IR y el riesgo de
FRR, ademas de presentar este IR un pobre valor predictivo positivo (VPP), en
consonancia con los hallazgos de otros grupos investigadores relevantes (60).
Por tanto, aunque los parametros hemodinamicos de PHM puedan tener relacion
con los resultados funcionales del injerto, ésta es de una potencia insuficiente

como para ser considerada una causa de desestimarlos para el trasplante (61).

A pesar de las potenciales ventajas de la PHM, la literatura arroja
resultados algo controvertidos. Multiples estudios bien disefiados proporcionan
suficiente evidencia cientifica sobre la disminucién en la tasa de FRR para todos
los tipos de donantes (21, 24, 48, 49, 62, 63). Sin embargo, sus resultados con
los injertos procedentes de DA son mas discretos: aunque produce menores
tasas de FRR (64-67), no ha demostrado beneficio en términos de NFP (66, 68,

69) ni de supervivencia a 1 afo del injerto (64, 70).

Por tanto, injertos procedentes de DCE y DA se consideran actualmente
candidatos a la PHM, teniendo siempre como objetivo prioritario la disminucion

del tiempo de isquemia fria aun en condiciones de PHM, la cual es factor
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independiente para el desarrollo de FRR y en ningun caso debe utilizarse como
un medio que permita la prolongacioén de este tiempo (66, 71). En cuanto a la
lesion de isquemia caliente propia de los DA, no existe conocimiento profundo
respecto a la capacidad de la PHM para revertir la lesion producida durante el
TIC, aunque algun trabajo reciente haya observado una recuperacion parcial de

este dafo durante la PHMO (72).

1.7. Tipos de preservacion hipotérmica en maquina

Todos los dispositivos de PHM presentan una serie de elementos
comunes: una bomba de circulacién para la soluciéon de preservacion, un
sistema de refrigeraciéon y un sistema de control de los parametros del propio
dispositivo. EI componente diferenciador entre ellos es la bomba de impulso,
que puede proporcionar 2 patrones diferentes de flujo: pulsatil o continuo. En
la actualidad existen 6 dispositivos diferentes para la PHM (39) que se reflejan

en la Tabla 1:
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Norpbre i Compaiiia Organo Descripcion | Regulacion
sistema
LifePort Kidney | Organ Recovery | Rifion Portatil, solo un | Aprobacion por
Transporter® System Inc. rifion. FDA en 2003.
Perfusién Marca CE 2004
hipotérmica
pulsatil.
Sherpa Paragonix Rifién Perfusion Aprobacién FDA
Perfusion® Technologies Inc. | Corazén hipotérmica 2014,
oxigenada
WAVES® IGL-group Rifién Portatil, Marca CE
RM3® Perfusién Aprobacién FDA
hipotérmica 2012
pulsatil de 1 o0 2
rifones.
Kidney Assist® | Organ Assist Rifién Portatil, Marca CE
perfusion
pulsatil,
oxigenada.
Airdrive® Portable  Organ | Rifién Pulsatil, Portatil. | Marca CE
Perfusion Higado
VASOWAVE® Smart Perfusion Rifion Estudios No aprobado en
Higado preclinicos. humanos.
VIVIAN® TRANSPLANT Rifién Hipotérmica Marca CE
BIOMEDICAL Higado ultrasoénica.
Corazon. Estudios clinicos
OrganOx® Organox®Limited | Rifion* Normotermia Marca CE solo
Higado Estudios clinicos. | para  perfusion
hepatica.
Ark Kidney® Ebers Rifién Normotermia No aprobado en
Higado Estudios humanos
preclinicos
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Tabla 1: principales dispositivos de perfusion en maquina comercializados. Tabla adaptada de V
Goémez (39) en European Textbook on Kidney Transplantation (ISBN 97894926710004).

En Espaia se utilizan dos tipos principales de maquinas de PHM, cuyos
modelos y diferencias fundamentales son:

o LifePort Kidney Transporter®: sistema portatil que perfunde 1

injerto y no requiere supervision. Controlada por presion, la

mantiene constante a 30 mmHg realizando ajustes en el flujo. El
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liquido de perfusion se enfria pasivamente gracias al hielo y es la
mas frecuentemente utilizada.

e RM3 Renal Preservation System®: sistema no portatil que

permite la perfusion simultdnea de hasta 2 injertos y requiere

supervisiéon. Controlado por flujo, que se ajusta continuamente

para mantener una presion sistolica pico de 45 mmHg.

Figura 16: dispositivos de perfusion renal en maquina utilizados en Espana. A: LifePort Kidney
Transporter©. B: RM3 Renal Preservation System@© (73).

La literatura cientifica arroja datos contradictorios acerca de la
superioridad de uno de los dos sistemas frente al otro (62, 74). Ambos utilizan la
solucion de preservacion UW modificada para la maquina o Belzer MPS, siendo
esta ultima comercializada bajo diferentes nombres comerciales (KPS-1,

Mapersol, Perf-Gen).

A pesar de los buenos resultados clinicos de la PHM, los mecanismos por
los que consigue una mejora en la calidad del injerto siguen sin conocerse con

exactitud. Algunos estudios experimentales sugieren que el flujo pulsatil es mas
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beneficioso que el continuo, ya que preserva la regulacion de factores de
transcripcion antiinflamatorios de las células endoteliales como el Kriippel-like-
factor 2 (KLF2) (75, 76) y reduce la apoptosis de células del tubulo renal mediada
por la menor expresién del factor inducible por hipoxia-1a (77). Se han sugerido
también la disminucion del vasoespasmo, una mayor vasodilatacion que
mejoraria la perfusion cortical tras la reperfusion (78), un mayor equilibrio del
tejido con el liquido de preservacion, una regulacion a la baja de la reaccion
inflamatoria que se produce en el injerto tras el trasplante (79), un mayor
intercambio de electrolitos con la solucion de preservacion (80), un efecto
protector de la perfusién sobre el 6xido nitrico (NO) de la célula endotelial (81) y
la evitacion de la lesion por cizallamiento o “shear stress”, que finalmente
conducirian a una regulacion a la baja de la cascada de sefales y citocinas que

se producen durante la reperfusion (82).

En nuestro centro se dispone del sistema LifePort® Kidney Transporter
para su uso en la clinica, el cual se utiliza de forma rutinaria para la perfusion de
los injertos procedentes de DCE y DA. Por este motivo fue el dispositivo

empleado en el estudio experimental.

1.8. Oxigenacioén en la preservacion de érganos

La creciente utilizacién de la PHM ha sido beneficiosa mejorando las tasas
de FRR, en particular en el caso de los rifones procedentes de DA (66). Es

sabido que el metabolismo celular en hipotermia se mantiene en torno al 10%

(25, 83), lo que sugiere que se mantiene un cierto consumo de oxigeno (Oz2) en
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tales circunstancias. La hipotermia no s6lo reduce drasticamente el metabolismo
mitocondrial y por tanto su demanda de oxigeno, sino que también reduce
significativamente la capacidad de ésta de eliminar RLO (84). No obstante, a
pesar de que el Oz ha demostrado su capacidad para ser nutriente del
metabolismo celular renal incluso en hipotermia (85), existe cierta incertidumbre

sobre la necesidad de éste durante la preservacion en maquina.

La PHMO incluye la circulacion activa del O2 disuelto en el liquido de
perfusién, permitiendo oxigenar al rindn. La solucion de perfusion utilizada
habitualmente es un liquido hiperténico y acelular, que tiene la capacidad de
proporcionar la adecuada oxigenacion de los tejidos incluso en ausencia de un
portador de oxigeno. Toda oxigenacion durante la perfusion es el resultado de la
difusion y solubilidad del Oz en el liquido de preservacion, la cual es mayor
cuanto mas baja sea la temperatura, favoreciendo asi a la preservacion
hipotérmica (86). Aunque no es el objeto de este estudio, el avance en este
campo es importante, y se esta ensayando la PHMO con transportadores de
oxigeno en modelos experimentales (87-89). Incluso alguno como el M10, una
hemoglobina extracelular derivada de un gusano marino, ha sido ya probado en

humanos demostrando su seguridad y prometedores resultados de eficacia (90).

1.8.1. Metabolismo mitocondirial.

La fosforilacién oxidativa mitocondrial es la fuente principal de energia
(ATP) y metabolismo celular, y su rentabilidad proporcionando energia es
directamente dependiente del O2 como aceptador final de electrones (91-93).
Este metabolismo mitocondrial y sus cambios segun el momento y método de

preservacion de los rifones se resumen en:

45



INTRODUCCION

A) Condiciones fisiolégicas in vivo: la cadena transportadora de

electrones (CTE), representada por la linea de puntos 1 de la Figura
17, genera un flujo anterégrado de estos electrones impulsando a las
bombas de protones (Complejos I, Ill y IV) contra un gradiente de
carga en la cadena de fosforilacién oxidativa que impulsa a la ATP

sintetasa (Figura 17, linea de puntos 2) a generar ATP (91, 94).

"
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Figura 17: metabolismo mitocondrial fisiolégico. 1: cadena transportadora de electrones (CTE).
2: cadena transportadora de electrones (CTE) inversa, induciendo a la ATP sintetasa a producir
ATP. CI-IV: complejos I-IV bomba de protones. Reproducido de Darius T et al (95).

B) Isquemia: la isquemia produce importantes alteraciones metabdlicas
a nivel mitocondrial (91, 94), descritas en el modo 1 de Murphy (92).
En ausencia de O, la CTE anterégrada se interrumpe y produce un
flujo retrégrado o inverso de electrones, produciendo un aumento del
nicotin-adenin-dinucleétido (NADH) (Figura 18-1), del succinato y del

piruvato (Figura 18-2). Se produce también la liberacion de flavin
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mononucleotido (FMN) en el Complejo | (Figura 18-3), resultante de la
reduccién de la flavina por medio de la CTE inversa (96) . En
consecuencia, el ATP y el ADP disminuyen (Figura 18-4) y los

metabolitos de purina aumentan (Figura 18-5).
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Reversed VO, H,0
electron
Transfer (RET)
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(b) Ischemia

Figura 18: metabolismo mitocondrial en isquemia, modo 1 de funcionamiento mitocondrial de
Murphy (92). Interrupcion de la CTE, produciendo un aumento del NADH (1) y del succinato (2).
Liberacion de FMN en el complejo I (3), disminucion del ATP y ADP mitocondriales (4) y aumento
de los metabolitos de la purina (5). Reproducido de Darius T et al (95).

C) PHMO: durante la perfusion en maquina la funcion respiratoria
mitocondrial se ralentiza significativamente, si bien mantiene el flujo
anterégrado de electrones. Asi, impide la acumulacion de electrones
en los Complejos | y Il. El grado de actividad de la CTE durante la
perfusion dependera de la concentracion de O en el liquido (Figura

19-1), que se conoce como Modo 3 de Murphy (92) y consigue mitigar
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los cambios producidos durante la isquemia: disminucién del succinato
y la NADH (Figura 19-2), menor liberacién de FMN (Figura 19-3) y

aumento de la regeneracién de ADP/ATP (Figura 19-4).
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Figura 19: metabolismo mitocondrial durante la PHMO o modo 3 de funcionamiento mitocondrial
de Murphy (92). Se mitigan los cambios producidos por la isquemia, ocasionando una
disminucion del NADH y succinato (2), menor liberacion de FMN (3) y aumento del ATP
mitocondriales (4). Reproducido de Darius T et al (95).

D) Reperfusioén del injerto in vivo: durante la reperfusion in vivo, la CTE

genera ATP (Figura 20-1). Sin embargo, cuando existe demasiado
succinato mitocondrial acumulado, su rapido consumo genera
demasiado ubiquinol (QH2) en el Complejo I, lo que perjudica a la
CTE. Este hecho, junto con el pH acido de la isquemia, dan lugar a
una CTE inversa en el Complejo | (Figura 20-2) (91), ocasionando

liberacion de FMN/FMNH2 (Figura 20.3) y produccién de RLO (96).
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Este acumulo mitocondrial de succinato y FMN/FMNH2 originado
durante la isquemia, y que contribuye a la liberacion de RLO durante
la reperfusién del 6rgano, es comun tanto al rifién (91) como al higado
(97, 98). La determinacion por fluorescencia del FMN/FMNH2 durante
la PHMO es facil y rapida, y se ha propuesto como marcador en tiempo
real del estado metabdlico y como predictor del dano por I/R en el

injerto, tal y como se ha hecho en preservacién hepéatica (99).

RET and ROS production dependent on the amount of succinate

accumulated during ischemia and FMN release
‘ H H H H,0 H
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Figura 20: metabolismo mitocondrial durante la reperfusion del injerto in vivo. El acumulo de
succinato mitocondrial genera demasiado ubiquinol (QH2) en el Complejo Il que perjudica a la
CTE. Asi, se produce una CTE inversa en el Complejo | (2), ocasionando la liberaciéon de
radicales libres de oxigeno (RLO) y de FMN (3). Reproducido de Darius T et al (95).

1.8.2. Potencial del oxigeno.
Por un lado, una mayor exposicion del rifidn a elevadas concentraciones

de Oz puede incrementar el dafio oxidativo al aumentar la produccién de RLO
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durante su preservacion (100), sumado a la menor capacidad de eliminacién de
estos radicales que confiere la hipotermia (84). Asi, los resultados de algunos
estudios experimentales en cerdos no arrojaron claros beneficios que justificasen
la PHMO, mas alla de alguna diferencia molecular como la mayor produccién de

EPO y la mayor liberacién de RLO en el grupo de la PHMO (101).

Sin embargo, atendiendo a los posibles efectos beneficiosos de la PHMO,
se sabe que la adicién de O podria contribuir a la sintesis mitocondrial de ATP
(85), dada la elevada tasa metabdlica de la corteza renal en normotermia y su
mantenimiento de cierto consumo de O incluso en hipotermia (102). Algunos
estudios experimentales han descubierto que la PHMO es particularmente
beneficiosa en el acondicionamiento de rifiones con lesion isquémica caliente
(102, 103) y, ademas, se ha propuesto un nuevo mecanismo basado en la
inhibicion farmacoldgica del succinato acumulado durante la isquemia y que
atenua los efectos deletéreos de la lesion por I/R (91). Se ha sugerido también
que un corto periodo de reanimacion utilizando PHMO después de la PHE e
inmediatamente antes del trasplante puede reponer parcialmente el ATP, reducir
los niveles de estrés oxidativo y mejorar la recuperacion de los rifiones dafiados
(104), mientras que otros trabajos logran una mejora en el rendimiento de injertos
obtenidos de DA tras la isquemia caliente sometiéndolos de inmediato a PHMO
(105, 106). Otros estudios preclinicos han demostrado el efecto beneficioso del
O, tanto en pruebas metabdlicas del liquido de perfusion como en el analisis
histolégico de los injertos perfundidos. Empleando altas concentraciones de O2
(107-109) lograron un mejor flujo sanguineo, una mejor funcién renal y menor

inflamacion cronica a los 3 meses, mayor produccion de ATP y menor dafo
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mitocondrial tras la reperfusién ex vivo (72). Asi, la PHMO parece ejercer el papel
de optimizador metabdlico previo al implante que podria ayudar a minimizar los

efectos nocivos de la I/R (95, 101, 108-110).

Sin embargo, el protocolo, el momento y la duracién éptimos para anadir
el Oz siguen sin estar claros (105, 108, 111, 112). Atendiendo a su concentracion,
ésta debe ser preferentemente alta (113). En cuanto al tiempo, la oxigenacién
constante durante todo el tiempo de PHMO es la pauta habitual y mas
beneficiosa (107). Sin embargo, reducir la duracién de la oxigenacién a un plazo
limitado, ya sea inmediatamente tras la extraccion del dérgano o como
reacondicionamiento justo antes del implante, podria conferir importantes
beneficios logisticos, en especial cuando se requiere transportar el 6rgano a otro
hospital. Asi, la PHMO limitada a las primeras 2 horas parece ser igual de eficaz
que la oxigenacion continua, mientras que el beneficio del reacondicionamiento
de injertos sometidos a PHM estandar con PHMO en las 2 horas finales antes

del implante es menos claro (95).

Por ultimo, y desde un punto de vista clinico y no meramente
experimental, un ensayo clinico aleatorizado y multicéntrico britanico con rifiones
de DA tratados con PHM (sin oxigeno) no consiguié mejorar los resultados

funcionales de los injertos (69).

1.8.3. Controversias.

Todos estos hallazgos preclinicos y en ocasiones relativamente
contradictorios han impulsado la ejecucion de dos ensayos en humanos que

buscan arrojar algo de luz a este escenario clinico de la oxigenacién: el europeo

51



INTRODUCCION

COPE-Compare (ISRCTN 32967928), que compara PHMO frente a PHM en
rinones de DA mayores de 50 afios, y el COPE-POMP (ISRCTN 63852508), que
trata de evaluar los efectos de un periodo de PHMO tras PHE frente a la PHE y
utilizando el dispositivo Kidney Assist® en ambos casos, inmediatamente antes
del trasplante de rifiones procedentes de DCE. El reclutamiento de ambos
estudios ha finalizado y los resultados del COPE-Compare han sido
recientemente publicados: tanto en sus resultados preliminares presentados en
2019 (114) como su publicacion definitiva en 2020 (115), no presentaron
beneficio alguno para el grupo PHMO en términos de funcion renal ni

supervivencia a 1 afo.

En resumen, el papel de la PHMO se ha convertido en un aspecto
fundamental de debate en la actualidad, ya que diversos estudios en humanos y
animales con distintas metodologias arrojan resultados prometedores en cuanto
a resultados funcionales (111), aunque un tanto incoherentes. Hoy en dia, tal y
como se utiliza en la practica clinica, la PHM no incluye la oxigenacion activa del
injerto. Sin embargo, cualquier potencial beneficio metabdlico de la PHMO

debera equilibrarse con los efectos deletéreos de los RLO (91, 100).

1.9. Evaluacioén de resultados de la preservacion

Existen un buen niumero de métodos capaces de evaluar la funcion del
organo a nivel molecular. Desde los parametros analiticos serologicos clasicos
hasta los innovadores estudios de transcripcion, pasando por el estudio del

ambiente de perfusion en la maquina, estos métodos ayudan a comprender

52



INTRODUCCION

mejor los mecanismos de lesidén por isquemia-reperfusion y los procesos

inmunoldégicos o inflamatorios que acontecen en el rifidn a trasplantar (116).

1.9.1. Parametros hemodinamicos y bioquimicos en maquina

Es necesaria una evaluacion fiable y precisa de la calidad del riidén antes
de su implante, para poder predecir los resultados en el receptor y optimizar el
manejo y la asignacion de los injertos en las listas de espera. En la actualidad,
el FP y el IR son los indicadores hemodinamicos de la viabilidad renal durante la
PHM (58, 60, 117, 118), aunque su valor predictivo positivo es pobre y, como ya
se ha comentado, no deben ser considerados como criterio Unico para

desestimar un injerto.

La medicién no invasiva de biomarcadores a partir de la solucion de
preservacion podria permitir la evaluacion en el tiempo de la lesion renal inducida
por la isquemia, otorgando ademas una ventaja adicional de rapidez e
inmediatez superiores a la convencional biopsia. Esta medicion de
biomarcadores en la solucion de preservacion ha cobrado interés clinico durante
la PHM (119). Varios parametros bioquimicos y marcadores de lesion isquémica
han sido cuantificados en el efluente renal; sin embargo, no estan
completamente establecidos y su papel en la prediccién de la funcién renal in-

vivo todavia es controvertido (117, 119-122).
1.9.2. Los miRNA como marcadores de funcién renal

Los miRNA son reguladores postranscripcionales de casi todos los

procesos celulares. Se han desvelado como un afinador de informacion genética,
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y la evidencia cientifica acumulada hasta la fecha ha demostrado que se
encuentran en los cimientos del mecanismo fisiopatoldgico de una amplia gama
de trastornos, incluidas las nefropatias (123). Recientemente, un grupo
investigador de nuestro centro ha identificado y caracterizado varios miRNA
como mediadores clave de la respuesta del tubulo proximal a la lesion por
isquemia-reperfusion (124, 125). Ademas, se han sefialado estos miRNA como
biomarcadores del diagndstico, prondstico y la predisposicion de insuficiencia
renal aguda (124, 126, 127). Esta combinacion de miRNA incluye a los
siguientes: miR-210, miR-126, miR-127, miR146, miR-10a, miR-101 miR-93,
miR-27a, miR-26b y miR-29a. Concretamente, miR-127 se ha demostrado como
marcador de la lesion por I/R de las células tubulares (126) (127), mientras que
miR-29a se asocia con la regulacion de la fibrosis renal y la progresién de la IRC
(128) y miR-210-3p predecia la supervivencia de pacientes criticos con FRA
(129). Por ultimo, la expresion de miR-21, aislado por otros autores y no incluido
en el panel de nuestro grupo investigador, se ha correlacionado con la TFGe a
los 6 y 12 meses tras el TR de injertos sometidos a PHM (130), ademas de
haberse relacionado con la lesién isquémica en un modelo murino experimental

de I/R (127).

1.10. Valoracién del modelo porcino de autotrasplante

Como ya se ha comentado, la constante busqueda de rifiones ha

conducido a la utilizacion de injertos procedentes de DA, con sus consabidas
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mayores tasas de FRR y de NFP, fruto de los prolongados tiempos de isquemia

y del dano producido por la isquemia-reperfusion (131-133).

Por tanto, es en este escenario donde se hace necesario un modelo
animal de TR, clinicamente relevante, que trate de reproducir las condiciones de
los rifones procedentes de los DA, con el fin de investigar y mejorar las
estrategias de intervencion y poder asi desbloquear completamente todo el
potencial clinico que estos o6rganos puedan tener (134). EI modelo de
autotrasplante es especialmente adecuado en estas circunstancias, ya que
permite excluir los posibles efectos de un rechazo inmunolégico y/o la
inmunosupresion, que sin duda sesgarian los resultados. No en vano, la
investigacion animal ha sido el primer paso de muchos de los grandes progresos
obtenidos en la historia del TR. Pioneros del pasado siglo XX como Alexis Carrel
(135), Emerich Ullman (136), Folkert Belzer (36), René Kiiss (137) o José Maria
Gil-Vernet se sirvieron de ella para poner la primera piedra en la construccion de
grandes avances que posteriormente pudieron trasladar con éxito al campo de

los humanos.

A la hora de crear un modelo animal de experimentacion, es crucial la
existencia de una correcta extrapolacion al ser humano, que en el caso de
animales pequeinos como los modelos murinos suele ser precaria. El cerdo es el
animal mas empleado en la investigacion animal relacionada con el TR. A pesar
de diferencias en la micro-anatomia renal, el menor tamafo de sus vasos, las
diferentes dosis y metabolismos, o la diferente farmacocinética de estos
animales, éstas son en su mayoria pequefas y salvables. Asi, el modelo porcino

mantiene su aptitud e idoneidad para investigacién en TR (134). Todo ello con el
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fin de crear un modelo experimental reproducible, de bajo coste, disponible y con

una configuraciéon proxima a la humana.
1.10.1. Edad y sexo del animal

El desarrollo de los rifiones porcinos difiere del humano. Mientras que los
rinones humanos son maduros durante la edad gestacional, los porcinos
alcanzan su madurez a los 2-3 meses, cuando el animal pesa unos 20 - 30 kg.
Ademas, a partir de los 7 - 8 meses (100 - 120 kg) alcanzan la pubertad, durante
la cual los andrégenos pueden influir en su funcion renal (138). Por tanto, lo
idéneo en un modelo porcino es el empleo de animales comprendidos entre los

3 - 6 meses.

Ademas, la uretra del cerdo macho posee una morfologia especial que
hace extremadamente dificil su cateterizacion y sobreexpone a riesgos
infecciosos innecesarios. Es por este motivo por el que generalmente, en

experimentacion, son utilizadas las hembras.
1.10.2. Condiciones de estabulacion. Respuesta al estrés.

El cerdo es un animal social y curioso, que necesita estar alojado en
recintos que les permitan la interaccion social y la estimulacion de su
comportamiento natural con el fin de reducir el estrés. El area recomendada para
un animal de 50 kg es de 1,35 m?, y toda reduccién de esta area resultara en un
peor desarrollo y crecimiento secundarios a los altos niveles de estrés (139).

Este estrés genera un detrimento en el bienestar del animal y en el resultado del
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trasplante, puesto que el animal estresado tiende a deshidratarse, perder peso

y sufrir cambios metabdlicos e inmunolégicos.
1.10.3. Alimentacion y ayuno

El ayuno de 6 - 8 horas es suficiente en el cerdo como para vaciar el tracto
gastrointestinal alto, debido a su rapido transito. La alta demanda cal6rica del
animal (8.000 kcal/dia para un cerdo de 50 kg) obliga a mantener un ayuno lo
mas corto posible. Durante este ayuno, el empleo de bebidas dulces ayuda a
prevenir la hipoglucemia del animal (140). Por tanto, cerdos hembra de 50 kg
son favorables para la realizacion de un modelo de autotrasplante, minimizando
asi la influencia de los andréogenos y empleando riflones maduros desde un

punto de vista anatomico y funcional.
1.10.4. Anestesia

Un adecuado y robusto protocolo anestésico debe basarse en un
mantenimiento anestésico profundo garante de unas adecuadas constantes
vitales, en el confort del animal y en la minimizacién de los efectos adversos del

procedimiento. El acto anestésico se divide asimismo en 4 partes principales:

e Premedicacion: disminuye la ansiedad, estabiliza el sistema nervioso
auténomo, facilita el manejo del animal y permite reducir la dosis de
anestésico durante la induccién. La asociacion de benzodiacepinas
(intramusculares o intravenosas) y de un anestésico disociativo
(ketamina) ofrece una premedicacion 6ptima y cardiovascularmente

estable (141).

57



INTRODUCCION

e Induccion: el acceso intravenoso continuo se realiza habitualmente a
través de un catéter venoso central, si bien la induccién puede
realizarse mediante el uso de anestésicos inhalatorios (halotano,
sevoflurano) o intravenosos (propofol, tiopental) inyectados a través
de una via periférica que generalmente se canaliza en la oreja del
animal. Tras la correcta relajaciéon neuromuscular (anula los reflejos
deglutorios y la tensidbn muscular de mordida) se procede a la
intubacion orotraqueal, que en el cerdo es ardua debido a su
caracteristica configuracién de la orofaringe: largo paladar blando,
diverticulo faringeo y morfologia en hendidura de las cuerdas vocales
(142).

e Mantenimiento anestésico: el mantenimiento anestésico se realiza
con anestésicos inhalados (sevoflurano, halotano), que han
demostrado ejercer efectos antiinflamatorios y antinecréticos in vitro
en las células tubulares proximales (143), o con anestésicos
intravenosos (propofol, opiaceos), asi como la asociacion de
relajantes neuromusculares. EI propofol posee un efecto
antiinflamatorio y protector superior al sevoflurano (144). La
profundidad de la anestesia debe ser cuidadosamente monitorizada
con el fin de salvaguardar una adecuada presion de perfusion renal
de 40 - 60 mmHg.

e Recuperacion y despertar: la adecuada temperatura corporal, el
optimo equilibrio acido-base y la adecuada reposicion de las fuentes

de energia del animal son esenciales para una rapida y correcta
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recuperacion post anestésica. Los sedantes a bajas dosis y la correcta

analgesia garantizan una recuperacion libre de estrés.
1.10.5. Consideraciones quirurgicas

El procedimiento de autotrasplante incluye la extraccion del riidn de un
lado, la extirpacion del riidn contralateral y la consiguiente implantacion del
injerto previamente extraido, seguido de la potencial supervivencia del injerto y

del animal.

Los experimentos quirurgicos en animales presentaran inevitables
variaciones con respecto a los utilizados en la practica clinica humana. En este
sentido, la practica clinica habitual con los DA es la extraccion multiorganica a
través de un acceso transperitoneal abierto. De igual modo, el implante del injerto
se realiza en la fosa iliaca a través de un acceso pararrectal extraperitoneal,
utilizando para las anastomosis vasculares los vasos iliacos. En cambio, en los
modelos porcinos se utiliza el acceso transperitoneal frecuentemente, y las
anastomosis vasculares utilizadas con mas frecuencia son las arterias aorta y
renal y las venas cava y renal. Ademas, la susceptibilidad porcina a las
complicaciones intestinales es mayor, lo que requiere un adecuado manejo de

éstas y un correcto cuidado y eleccion de las anastomosis vasculares.

e Pre — Nefrectomia: las invaginaciones intestinales son comunes

en el cerdo, por lo que la inspeccién de la cavidad abdominal es
importante antes de proceder a la nefrectomia. La manipulacién del

intestino durante el procedimiento debe ser extremadamente
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cuidadosa, evitando la exteriorizacion del paquete intestinal,
debido a una mayor susceptibilidad a la isquemia y al edema (145).

o Nefrectomia y trasplante: el implante en fosa iliaca esta

desaconsejado debido a que limita la movilidad del animal durante
el postoperatorio. Se prefiere el implante en la fosa renal
contralateral y utilizando el riidn izquierdo, ya que tiene mayor
longitud de la vena y permite la diseccion de la arteria en su ostium
a nivel adrtico. El acceso al retroperitoneo y la fosa renal utilizando
el electrocauterio evita en cierta medida el acumulo linfatico
postoperatorio, dado que el cerdo presenta un flujo linfatico mayor
que el humano (146). El retroperitoneo es abierto a la altura del
hilio renal, lo que permitira la creacion de un reservorio
retroperitoneal donde ubicar posteriormente el injerto,
disminuyendo la probabilidad de linfocele y de adherencias
intestinales al rifidn trasplantado (147). La nefrectomia contralateral
(derecha) se realiza de forma similar a la nefrectomia izquierda,
proporcionando espacio para la posterior colocacion del injerto
renal en la bolsa retroperitoneal. La diseccion distal de la arteria
renal derecha facilitara la posterior anastomosis con la arteria renal
del injerto (148). El lavado del mufién arterial con heparina antes
de completar la anastomosis es obligado, dada la mayor tendencia
del cerdo a la trombosis en comparacion con el humano (149). Las
anastomosis vasculares se realizan habitualmente a los vasos

renales nativos derechos o a la cava y aorta. La derivacién urinaria
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empleada va desde la convencional a la via urinaria derecha nativa
(uréter o pelvis renal) hasta una derivacion externa mediante
ureterostomia cutanea, la cual permite el estrecho control de la
diuresis postoperatoria (150).

e Post — Trasplante: en los casos de ureterostomia cutanea, la

recoleccion de orina postoperatoria es posible usando una
"chaqueta de cerdo” KARUNO®, disehada para contener una
bolsa urinaria de 4 litros (151-153). La sonda vesical permite la
monitorizacion del volumen de diuresis en aquellos casos de
derivacion urinaria interna. En cuanto a la analgesia postoperatoria,
el uso de opiaceos sistémicos es eficaz en el cerdo, aunque se
necesitan dosis altas para obtener los efectos analgésicos
adecuados. Es importante destacar que los efectos secundarios
gastrointestinales como el estreiimiento o el ileo pueden interferir
durante este periodo, especialmente porque los cerdos parecen
ser muy susceptibles a las complicaciones gastrointestinales
después de la cirugia abdominal.

e Mantenimiento del animal: el mantenimiento de una adecuada

salud del animal es indispensable en los procedimientos de
experimentacion de trasplante para asi minimizar la variacion en
los resultados. El cerdo es un animal que no esta acostumbrado a
la restriccion y aislamiento necesarios antes de cada experimento.
La correcta aclimatacion y la minimizacion del numero de

cuidadores facilitaran el manejo postoperatorio, ya que es
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necesario enfatizar que los cerdos son generalmente muy
susceptibles a los cambios en su entorno. La movilizacién en el
corral o en un area grande estimulara el movimiento intestinal y
mejorara el bienestar. Los sonidos (por ejemplo, radio, cuidadores)

ayudan a filtrar los ruidos del exterior y reducen el estrés (154).

1.10.6. Limitaciones del modelo animal.

A pesar de su probada utilidad y extendida practica en investigacion, los
modelos animales de experimentacion presentan evidentes factores limitantes
operativos y éticos.

Desde un punto de vista puramente organizativo, el modelo porcino de
autotrasplante requiere una importante infraestructura material, fisica y personal
para garantizar el correcto proceder quirurgico y anestésico, asi como el cuidado
postoperatorio del animal. Ademas, logar la supervivencia de estos animales no
es una tarea sencilla, ya que requieren de constantes cuidados y atencion diaria.
Y es por esto que su validez suele limitarse al corto plazo, evitando
supervivencias largas en los experimentos para minimizar el sufrimiento animal.

En cuanto a la ética, “el principio de las 3R: reemplazo, reduccion y
refinamiento” (155) ha de regir cualquier planteamiento de experimentacion con
animales. Frente a estos modelos de experimentacion animal que contemplan la
supervivencia de éste, existen modelos de preservacion del 6rgano ex situ o
extracorpérea, con medicion de parametros en el liquido de perfusion y
omitiendo la parte del resultado funcional postoperatorio. Estos modelos, de

indudables ventajas éticas, han demostrado su utilidad para responder a muchas
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preguntas de investigacion en materia de preservacion y trasplante de érganos,
asi como su fisiopatologia y farmacologia (156). Asimismo, pueden servir como
enlace entre la investigacion clinica basica y la aplicada, ademas de llevarse a
cabo en un entorno relativamente fisioldgico. Gracias a que no requieren la
supervivencia del animal, cumplen firmemente con “el principio de las 3R”
reduciendo, refinando y reemplazando los ensayos con animales vivos (155). Y
en el caso concreto del rindn, por su condicion de 6rgano par, permitiria obtener
un mayor numero de injertos empleando menos animales (44). Sin embargo, no
permiten observar la viabilidad del experimento en un entorno de mayor realismo
como el trasplante, midiendo la verdadera funcién del 6rgano una vez

implantado.
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2. HIPOTESIS

El TR es la forma 6ptima de tratamiento para el paciente con IRT. La
disponibilidad limitada de 6rganos ha conducido a la utilizacion de fuentes
alternativas de donantes, incluidos los DA, cuyos érganos muestran un aumento
en la tasa de FRR y NFP. Los esfuerzos deben dirigirse no solo a la mejora en
los criterios de seleccion de donantes, sino también a la optimizacion de la
viabilidad de los drganos durante su preservacion. Durante el periodo de
isquemia se asiste a una diminucion de la fosforilacion oxidativa y la sintesis final
de ATP responsables de la disrupcion de la homeostasis celular, proceso que se
atenua en condiciones de hipotermia. La reduccion de la temperatura por debajo

de los 10° C reduce el metabolismo celular y el consumo de oxigeno.

La adicion de oxigeno durante la PHM (PHMO) puede fomentar la
generacion de ATP, colaborando al mantenimiento de la homeostasis energética
y la integridad celular. Por el contrario, la oxigenacion en condiciones de
hipotermia puede favorecer la generacion de RLO y potenciar la lesién por

isquemia-reperfusion (I/R).
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo primario
Determinar la supervivencia de los animales y su funcion renal post-TR,
medida como niveles de creatinina, atendiendo a la adicion activa de Oz

durante la PHMO en un modelo animal experimental de DAC.

3.2.Objetivos secundarios
Determinar en biopsias del injerto renal, las funciones celulares de
respiracion mitocondrial y glucolisis medidas como tasa de consumo de
oxigeno y tasa de acidificacion extracelular en una plataforma SeaHorse
de analisis metabdlico en tiempo real, atendiendo a la adicién activa de

O2 durante la PHMO en un modelo de DAC.

Determinar, en biopsias del injerto renal, los niveles de estrés
oxidativo medido como peroxidacion lipidica mediante la cuantificacion de
su producto final, el malondialdehido (MDA), atendiendo a la adicién

activa de Oz durante la PHMO en un modelo de DAC.
Determinar, en biopsias del injerto renal, la expresion de genes de

oxidacion (SOD1, SOD2, catalasa) atendiendo a la adicion activa de Oz

durante la PHMO en un modelo de DAC.
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Determinar, en biopsias del injerto renal, la expresion de genes de
transicion epitelio-mesenquimal (TEM) - cadherina-E, fibronectina,
vimentina y colageno - atendiendo a la adicién activa de Oz durante la

PHMO en un modelo de DAC.
Determinar la expresion de miRNA en la solucion de preservacion,

atendiendo a la adicion activa de Oz durante la PHMO en un modelo de

DAC.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Diseio de Investigacion

La investigacion se lleva a cabo mediante un estudio experimental,
prospectivo y aleatorizado, sobre un modelo porcino de autotrasplante renal, con
el fin de comparar la eficacia de la preservacion hipotérmica en maquina con
suplementacion de O. (PHMO) en un grupo indice frente a la eficacia de la

preservacion en maquina convencional (PHM) en un grupo control.

4.2. Ambito del estudio

Desarrollado en el Hospital Universitario Ramon y Cajal, con la implicacion
de los Servicios de Urologia, Anestesiologia - Coordinacion de Trasplante,
Cirugia Experimental, Bioquimica Clinica, Investigacion, Anatomia Patoldgica y
del Grupo de Respuesta Celular a la Isquemia del Instituto Ramén y Cajal de

Investigacion Sanitaria (IRYCIS).

Para su realizacidon se obtuvo aprobacién del Comité Etico de
Experimentacion Animal (CEEA) del Hospital Ramoén y Cajal (Exp 14/2014,
Hospital Universitario Ramén y Cajal, Madrid, Esparia) recogido en el Anexo 1,
ademas de obtener la acreditacion legal de los investigadores para trabajar con

animales de experimentacion (Anexo 2).

4.3. Metodologia
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4.3.1. Muestra de estudio. Calculo del tamafno muestral

El calculo del tamafio muestral tiene en cuenta la utilizacién de 2
grupos de tratamiento: el grupo de intervencion PHMO, en el que se lleva
a cabo la oxigenacion del circuito de perfusion en el dispositivo LifePort®,
y el grupo control PHM, constituido por la preservacion convencional
hipotérmica en maquina sin oxigenacion. Se utilizd como método de
estimacion del tamafo muestral la Ecuacion de Recursos de Mead con la
principal justificacion de reducir el numero de animales por tratarse de un
experimento moderado-severo, y ya que el objetivo principal es la
comprobacién de la hipétesis de que la oxigenacion activa del circuito de
perfusion (PHMO) mejora los resultados del injerto. Atendiendo a la
férmula de la ecuacion de recursos (E = N — T) en un disefio sin bloques
con 2 grupos de tratamiento (PHM y PHMO), y después de la revision de
la literatura (donde los estudios oscilan entre 4 y 6 animales por grupo), el
tamafio muestral se estim6 con un nivel de confianza del 95% en 24

animales.

4.3.2. Muestreo y distribuciéon de recogida

La asignacion a cada grupo de perfusion se basé en un esquema
de aleatorizacion total generada por ordenador. Los miembros del equipo
quirurgico fueron conocedores de la asignacién antes de iniciar la cirugia.
El observador y el analista de los datos estuvieron cegados en la fase de
seguimiento postoperatoria. A cada animal se le asign6é un numero cédigo
y sus datos fueron analizados con esta unica identificacion, que se

encuentra almacenada en una hoja de calculo de Microsoft Excel. La
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evaluacion de los resultados postoperatorios se llevd a cabo de forma

diferida por los miembros del equipo investigador.

4.3.3. Fuentes y recogida de datos

Las fuentes de recogida fueron: la maquina de preservacion, el
liguido de preservacion, muestras biologicas de los animales de
experimentacion, las biopsias de los injertos antes y después de la

preservacion y las piezas de nefrectomia tras el sacrificio del animal.
Las variables recogidas y analizadas fueron:

e Del animal: edad, peso, parametros bioquimicos basales
(funcién renal y LDH)

e De la preservacion: parametros hemodinamicos en la

maquina, determinaciones bioquimicas (LDH, lactato, pO2)
y analisis de miRNA del liquido de preservacion.

o Del post-trasplante: funcion renal (creatinina sérica), LDH,

hematimetria y supervivencia del animal.

4.3.4. Analisis estadistico

Todo el analisis estadistico se realizé utilizando los programas SPSS
v15.0 (IBM©) y GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software®©, La Jolla,
California). Los datos se expresaron como media y desviacion estandar (SD) o
medianas y rango. La significacion estadistica se evalué mediante la prueba t de
Student no emparejada en casos de datos de distribucion normal y mediante la
prueba U de Mann-Whitney en casos en los que no se cumplia esta norma. Se

consider¢ significacion estadistica una p < 0,05.
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4.4. Protocolo de actuacién

4.4.1. Seleccién del animal
Los protocolos quirurgicos se realizaron de acuerdo con el Real Decreto
de 1 de febrero (RD53/2013), por el que se establecen las normas basicas para
la proteccion de los animales utilizados en la experimentacion y otros fines
cientificos, incluida la docencia (157). Se seleccionaron cerdas hembra de 3,5 -
6,5 meses y un peso comprendido entre 40-50 Kg (Agropardal S.L., Cuenca,
Esparia), porque presentan una funcion renal comparable a la de los humanos
adultos, para minimizar las influencias androgénicas sobre la funcion renal del

animal y para poder lograr un cateterismo vesical sencillo.

Las condiciones de la estabulacién abarcan un area de 1,35 m? para cada
animal (Figura 21). La aclimatacion para reducir el estrés perioperatorio fue de 3

dias y el ayuno preoperatorio de 6-8 horas de alimento sélido.

Figura 21: area de estabulacion del animal previa y posterior a la cirugia, con un area total de
1,35 m? y acceso libre a liquidos y alimentos.
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4.4.2. Diseino experimental

Se desarroll6 un modelo de autotrasplante renal ortotépico que simula las
condiciones de los DA tipo Il de Maastricht, también denominada asistolia

controlada (DAC) intrahospitalaria, con un TIC constante de 30 minutos.

4.4.3. Anestesia

La premedicacion se realiz6 con el anestésico disociativo Ketamine® (10
mg/kg) mediante inyeccién intramuscular. Adicionalmente se usé atropina
intramuscular por su efecto anticolinérgico para minimizar la bronco-secrecion y
la salivacion del animal, facilitando asi la intubacion orotraqueal. La induccién de
la anestesia general se realiz6 con sevoflurano 2% (Sevorane®) y, tras una
adecuada relajacion muscular con rocuronio (Esmeron®) se completa la
intubacidén. A continuacion, se canaliza la yugular externa con un catéter venoso
central (abierto o percutaneo) para un acceso intravenoso sostenible durante

todo el procedimiento quirurgico y el postoperatorio (Figura 22).
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Figura 22: cateterizacion venosa central mediante acceso percutaneo sobre vena yugular externa
derecha.

El mantenimiento anestésico se realiza mediante un protocolo intravenoso
que emplea opioides como fentanilo (Fentanyl®) o remifentanilo (Ultiva®) y
relajantes musculares (Esmeron®). Para la profilaxis antibiética se emplea
tulatromicina (Tulatromycin®), un antibiético de accion prolongada de la familia
de los macrolidos. Por ultimo, la analgesia postoperatoria se proporciona

mediante parches de fentanilo transdérmico (50 mcg/h).

4.4.4. Procedimiento quiruargico: nefrectomia izquierda

El autotrasplante renal implica la inicial extraccion unilateral del rifidon
izquierdo (injerto), la extraccion del rindn contralateral (derecho) y el posterior
implante del injerto perfundido, seguidos de la supervivencia del animal. El

esquema resumen del estudio experimental se muestra en la Figura 23.
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-Cerdos hembra de 40-50 Kg

-Induccién anestésica con sevoflurano y rocuronio

-Incisién de laparotomia media

-Diseccion renal izquierda, incluyendo arteria y vena renales
-Tiempo de isquemia caliente: clampaje de la

arteria durante 30 minutos

Emplazamiento en
cassette de perfusion

Nefrectomia
izquierda

Instalacion del cassette a /
perfusion hipotérmica en
maquina LifePort™

de unidad renal izquierda previamente

Nefrectomia derecha y autotrasplante \
perfundida sobre vasos renales derechos

Perfusion hipotérmica Perfusion hipotérmica
en maquina en maquina oxigenada
(22 horas) (22 horas)

Unidad renal izquierda
perfundida en maquina

Eutanasia tras 10 dias
de vida libre en el animalario

Figura 23: esquema resumen del disefio del estudio experimental.
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En el dia 1 se expone el retroperitoneo izquierdo a través de una
laparotomia media. El riidn izquierdo se extrae tras clampaje de la arteria renal
durante un total de 30 minutos (TIC). Inmediatamente se revisa su correcto
estado en banco, se extraen las biopsias pre-perfusion y el érgano es lavado con

Celsior® a 4°C (Genzyme®, Cambridge, MA, USA), solucion utilizada en nuestro

programa de trasplante clinico (Figura 24 y Figura 25).
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Figura 24: revisién en banco del rifibn izquierdo inmediatamente después de su extraccion, tras
el tiempo de isquemia caliente (TIC) de 30 minutos.
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Figura 25: rifidn izquierdo en el momento previo a su perfusion en maquina, una vez extraido y
lavado en banco con Celsior, y con la biopsia pre-perfusion tomada en polo superior.

4.4.5. Perfusion en maquina y autotrasplante

La perfusion hipotérmica en maquina se realiz6 en el dispositivo LifePort®
(Organ Recovery Systems®, Itasca, IL, USA) a una presion constante de 30
mmHg y con 1 litro de la solucién de preservacion KPS-1 (Organ Recovery
Systems®, Iltasca, IL, USA), empleando la canula arterial en T de 3mm para un

correcto acoplamiento a la maquina (Figura 26).

Figura 26: canula arterial en T de 3 mm (izquierda) y su conexién al injerto para perfusion
(derecha).
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En este punto del experimento cada injerto es perfundido acorde al grupo
de aleatorizacion al que ha sido asignado: un grupo no oxigenado (PHM) y otro
con oxigenacién activa (PHMO). Esta fue proporcionada inicialmente por O al
100% a través de un oxigenador pediatrico de membrana de fibra hueca (Dideco
Kids D100®, Sorin Group, USA) (Figura 27). Sin embargo, tras comprobar en los
primeros 5 animales del grupo PHMO que la pO2 alcanzada en la solucién de
perfusion era inconsistente y poco fiable, se sustituyd este oxigenador de
membrana por uno de superficie mediante burbujeo (bubble oxygenator, Figura
27), con una FiO2 del 95% durante 30 minutos de precarga de O antes del inicio

de la perfusion. En consecuencia, estos 5 animales fueron excluidos del analisis

final.

LIFEPORT

_4;

J
OXIGENADOR

Figura 27: dispositivo LifePort conectado a oxigenador pediatrico de membrana (izquierda) y
oxigenador de superficie mediante burbujeo (derecha).
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Los parametros de perfusion se registraron a los 1, 30, 60 minutos y en el
momento final de la perfusidon (22 horas). Se recogieron muestras del liquido de
preservacion en el punto basal, 1, 30, 60 y 120 minutos de perfusion y al final de
ésta para la determinacion de la gasometria, LDH, lactato y miRNA. Los rifiones

fueron conservados durante un total de 22 horas.

En el dia 2, tras completarse la perfusion en maquina durante 22 horas,
se tomaron del injerto izquierdo ya perfundido las segundas biopsias (post-
perfusion). De forma paralela, en el campo quirurgico del animal, se realizan
sucesivamente la diseccion completa del riidn derecho y sus estructuras
vasculares (Figura 28), se completa la nefrectomia derecha y finalmente se lleva
a cabo el autotrasplante con el rifidon izquierdo previamente preservado en

maquina (Figura 29).

p URETER

VENA RENAL

e -

P e 7.7 . Wp—— “‘” Ve Ey '

A RENAL

Figura 28: diseccion del rifién derecho previa a la nefrectomia. VCI: vena cava inferior.
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Se realizan anastomosis venosas termino-lateral (T-L) renal-cava o
termino-terminal (T-T) renal-renal y arteriales termino-terminal (T-T) renal-renal,
empleando sutura monofilamento no reabsorbible de Prolene® 7-0. Finalmente,
la via urinaria se reconstruye mediante ureteroureterostomia T-T intubada con
catéter ureteral doble J de 6 Fr (Figura 29). Tras el despertar el animal fue
trasladado al area de recuperacion y estabulacion, programandose su sacrificio
al 10° dia mediante inyeccion letal (tiopental sddico y cloruro potasico) seguida
de la inmediata nefrectomia del injerto para analisis histologico y de peroxidacion

lipidica.
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Figura 29: estado final tras el trasplante y le reperfusion. Anastomosis venosa T-T renal-renal,
anastomosis arterial T-T renal-renal y anastomosis T-T uréter-uréter. IVC: vena cava inferior.
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4.4.6. Cuantificacion de miRNA

Antes de la extraccion total de ARN, la solucion de perfusién renal se
centrifugd a 1000 g durante 5 min y a 4°C y después se almacené a -80°C hasta
su uso para analisis. El ARN total se extrajo de una muestra de 200 pl usando el
kit miRNeasy (Qiagen®, Hilden, Alemania). Después de la extraccion, se usaron
4 ul del ARN eluido como plantilla para la generacién de ADNc por transcripcion
inversa utilizando el sistema miRNA Universal RT (Exiqon®, Vedbaek,
Dinamarca). EI ADNc se diluyd 1/11 con agua estéril libre de nucleasas y se
usaron 4 ul como molde para la reaccién de PCR, empleando SYBR Green y
sondas especificas comercialmente disponibles (Exiqgon®) para cada miRNA de
interés. La PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) se realizé utilizando el
sistema Light Cycler 480 (Roche®, Basilea, Suiza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. ElI UniSP2 exdgeno anadido antes de la extraccion
del ARN se utiliz6 como miRNA técnico de mantenimiento. Todas las reacciones
se llevaron a cabo por triplicado y la expresién de miRNA se expres6 como
induccion de pliegues, calculada mediante la formula 2*"AACT = (prueba de
miRNA - miRNA de control endégeno) - (miRNA basal - miRNA de control

enddgeno).

4.4.7. Evaluacion bioquimica

Después del TR se tomaron muestras seriadas de sangre del animal. La
urea y la creatinina se midieron periédicamente a través del catéter yugular
desde el primer dia postoperatorio hasta el ultimo dia de supervivencia del

animal (Figura 30), mediante un ensayo de colorimetria (Architect Analyzer
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¢16000, Abbott Diagnostics ®) y expresadas como valores de mediana (IQA) en

mg/dI.

En cuanto a la solucion de perfusion, la LDH fue estimada por ensayo de
colorimetria en el analizador Architect c16000 (Abbott Diagnostics©) y el lactato
medido por medio de un electrodo selectivo en un analizador Werfen

GEMA4000@.

Figura 30: postoperatorio del animal en curso, con acceso libre a alimentacion (izquierda).
Extraccion seriada de analiticas a través del catéter venoso central (derecha).

4.4.8. Marcadores de estrés oxidativo. Peroxidacion lipidica
La peroxidacion lipidica se determind mediante la deteccidn de
malondialdehido (MDA), producto resultante del ataque oxidativo sobre lipidos

insaturados (158, 159), mediante la deteccion colorimétrica del producto de
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reaccion del MDA con el acido tiobarbiturico (TBA) segun el procedimiento
descrito en el kit comercial (TBARS Assay Kit 10009055, Cayman Chemical ®).
Las muestras de corteza renal (sobre 30 mg) se lavaron con PBS frio y se
transfirieron a homogeneizador vidrio-vidrio de tipo Dounce. Se afiadieron 300
ML de tampon de lisis RIPA (Tris-HClI 50 mM pH 7.4, KCI 125 mM, B-
glicerofosfato 5 mM, EDTA 1 mM, antipaina 10 ug/mL, leupeptina 10 ug/mL, 1%
Triton X-100, 0.5% deoxycolato sédico, 0.1% SDS), y se llevé a cabo la lisis del
tejido hasta obtener una suspension homogénea. Los lisados se centrifugaron a
1600 g durante 10 minutos a 4°C y 100 uL del sobrenadante obtenido se
transfirieron a un vial de vidrio sobre el que se afiadieron 100 yL de SDS y 4.0
mL de la disolucién de TBA (5.3 mg/mL en mezcla 1:1 (v/v) acido acético
20%/hidréxido sédico). La mezcla de reaccidn se agité con vortex y se incubd a
95°C durante 1 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, los viales se colocaron
en hielo hasta alcanzar temperatura ambiente y su contenido fue transferido a
tubos de centrifuga, donde se anadieron 2.0 mL de n-butanol y 0.8 mL de cloruro
sodico 5 M (proporcion final 5.25:2.5:1 muestra/n-butanol/cloruro sédico 5 M), y
se agitd vigorosamente con vortex durante 30 segundos. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a 2200 g durante 5 min, y se tomoé una alicuota (1.0 mL)
de la fase organica (superior) en tubos de microcentrifuga para la evaporacién
del disolvente a presién reducida. El aducto MDA-TBA sélido obtenido se disolvid
en 200 pL de agua destilada, que se pasaron a una placa p96 para la lectura de
su absorbancia (540 nm). Los niveles de MDA de las muestras se determinaron
por interpolacion en la recta de calibrado obtenida con el patrén de MDA

suministrado (en nmol) y respecto a la cantidad de tejido utilizada (en mg).
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4.4.9. Respiracion mitocondrial

Las células del tubulo proximal de las biopsias renales se obtuvieron y
mantuvieron segun la técnica habitual del grupo investigador (160). La
evaluacion de la funcidon mitocondrial se realizé mediante SeaHorse XF Cell Mito
Stress Kit (Agilent©), una solucién optimizada para ello. Se colocaron 10.000
células por pocillo en las microplacas de cultivo celular SeaHorse XF utilizando
un medio de cultivo completo (medio F12/DMEM, 10%FBS, 1%PSG, 1% ITS)
que permitid el crecimiento durante 48 horas. 24 horas antes de la medicion, el
cartucho del respirador SeaHorse XF© se hidraté afiadiendo 200 uL de
calibrador XF a cada pocillo, seguido de una incubacion nocturna a 37°C. Para
la medicion, el medio completo en la microplaca de cultivo celular fue sustituido
por el medio celular SeaHorse (medio DMEM, 0,5 mM de piruvato, 2,6 mM de
glutamina y 17,5 mM de glucosa, pH 7,4) y se colocé en una incubadora sin CO>
a 37°C durante 45-60 minutos antes del ensayo. Mientras tanto, las soluciones
madre compuestas (100 uM de oligomicina, 100 uM de FCCP y 50 uM de
rotenona/antimicina A) se prepararon segun las instrucciones del fabricante y se
cargaron en los puertos de inyeccion de los sensores de los cartuchos. La tasa
de consumo de O2 de las células fue supervisada por el analizador de flujo
extracelular SeaHorse XF© (SeaHorse Bioscience) y los datos fueron calculados
automaticamente por el SeaHorse XF Mito Stress Test Report Generator©

usando el Wave software (Figura 31).
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Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profile
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Figura 31: Perfil de la prueba SeaHorse XF Cell Mito Stress, reproducido de la web del fabricante
(www.agilent.com)

Esta prueba permite estimar directamente la tasa de consumo de oxigeno
(oxygen comsumption rate, OCR), como método estandar e integral para evaluar
los parametros clave de la funcién mitocondrial: respiracion basal, respiracion
ligada al ATP, pérdida de H* (protdn), respiracion maxima, capacidad respiratoria
residual y respiracion no mitocondrial. Para ello se utiliza la adicion al cultivo de

oligomicina, FCCP y una mezcla de rotenona y antimicina A (Figura 31).

4.4.10. Expresion de genes de oxidacion y transicion epitelio-
mesenquimal (TEM)

Las células se lisaron en 1 ml de Tri-Reagente (Ambion). El ARN total se

extrajo y cuantificé utilizando Nanodrop 2000 (Thermo Scientific©). EI ADNc se
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obtuvo de 2 pg de ARN total de cada muestra utilizando el kit de sintesis de
primera cadena del transcriptor (Roche ©). 1 ul de la muestra de ADNc se utilizd
como plantilla para la PCR con el LightCycler 480 Sybr Green | Master (Roche ©),
utilizando cebadores especificos (Tabla 2) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. La PCR se llevo a cabo también en el equipo LightCycler 480 Sybr
Green | Master (Roche®©). Para cada muestra y experimento, se realizaron

triplicados y se normalizaron por niveles de ARNm de 28S.

GEN CEBADOR \ SECUENCIA 5°-3’
28S Forward CAGTACGAATACAGACCG
Reverse GGCAACAACACATCATCAG
Cadherina-E Forward ACAGACCCAGTAACCAATG
Reverse CTGAGCAGGGATGAAGAT
Colageno Forward GAAGAAGACATCCCACCAGTCA
Reverse CAGATCACGTCATCGCACAA
Fibronectina | Forward GAAAGAAATCAACCTTGCTCCTG
Reverse GTCTGCTTGTCAAAGTGTCCT
Vimentina Forward CCTTGACATTGAGATTGCCA
Reverse AGTGAATCCAGATTAGTTTCCC
SOD1 Forward AAGATTCTGTGATCGCCCTC
Reverse CAAACGACTTCCAGCATTTCC
SOD2 Forward ATTGCCGCTTGTTCTAACCA
Reverse CAAATAGCTTTCAGGTAATCAGGT
Catalasa Forward GTTTCCTTCCTGTTCAGCGA
Reverse GCCTCTCCCTTCTCATTAACC

Tabla 2: cebadores especificos para la PCR de los genes de oxidacion y transicion epitelio-
mesenquimal (TEM). SOD: superoxido dismutasa.

4.4.11. Andlisis histologico. Microscopia de luz

Las biopsias de los rifiones se tomaron en el momento previo y posterior
a la perfusion en maquina, ademas del analisis completo del injerto trasplantado

en el momento del sacrificio del animal. Su procesamiento incluyo la fijacion en
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formalina tamponada al 4%, deshidratacion y posterior inclusion en parafina. Los
portaobjetos se cortaron a 4 pym usando un microtomo y se tifleron con
hematoxilina-eosina (H-E) para la evaluacion con microscopio de luz. Un
patologo altamente experimentado en histopatologia renal y cegado para los
diferentes grupos examindé todas las biopsias renales. Se evaluaron 3
parametros morfolégicos que indican lesién del parénquima renal por orden
ascendente de gravedad: infiltrado inflamatorio agudo (llA), necrosis tubular
aguda (NTA) y necrosis isquémica (NI). A éstos se les aplicé una escala de

cuatro puntos para cada parametro:

o 0 =sin dano;

1 (leve) = lesiones que afectan < 25% del campo optico

o

2 (moderada) = dafio del 25%-50% del campo optico

o

o

3 (severa) = lesiones que afectan > 50% del campo &ptico.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas basales

El modelo experimental se llevo a cabo en un total de 24 animales. Tras
la exclusiéon de los 5 primeros casos del grupo PHMO debido a la oxigenacion
inconsistente que proporcionaba el oxigenador pediatrico, un total de 19
animales fueron validos para su inclusién en el analisis de bioquimico, de miRNA
y peroxidacion lipidica. La aleatorizacion distribuyé 7 animales el grupo
oxigenado (PHMO) y 12 al grupo sin oxigenar (PHM). Sélo 15 animales pudieron
ser finalmente trasplantados y sus datos de funcién renal y supervivencia

analizados, tal y como refleja el diagrama de flujo de la Figura 32.

5 oxigenacion
inconsistente
(descartados)

19 validos

analisis miRNA y
peroxidacion lipidica

2 pruebas sin TR

2 sacrificios
intraoperatorios

15 animales
trasplantados

Figura 32: diagrama de flujo de los animales incluidos en el modelo experimental. TR: trasplante
renal
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5.1.1. Edad
La mediana de edad, representada la Tabla 3, correspondié a 4,5 meses

para ambos grupos, sin diferencias estadisticamente significativas (p=0,650).

Mediana (meses) | Rango
PHM 45 2
PHMO 4,0 2
p (U-Mann-Whitney) nS (0,650)

Tabla 3: mediana de edad de los dos grupos (PHM y PHMO).

5.1.2. Peso de los animales
La mediana de peso fue de 47,0 Kg y 52,0 Kg en los grupos PHMy PHMO
respectivamente (Tabla 4), sin diferencias estadisticamente significativas entre

ambos (p=0,227).

Mediana (Kg) Rango
PHM 47,0 20
PHMO 52,0 8
p (U-Mann-Whitney) nS (0,227)

Tabla 4: mediana de peso de los dos grupos (PHM y PHMO).

5.1.3. Supervivencia de los animales
La mediana de supervivencia (Tabla 5 y Figura 33) en ambos grupos fue

de 5,0 (PHM) y 6,0 (PHMO), sin obtener significacion estadistica (Log Rank

p=0,359).
Mediana (dias) IC 95%
PHM 5,0 1,8-8,2
PHMO 6,0 5,0-10.0

Tabla 5: mediana de supervivencia de los animales en los dos grupos (PHM y PHMO).
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Funciones de supervivencia

1.0 Oxigenacidn

I 1No

S

-+ No-censurado
0,8 -+ Si-censurado
0,6
0,4+
0,2+
0,04

T T T T T T
0 25 5 75 10 125

Supervivencia animal (dias)

Figura 33: curvas Kaplan-Meier de supervivencia de los animales de ambos grupos (PHM en
azul y PHMO en verde)

5.1.4. Determinaciones analiticas basales
No se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos en la funcién renal basal (Tabla 6).

. Percentiles p
Mediana 25 ‘ 50 ‘ 75
Cr (mg/dl)
PHM 0,920 0,805 0,920 1,200 0.250
PHMO 1,065 0,010 1,065 1,240 ’

p (U-Mann-Whitney)

Tabla 6: mediana y percentiles de creatinina sérica basal en ambos grupos.
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5.1.5. Determinaciones analiticas post nefrectomia izquierda
Tampoco se identificaron diferencias en los valores analiticos post-
nefrectomia entre ambos grupos experimentales, con una mediana de Cr 1,8

mg/dl en ambos grupos (Tabla 7).

. Percentiles p
Mediana 25 ‘ 50 ‘ 75
Cr (mg/dl)
PHM 1,8 1,5 1,8 2,0
PHMO 18 | 16 | 18 | 20 | %%

Test U de Mann-Whitney

Tabla 7: mediana y percentiles de creatinina sérica post nefrectomia izquierda en ambos grupos.

Se observo un incremento de las cifras medianas de creatinina en ambos

grupos, que solo alcanzé la significacion estadistica en el grupo PHM (Tabla 8).

Diferencia de medianas
Cr (mg/dl) P
PHM 0,75 0,002
PHMO 0,69 0,068

Test Wilcoxon

Tabla 8: diferencia de medianas de creatinina sérica pre y post nefrectomia izquierda en ambos
grupos.
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5.2. Los niveles de oxigeno

Los rifiones obtenidos fueron perfundidos por 3 métodos diferentes. En el
grupo PHM mediante LifePort® estandar que no proporciona oxigenacion, su
media de pO: varié desde 162,9 mmHg (SD 33,5) en el momento basal hasta
92,9 mmHg (SD 18,5) al final de la perfusion (Figura 34A). Por otra parte, el
grupo PHMO fue perfundido en los primeros casos utilizando un circuito
LifePort® modificado que proporcionaba la oxigenacion mediante un oxigenador
pediatrico de membrana, el cual lo hacia de forma erratica e inconsistente (Figura
34B y Figura 35), lo que llevd a su sustitucién por el oxigenador de burbuja

(Figura 34C) integrado en el circuito de perfusion LifePort®.

p02 en liquido PHMO pO2 en liquido PHMO

pO2 en liquido PHM oxigenador de membrana oxigenador de burbuja
800- 800+
a b c
600' 600+
400+ 4001 {
* }
200~ 200-
¢ & ¢ d
® s L= o
GB'|15" Nmin GOmin End T : I I ! {:\:\;:\;;;
asal min min min n o N O & O O &
Tiempo perfusion éb\ &S &8 Qb O IONNIIN ¢
.20010 4)& Q& Q& ¢ LSS
N8 & o o

Figura 34: evolucion de la pO:2 durante la preservaciéon en maquina. A: descenso lento de la pO:2
en el grupo PHM. B: oxigenador pediatrico de membrana con niveles inconsistentes en los 5
primeros animales. C: incremento inicial de la pO2 durante los 30 min de precarga y paulatino
descenso en el grupo PHMO con oxigenador de burbuja.
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Evolucién pO2
Referencia Animal 17

800
600
400

200

mAl17 mAl mA5 mA6 mA9 mA10

Figura 35: la figura muestra la variabilidad en la pO2zdurante la PHMO de los rifiones en la primera
fase del trabajo experimental (animales 1-12). Se comparan sus resultados individuales con los
del animal 17, en el que se llevé a cabo la oxigenacion mediante el empleo del oxigenador de
burbuja integrado en el circuito de perfusion.

Una vez descartados del analisis los casos del oxigenador pediatrico de
membrana, la media de pO2 del grupo PHMO (n = 4) siguid la curva de evolucion
que se muestra en la Figura 34C y sus resultados desglosados por animales en
la Figura 36. Esta media de pO2 en el grupo PHMO pasé6 de 164,4 mmHg (SD
13,9) basal a 80,7 mmHg (SD 11,3), similar a los valores del grupo PHM. El valor
de pO2 mas alto se alcanzo tras los 30 min de precarga (476,3 mmHg, SD 102,6)
y s6lo se mantuvo pasados 15 min (479,2 mmHg, SD 86,4), para descender

progresivamente durante el periodo de perfusion.
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Evolucion de la pO, en la solucidn de
preservacion. Grupo HMPO,

4= ANIMAL 17
=== ANIMAL 18
==de= ANIMAL 20
=== ANIMAL 21
=== ANIMAL 22
=o=ANIMAL 23
=== ANIMAL 24

Figura 36: evolucién temporal de la pO2 de los animales asignados al grupo PHMO, una vez
descartados los primeros 5 animales perfundidos con el oxigenador de membrana.

La precarga de Oz con el oxigenador de burbuja no fue capaz de mantener
niveles suprafisioldgicos de pO- hasta el final de la perfusion en el grupo PHMO,

aunque fue del doble a las 2 horas de iniciarse la perfusion.

5.3. Parametros de perfusién en maquina

Como es habitual, se observé un incremento del flujo a lo largo de la
perfusion que en ambos grupos fue estadisticamente significativa (

Tabla 9). Los dos grupos PHMO y PHM mostraron patrones de FP
similares, comenzando con un marcado aumento en los primeros 30 minutos,
seguidos de un aumento lento hasta el final de la perfusion (Figura 37a), sin

presentar diferencias estadisticamente significativas entre ambos.
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Flujo (ml/min)
1 min Final p
PHMO 21 (24) 41 (26) 0,042
PHM 29 (18) 51,5 (20) 0,003
p 0,506 0,104
*p < 0,05

Tabla 9: parametros de flujo (FP) en la maquina de perfusion en ambos grupos PHM y PHMO.

Los patrones del IR presentaron un paulatino descenso a lo largo de la
perfusion en maquina (Tabla 10), ofreciendo una morfologia de las curvas

analoga a la del FP (Figura 37b).

Flujo (ml/min)

Flujo indice de resistencia
100- 2.0-
a - PHM b = PHM
. o
80 - | PHMO 8 1.5- - PHMO
9
60- 17
§ 1.0-
40- o
L
20 E 0.5
o | | 1 | 1 | | 0'0 1 1 1 1 1 1 1
1 15 30 60 120 240 Final 1 15 30 60 120 240 Final

Tiempo de perfusiéon (min Tiempo perfusion (min)

Figura 37: parametros de perfusion en maquina de sendos grupos PHMO y PHM, flujo (a) y
resistencia (b).
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IR
1 min Final p
PHMO 1,32 (0,84) 0,5 (0,1) 0,080
PHM 0,91 (0,46) 0,6 (0,2) 0,005
p 0,442 0,130

*p < 0,05

Tabla 10: parametros de resistencia (IR) en la maquina en ambos grupos PHM y PHMO.

5.4. Parametros bioquimicos séricos
5.4.1. Funcioén renal: creatinina

La nefrectomia derecha previa al trasplante permite el uso de los niveles
de creatinina sérica post-TR para evaluar la funcion del injerto perfundido en
maquina. Se observé una tendencia hacia una mejor funcién renal del grupo
oxigenado expresada por la creatinina sérica en el dia 3 post-TR: 12,5 (3,6-13,9)
del grupo PHMO vs 16,5 mg/dl (11,3-23,5) del grupo PHM (p=0,400), sin
diferencias estadisticamente significativas. Estos valores y evolucién de la
creatinina pueden verse en la Figura 38, y sus areas bajo la curva (AUC) fueron

74,0 (IC 95% 47,5-100,5) para PHM y 36,2 (IC 95%, 25,6-46,8) para PHMO.

105



RESULTADOS

Creatinina dia 3
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Figura 38: arriba, niveles de creatinina sérica al dia 3 postrasplante segun los grupos, sin
diferencias estadisticamente significativas (p=0,4). Abajo, evolucion de la creatinina sérica de los
animales (PHMO vs PHM) en la primera semana post trasplante.
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5.4.2. LDH sérica
Los valores de LDH en suero se pueden considerar un buen marcador de
isquemia renal post-TR y por lo tanto un adecuado indicador de la causa de
disfuncion inicial del injerto (NTA vs nefropatia isquémica). No se evidenciaron
diferencias significativas en los valores séricos de LDH entre ambos grupos,
salvo en el dia +1, donde el grupo PHMO presenté un valor superior (1008,5 vs.

876,5 Ul/L) que no alcanzé la significacion estadistica (Figura 39).

Evolucion LDH post-TR

1400,00
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‘o D 1 Lo Diq LDHDostrR;DHpostrR :DH'OOstTR ;DHpostrR ;DHpostrR ;DHDostT/q 6
—e—PHM —e—PHMO
PHM 5 5 4 3 3 2 1
PHMO 4 4 4 1 2 2 2 0

Figura 39: niveles de LDH sérica (UI/L) post-trasplante en ambos grupos PHM y PHMO.
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5.5. Parametros bioquimicos en solucién de preservacion
5.5.1. Composicion idnica
Por protocolo, la solucién de preservacion utilizada fue KPS-1 (ORS @,

Itaca, IL, USA), una modificacion de UW adaptada para la maquina. La

Tabla 11 refleja la composicion basal de ambas soluciones.

Componentes KPS-1 SPS-1 (UW)
Na (mmol/l) 100 30
K (mmol/l) 25 120
Coloides HES HES
Agentes Gluconato | Lactobionato
osmoticos Manitol Rafinosa
Tampoén Fosfato Fosfato
Antioxidantes Alopurinol | Dexametasona
Alopurinol
Precursores Adenosina | Adenosina
ATP Glutation Glutation
Viscosidad (cP) | 2,5 5,7

Tabla 11: composicion de las soluciones de preservacion KPS-1 y SPS-1 o solucién de la
Universidad de Wisconsin (UW). HES: hidroxietil almidén.
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Alo largo de la perfusion se observa en la solucién de preservacion una
discreta disminucién de Na* y un aumento del K*, sin ser estas diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (

Tabla 12).
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Basal | 15 min | 30 min | 60 min | Final
Na* (mEqg/l)
PHM 108,5 108,0 | 107,0 106,5 105,0
PHMO 113,0 110,0 | 110,0 110,0 106,5
p| 0,800 0,800 | 0,800 | 0,800 1,000
K* (mEqg/l)
PHM 25,2 26,5 27,1 27,3 29,7
PHMO 25,5 27,6 27,6 27,6 28,8
p| 0,800 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000

Tabla 12: evolucién temporal de las concentraciones de sodio (Na*) y potasio (K*) en el liquido
de perfusion durante la preservacion en maquina.

5.5.2. Lesion celular. LDH y lactato

Los niveles de LDH en el liquido al final de la perfusion fueron superiores
para el grupo PHMO, aunque estas diferencias no alcanzaron significacion
estadistica (

Figura 40).

Por el contrario, las concentraciones de lactato en la solucion de
preservacion fueron mas altas y estadisticamente significativas en el grupo
PHMO (p=0,026), en relacién con un mayor estrés oxidativo y peroxidacion
lipidica (

Figura 40).
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Lactato al final de la perfusion

LDH al final de la perfusion
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Figura 40: niveles de LDH (a) y lactato (b) al final de la perfusiéon en maquina para sendos grupos.

5.6. miRNA en la solucién de perfusién

Se probo una combinaciéon de miRNA con alto valor diagndstico en el dafo

renal agudo isquémico y que comprendia: miR-210, miR-126, miR-127, miR146,

miR-10a, miR-101 miR-93, miR-27a, miR-26b y miR-29a. La expresion de la

mayoria de los miRNA fue mayor en presencia de oxigeno (grupo PHMO),

aunque las diferencias solo alcanzaron significacion estadistica para miRNA-126

y miRNA-101 al final de la perfusién (Figura 41).
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Figura 41: niveles de miRNA en la solucién de preservacion durante el periodo de perfusion en
maquina (p < 0.05). Barras azul oscuro grupo PHM (nOx-HMP) y barras azul claro grupo PHMO
(Ox-HMP)

5.7. Peroxidacion lipidica: marcador de estrés oxidativo
Se definieron cuatro grupos de estudio de la peroxidacion lipidica, de los

que se tomaron biopsias en distintos momentos del experimento:

e Grupo control: biopsias del rifidn contralateral sano (derecho) en

el momento de la nefrectomia que precedia al autotrasplante.
o Isquemia: obtenidas del rindn izquierdo inmediatamente después

del TIC de 30 minutos, que se consideraron como muestras
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basales para los ensayos de respiracion mitocondrial y expresion
génica de transicion epitelio-mesenquimal (TEM).

o Post perfusion: del rifidn izquierdo después de la preservacion en

maquina (PHMO vs PHM) y antes de ser trasplantado.

e Post-trasplante: tomadas del rifidén trasplantado en el momento

del sacrificio del animal.

La

Figura 42 muestra el contenido de MDA (mmol/mg de proteina) en los
diferentes momentos temporales previamente definidos. Después de los 30
minutos del TIC que definen el modelo experimental de DAC, se observan
niveles significativamente mayores de peroxidacion lipidica. En el grupo PHM se
produce una disminucion de estos niveles de peroxidacion lipidica, que llegan
incluso a asemejarse a los del grupo control. Sin embargo, los niveles de MDA
aumentan significativamente en el grupo PHMO, fruto de un mayor estrés
oxidativo y su consiguiente peroxidacion lipidica, y siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p < 0,05).
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Figura 42: cantidad de MDA (mmol/mg proteina) en las diferentes biopsias de los injertos
tomadas tras la isquemia caliente, tras la perfusion y tras el trasplante.

5.8. Respiraciéon mitocondrial

Los resultados de la respiracion mitocondrial se resumen en la Figura 43.
El grupo basal (barras blancas) corresponde a las biopsias de los injertos
tomadas justo después de los 30 min del TIC, y contiene los experimentos de

todos los animales antes de su aleatorizacion a los grupos PHM o PHMO (n=19).

Después del periodo de isquemia caliente (barras blancas), se observa
un efecto positivo de la preservacidon en maquina por si misma en forma de
aumento de la produccion de ATP, que parece ligeramente mayor en el grupo
PHM (Figura 43a). Un alto nivel de fuga de protones (Figura 43b) y su
correspondiente baja capacidad respiratoria de reserva (Figura 43c) representan

la pérdida de eficiencia en la cadena respiratoria después de la isquemia caliente
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(barras blancas), la cual se atenua en el grupo PHM (barras grises) y por el

contrario se agrava con la adicién de oxigeno en el grupo PHMO (barras negras).
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Figura 43: niveles de produccion de ATP (a), fuga de protones (b) y capacidad respiratoria de
reserva (c) medidos con la plataforma SeaHorse en las biopsias de los injertos.

En la Figura 44 se muestran las imagenes correspondientes de contraste
de fase los cultivos primarios de células tubulares proximales obtenidos a partir
de biopsias pre y post-perfusién, asi como biopsias del riidn contralateral (sin
isquemia), como control. Los cultivos primarios se establecieron a partir de las
biopsias renales tomadas antes y después de la perfusion en maquina. A pesar
de utilizar medios de cultivo que favorecen el crecimiento de células epiteliales
tubulares proximales, al final se obtienen cultivos mixtos de células epiteliales y
fibroblastos. Estos son un tipo celular mucho mas resistente y favorecido en
cualquier cultivo primario no puro, dados sus minimos requerimientos en medios
de cultivo y en adhesién celular a sustrato (plastico). Como puede observarse en
las fotos de microscopia de contraste de fase (Figura 44), el porcentaje de
fibroblastos varia en los cultivos de los diferentes animales, con morfologia

alargada para los fibroblastos y mas cubica y plana para las células epiteliales.
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Izquierda basal

Izquierda post perfusion

A18 HMPO2 A19 A21 HMPO2 A22 HMPO2 A23 HMPO2  A24 HMPO2

Izquierda basal

Izquierda post perfusion

Figura 44: imagenes de microscopia de contraste de fase de los cultivos primarios de células
tubulares proximales de la corteza renal. Se muestran las biopsias de los animales (A) 13 al 24
y sefialados aquellos sometidos a oxigenacion activa en maquina del grupo PHMO. El porcentaje
de fibroblastos (morfologia alargada) y células epiteliales del tubulo (células cubicas y planas)
varia segun los animales.

La variacién en el porcentaje de fibroblastos que forman parte de los
cultivos primarios de células epiteliales puede contribuir a los resultados
obtenidos en los estudios de metabolismo mitocondrial determinados mediante
SeaHorse, ya que este tipo celular tiene una respiraciéon mitocondrial y
metabolismo general menor que las células epiteliales tubulares. No se
apreciaron diferencias morfolégicas a nivel de los cultivos celulares entre los

grupos PHM y PHMO.
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5.9. Sistemas antioxidantes. Expresién génica de la TEM.

La

Figura 45 permite apreciar el efecto de la perfusion en maquina como una
traduccion del metabolismo mitocondrial. En un contexto metabdlico de menor
estrés oxidativo (PHM), las necesidades de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutasa 1 (SOD1) y catalasa disminuyen significativamente
(p<0,01) sus niveles basales después del periodo de isquemia caliente. Por el
contrario, durante el estrés oxidativo del PHMO, las demandas de SOD1 y
catalasa aumentan. La enzima mitocondrial superdxido dismutasa 2 (SOD2)

requiere un control mas estricto y los cambios en sus niveles presentan menor

variabilidad.
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Figura 45: niveles de enzimas antioxidantes en las biopsias de injertos renales: SOD1 (a), SOD2
(b) y catalasa (c).

La cadherina-E (Figura 46a) es un marcador de integridad epitelial y su
aumento en el grupo PHM (barras grises) traduce una menor transicion epitelio-
mesenquimal (TEM) frente al grupo PHMO (barras negras) y tras la isquemia

caliente (barras blancas). Por el contrario, marcadores de fibrosis como la
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vimentina y la fibronectina, asi como el colageno, disminuyen durante la PHM
(Figura 46bcd). Sin embargo, la PHMO (barras negras) parece inducir a una
mayor fibrosis, reflejada por el aumento de los niveles de fibronectina y vimentina

por encima incluso del momento de isquemia caliente (barras blancas, Figura

46).
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Figura 46: niveles de cadherina E (a), fibronectina (b), vimentina (c) y colageno (d) tras los 30
min de isquemia caliente (barras blancas).

5.10. Correlacién funcional y de peroxidacion lipidica
Se hallé una correlacion significativa entre los niveles de peroxidacion
lipidica posteriores a la perfusion y la situacion funcional post-TR, representada

por los niveles de creatinina en el dia +1 y los de LDH al final del seguimiento
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(Figura 47). Asi, podria interpretarse que el nivel de peroxidacion lipidica
determinado en la biopsia post-perfusion constituiria un indicador de estrés

oxidativo tisular y un predictor de resultados funcionales tras el trasplante.
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Figura 47: correlaciones de peroxidacion lipidica y funcion renal post-TR. Se determind una
correlacion significativa entre los niveles de peroxidacion lipidica post-perfusion y la situacion
funcional post-TR representada por los niveles de creatinina en el dia 1 (a) y la LDH al final del
seguimiento (b).

Una vez establecida la correlacion entre el nivel de peroxidacion lipidica y
los resultados funcionales (Cr dia +1 y LDH final), se estudio la posible relacion
del nivel de peroxidacion lipidica y de estos parametros bioquimicos con la
supervivencia del animal. Aunque no se puso de manifiesto una correlacién
inversa significativa entre el nivel de peroxidacion lipidica y la supervivencia del
animal (Figura 48a), si se observo entre la creatinina el dia +1 y la supervivencia
(Figura 48b), asi como entre la LDH el dia +1 y la supervivencia del animal

(Figura 48c), la cual se mantiene con la LDH al final del seguimiento (Figura 48d).
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Figura 48: estudios de correlacion entre variables: A) peroxidacion lipidica y supervivencia del
animal. B) creatinina el dia +1 y la supervivencia del animal. C) LDH el dia +1 y supervivencia
del animal. D) LDH al final del sequimiento y supervivencia del animal.

5.12. Analisis histolégico: microscopia de luz

Las biopsias renales tomadas antes y después de la perfusiéon fueron

normales a su examen histolégico con microscopia de luz (Figura 49).
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Figura 49: las biopsias parafinadas pre (A) y post (B) perfusion de los diferentes injertos fueron
normales en su evaluacion mediante microscopia optica (H-E x 40).

Tal y como se ha expuesto anteriormente en el diagrama de flujo de la
Figura 32, s6lo 15 animales fueron finalmente trasplantados y validos por tanto
para el analisis histologico del rindn completo en el momento del sacrificio del
animal (11 PHM y 4 PHMO). Los hallazgos histolégicos de sendos grupos,

acordes a la clasificacion establecida, se representan en la Figura 50:

PHM PHMO

NTA;
0,0%

mNormal mlIA mNTA uNI mNormal mlIA mNTA mNI

Figura 50: resultados histolégicos de las piezas de nefrectomia en sendos grupos PHM y PHMO
representados en diagrama de sectores. lIA: infiltrado inflamatorio agudo. NTA: necrosis tubular
aguda. NI: necrosis isquémica.
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En el grupo experimental (PHMO, n=4)), el 50% (2/4) presentaron
histologia normal, un 25% (1/4) lIA leve y un 25% (1/4) NI severa. En cambio, en
el grupo PHM (n=11), se evidencié NI en el 27,3% (3/11), NTA severa en el
18,2% (2/11), NTA moderada en el 9,1% (1/11), lIA severo en el 9,1%> (1/11),
IIA leve en el 9,1% (1/11) e histologia normal en el 27,3% (3/11). La Tabla 13
recoge agrupados estos resultados histologicos. Las columnas sombreadas
corresponden a los injertos del grupo PHMO, habiendo sido descartados los 5
primeros por oxigenacion inconsistente (animales 1, 5, 6, 9y 10). Como se puede
observar, en el segundo periodo del trabajo experimental (animales 13-24), s6lo
1 injerto mostré signos de necrosis isquémica (25-50%), y 3/4 (75%) de las
necrosis isquémicas de la serie acontecieron durante el primer periodo del
proyecto (animales 1-12). Ambos hechos probablemente reflejen el peaje de la

“curva de aprendizaje” de un modelo experimental complejo.
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Tabla 13: tabla resumen con los resultados histolégicos de las piezas de nefrectomia en el
momento del sacrificio del animal. Las columnas sombreadas corresponden a los animales
aleatorizados al grupo PHMO.
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6. DISCUSION

Introduccion

Existe cierto consenso en la actualidad sobre la utilidad de la PHM en la
preservacion de rinones procedentes de DAC, ya que reduce las tasas de
FRR (64-67). Se cree que la recirculacion continua de perfusion fria a través de
la vascularizacion renal reduce el vasoespasmo y protege el endotelio vascular
mediante la modulacion del KLF2, el aumento de la regulacién de las vias de
sefializacion de la sintetasa de 6xido nitrico (NOS) endotelial (81, 161) e incluso
alterando el perfil inmunolégico del 6rgano (162). Sin embargo, tanto en nuestra
experiencia (19) como en la literatura, sus resultados siguen siendo discretos:
aunque produce menores tasas de FRR (64-67), no ha demostrado beneficio en
términos de NFP (66, 68, 69) ni de supervivencia a 1 afno del injerto (64, 70).
Fruto de ello nace el interés por la PHMO, si bien la utilidad potencial de esta
suplementacion de oxigeno no ha sido esclarecida y su efecto es aun

desconocido.

Varios estudios preclinicos y al menos 2 ensayos clinicos aleatorizados
en humanos recientes han tratado de arrojar luz sobre esta incognita, obteniendo
resultados dispares (115). La hipotesis del potencial efecto beneficioso del Oz
radicaria, tal y como se ha expuesto con anterioridad, en la existencia de un
remanente metabdlico basal del 10% en condiciones de hipotermia (83), el cual
se veria beneficiado por la oxigenacion logrando reponer el ATP celular. La
principal fuente de este ATP celular es la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial,

que depende del O2 como aceptor final de electrones en la cadena respiratoria
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(100, 163). Un agotamiento gradual del ATP celular causado por las condiciones
de preservacién anoxica provoca lesiones celulares irreversibles que pueden
conducir a la pérdida del injerto. Sin embargo, el oxigeno no sélo ofrece
potenciales ventajas, sino que su administracion puede producir efectos
negativos en el metabolismo celular debidos a la produccién de RLO (93, 100,
105). La generacion de estas sustancias oxidantes, la liberacién de citoquinas
inflamatorias y la adhesioén y movilizacion de leucocitos ocasionan lesion renal y
la consiguiente generacién de FRR (164). Por todo ello, una correcta y
exhaustiva evaluacion del efecto del Oz en la preservacion de un rifidn destinado
a trasplante debera incluir el estudio de la adicion del gas al circuito de
preservacion, el analisis de sus efectos sobre el metabolismo celular, el examen
de la expresion de biomarcadores ligados a la funcidn o dafo renal y la

investigacion de los cambios histolégicos producidos en el 6rgano.

Investigar sobre la DA conlleva el estudio en profundidad del efecto
negativo de la isquemia caliente, verdadero factor diferencial de este tipo de
donacion y principal limitante de la expansidn de estos 6rganos como fuente para
trasplante. Nuestro grupo fijo el TIC en 30 minutos a través del clampaje arterial
exclusivo, similar a la media de 28 minutos en los DA en Espafia comunicada
por la ONT (165). Y es en la mitocondria donde se localiza el epicentro del
terremoto que la isquemia caliente desencadena sobre el metabolismo celular.
Este organulo celular, auténtico objeto de estudio en profundidad de nuestro
experimento, actua como una central energética donde se produce el suministro

necesario para llevar a cabo la sintesis de ATP (Figura 51).
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El agotamiento del oxigeno puede provocar el colapso de la cadena
transportadora de electrones (CTE) en la mitocondria, elemento crucial para la
fosforilacion oxidativa y la consecuente generacion de ATP celular. La
produccién de RLO es consecuencia de la interaccién del oxigeno con una
cadena respiratoria disfuncional durante la reperfusion. Chouchani et al (91)
demostraron que la acumulacion de succinato mitocondrial originada durante la
isquemia es responsable de la mayor parte de la produccion de RLO durante la
reperfusion. En condiciones de isquemia se establece un transporte inverso
de electrones en la cadena respiratoria que resulta en acumulo de succinato
y lactato, disminucion de la produccidén de ATP y produccién de sustancias pro-
oxidantes y RLO como el superdxido y peroxido de hidrégeno. Dutkowski et al
describieron que la PHMO hepatica al final del periodo de isquemia,
inmediatamente antes de implantar el o6rgano, restablece el transporte
anterégrado de electrones a nivel de la CTE, ocasionando una disminucion del
succinato, un aumento del ATP y una consiguiente mejora de la funcién del
injerto (97). Hallazgos metabdlicos similares favoreciendo la PHMO en
preservacion renal han sido también comunicados recientemente por Darius et

al (113).
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Figura 51: esquema metabolismo mitocondrial y las mediciones de éste realizadas en los distintos trabajos

existentes en la literatura
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En un intento por amortiguar o evitar el impacto negativo de la
isquemia sobre el metabolismo celular y mitocondrial surge el interés por
la PHMO, aunque su investigacion experimental es escasa. Hasta la fecha, s6lo
3 estudios han evaluado la PHE frente a la PHMO al 100% en modelos
preclinicos de autotrasplante porcino (101, 107, 109), los cuales mostraron
efectos beneficiosos significativos de la PHMO sobre la funciéon renal. Sin
embargo, estos estudios no incluyeron en su comparacion un grupo PHM sin
oxigenacion activa, por lo que dichos beneficios obtenidos no pueden ser
atribuidos exclusivamente al oxigeno (166, 167). De hecho, es conocido el efecto
beneficioso de la PHM por si misma, reduciendo las tasas de FRR en injertos
procedentes de DAC (24, 66, 69). Por tanto, nuestro trabajo compara la PHM
con la PHMO empleando O2 al 100%, sin incluir como grupo control a la PHE
clasica, tras aceptar la premisa del trabajo de Venema et al en el que
demostraron un beneficio significativo de la PHM frente a la PHE
independientemente del oxigeno, reduciendo el dafo celular y aumentando la

produccién de ATP (72).

La Tabla 14 resume los aspectos mas relevantes de los estudios
preclinicos existentes en la literatura empleando rifiones porcinos, en los que se
investigan diferentes concentraciones de O durante la PHMO y su efecto en la
funcién temprana del injerto y el flujo renal ex vivo. En ellos, bien a través de la
perfusion normotérmica ex vivo (PNEV) o de modelos de autotrasplante, se

muestran resultados contradictorios (72, 101, 107-109).
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Autor Modelo Grupos de estudio pO2 mmHg Funcion renal inicial Flujo durante PHM Flujo al final PHM
PNEV Hoyer 30 min TIC 21h PHM 0% O- (n=5) 0 PHMO 100% O proporciona la | El aumento mas rapido del flujo | PHMO 100% y PHMO
2014 + mejor funcién renal inicial, seguida | renal se obtuvo con PHMO 100% | 20% significativamente
(108) 21hPHM | 21h PHMO 21% O (n=5) 200 - 220 de la PHMO 21% y la PHM 0%. 02, seguido de PHMO 21% y PHM | mayores que PHM 0%
0,
21h PHMO 100% O- (n=5) 760 - 800 0%
Venema 30 min TIC 24h PHE (n=6) - Todos los grupos de PHM mejor | NA NA
2019 + funcion renal que la PHE.
(72) 24 hPHM | 24h PHM 0% O (n=6) 0 No diferencias entre los distintos
21h PHMO 21% O (n=6) NA grupos de PHMO.
24h PHMO 100% O- (n=6) NA
Auto - Gallinat No TIC 21h PHM 0% O- (n=5) 0 Significativamente mejor después de | NA NA
TR 2012 i PHM 0% O, comparado con PHMO
(101) 21 h PHM 21h PHMO 100% O- (n=5) > 500 100% O-
Thuillier 60 min TIC 22h PHM 0% O- (n=4) 0 PHMO 100% O- pico de Cr sérica | NA Sin diferencias entre los
2013 + mas bajo y retorno mas rapido a los grupos
(109) 22 h PHM 22h PHM 100% O3 (n=4) NA niveles normales
Darius 30 min TIC 22h PHE (n=6) - PHMO O; bajo y alto flujo | Aumento mas rapido en los grupos | Significativamente mas
2020 + significativamente mejor funcion | de PHMO O, bajo y alto en | alto en PHMO Oz bajoy
(113) 22hPHM | 22h PHM (n=6) 65-75 inicial del injerto en comparacién con | comparacion con la PHM estandar. | alto comparado con la
L PHM. Todos los grupos de PHM | No hay diferencias significativas | PHM estandar.
22h PHMO bajo (n=8) 210 -230 mejor funcién inicial del injerto en | entre PHMO O, bajo y alto.
comparacién con PHE
22h PHMO alto (n=8) 680 - 760
Gomez / 30 min TIC 22h PHM (n=11) 93 (SD 19) PHMO 100% O pico de Cr sérica | Aumento mas rapido de PHMO | Sin diferencias
Hevia i mas bajo y retorno mas rapido alos | 100% O;, pero sin diferencias | significativas
2021 22hPHM | 22h PHMO O; 100% (n=4) 479 (SD 86) | niveles normales significativas

Tabla 14: resumen de los estudios preclinicos en cerdos que investigan las diferentes concentraciones de oxigeno durante la PHM empleando modelos de
PNEV o auto-TR. NA: no aplicable. Cr: creatinina. TIC: tiempo de isquemia caliente.
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Curiosamente, en los modelos de autotrasplante, los beneficios
funcionales del oxigeno parecen correlacionarse con el dafio isquémico,
después de los 30-60 minutos del TIC que preceden a la preservacion en
maquina. En ausencia de esta isquemia caliente, no se observo beneficio alguno

de la oxigenacion (101).

Oxigenacion

Como se ha dicho, el objetivo de la oxigenacion activa en la PHMO seria
recargar el ATP de forma precoz con el fin de amortiguar el impacto de la
agresion producida por la isquemia caliente. Esta oxigenacion puede aplicarse
atendiendo a diferentes estrategias temporales y a su duraciéon. La mas
empleada habitualmente es en el momento de iniciarse la PHMO y mantenida
de forma continua durante todo el proceso, pero también se ha empleado en las
horas finales de la isquemia fria tras un periodo de PHE clasica (168). Desde un
punto de vista logistico, quiza esta ultima estrategia fuese la mas factible de

llevar a cabo en el ambito clinico de comparticion y transporte de 6rganos.

El nivel 6ptimo de oxigenacion durante la PHMO sigue sin estar claro.
Algunos estudios experimentales han favorecido el uso de concentraciones altas
de oxigeno (107, 108). Segun la ley de Henry, la concentracion de equilibrio de
un gas disuelto es el producto de su presién parcial. La solubilidad del oxigeno
se realiza por difusion y tiene relacion inversa con la temperatura, aumentando
a temperaturas mas bajas, por lo que se puede disolver mas Oz en soluciones

de perfusion hipotérmica (108, 169).
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Un problema basico en la interpretacion de los resultados es la realizacion
de una correccion adecuada de la pO: en funciéon de la temperatura. La
determinacion de los parametros de oxigenacion (pH, pO2, electrolitos y lactato)
en la solucion de preservacion durante la PHM/PHMO se realizé mediante un
analizador de gases en sangre empleado en el ambito clinico (GEM Premier
4000©, Werfen, Barcelona, Esparia), tomando las muestras del puerto de
muestreo del que dispone la maquina en su circuito de perfusion. Estos
analizadores requieren unos intervalos de temperatura y hematocrito
determinados para poder hacer una correcta determinacién de electrolitos y
gases. Sin embargo, la solucién de preservacion empleada se encuentra fuera
de estos intervalos, por lo que sus resultados se ven artefactados. En caso de
no disponer de una sonda integrada en el circuito de la maquina que determine
la pO2, que fue nuestro caso, se deben realizar una serie de correcciones
sugeridas por el grupo investigador colaborador de la Université Catholique de
Louvain. Estas se basan en el principio de que, a medida que la temperatura
desciende, la solubilidad del O, aumenta, lo que disminuye su correspondiente
presion parcial (pO2). La pO2 desciende en torno a 5 mmHg por cada grado
centigrado de temperatura por debajo de los 37°C. Asi, para una pO2 de 100

mmHg a 37°C, a 27°C la pO: sera:

37-27°C=10°C

10°C x 5 mm Hg = 50 mmHg

Esta férmula permite hacer una correccion aproximada de la pO: a la

temperatura determinada en el circuito. Aunque la correccion se ha realizado
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habitualmente a 4°C, la temperatura real en la maquina se encuentra en torno a
los 5,0 - 5,5°C. Frente a este modo de medir la pO2 con cooximetros clinicos
empleado por nuestro grupo, otros autores emplean sondas Opticas de
fluorescencia en vivo (113) que simplifican este calculo y evitan el reajuste

matematico.

Como era de esperar, se comprobé que la pO2 en el liquido de
perfusion, acelular y carente de un transportador de oxigeno, puede aumentar
durante la PHMO y depende de la concentracion de oxigeno suministrado
durante ésta. Asi, la media de pO2 cambi6 de 164,4 mmHg (SD 13,9) a 80,7
mmHg (SD 11,3), similares a los valores de pO2 observados en el grupo PHM
(Figura 34A) donde paso de 162,9 mmHg (SD 33,5) a 92,9 mmHg (SD 18,5). La
pO2 mas alta del grupo PHMO se alcanzé después de los 30 min de precarga de
02 (476,3 mmHg, SD 102,6) y so6lo se mantuvo durante 15 min (479,2 mmHg,
SD 86,4), tal y como se observa en la Figura 34C. No obstante, aunque esta
precarga de O con el oxigenador de burbuja no fue capaz de mantener una pO2
suprafisioldgica hasta el final de la perfusion, a las 2 horas de iniciarse sus
valores de pO. fueron del doble respecto al grupo PHM. Obviamente, el
descenso de la pO. fue mas lento en el grupo PHM que en el grupo PHMO
(Figura 34). Estos resultados obtenidos difieren claramente del resto de los
estudios experimentales de la literatura (Figura 52), en los que los niveles de
pO2 alcanzados fueron significativamente mas altos, normalmente por encima

de 500 mmHg y mas comunmente entre 700-800 mmHg (101, 107, 108).
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pO2 de perfusidn alcanzadas
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Figura 52: distintas pO: alcanzadas en los estudios preclinicos de PHMO existentes en la
literatura. Se observa una baja pO: de nuestro experimento en comparacioén con los existentes
en la literatura (101, 107, 108). Fuente: elaboracion propia.

No encontramos una clara explicacion a este hecho, aunque el entorno
experimental en el que se desarrollé nuestro trabajo mostré algunas diferencias
relevantes en comparacion con otros grupos. En primer lugar, después de varios
animales en los que se obtuvieron resultados muy inconsistentes de pO:2
utiizando un oxigenador de membrana externa (Figura 34B), éste fue
sustituido por un oxigenador de burbuja de superficie que proporcionase una
oxigenacion directa. En segundo lugar, esta oxigenacion por perfusion directa no
fue continua durante todo el tiempo en maquina, sino que sélo se mantuvo
durante un corto periodo de 30 minutos previos al comienzo de la PHMO
(precarga). Los depésitos de perfusion pueden ser gaseados generalmente con

oxigenadores de burbuja, de discos giratorios o de membrana (156), mas
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recientes en experimentos de perfusiéon (170, 171). Estos dispositivos de
membrana, empleados habitualmente en la cirugia cardiaca o en el soporte vital
(extracorporeal membrane oxygenation, ECMO) han demostrado su eficacia en
la oxigenacion de medios que contienen eritrocitos (172). La tecnologia LifePort®
permite el uso de un oxigenador de burbuja integrado (Figura 27) en la tapa
extraible del contenedor de hielo (95, 113), entrando el oxigeno en contacto con
el liquido de perfusién dentro del compartimento estanco donde el rifién se
encuentra parcialmente sumergido. En cambio, el oxigenador de membrana

obligaba a ajustar el circuito de perfusion para integrarlo (

Figura 53).

Figura 53: (A) Modificacion del circuito de perfusion de LifePort® para el empleo de un
oxigenador pediatrico de membrana. (B) Oxigenador de membrana integrado en el conjunto de
tubos estériles desechables de LifePort®. (C) El liquido de perfusiéon oxigenado entra en el
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circuito en su punto de retorno. (D) La linea de lavado entra en el oxigenador de membrana de
fibra hueca para oxigenar continuamente el liquido.

Estas diferencias en los niveles de pO. alcanzados durante la PHMO
pueden explicar los resultados obtenidos. Darius et al demostraron, en un
modelo de autotrasplante renal porcino similar al de nuestro estudio, que la
administracion continua de oxigeno podia alcanzar niveles de pO:2
suprafisiolégicos (700-800 mmHg), y que esta estrategia de suplementacion
de oxigeno durante la PHMO podria ser la mejor en términos de proteccion
mitocondrial en comparacién con los niveles bajos de oxigeno (220-240
mmHg), aunque finalmente dieran lugar a una funcion renal precoz similar,
pero superior a la del grupo PHM (113). En un estudio preclinico adicional del
mismo grupo investigador, observaron que sélo 2 horas de oxigenacién al
inicio del PHMO son suficientes para obtener la misma proteccion mitocondrial
y los mismos efectos positivos sobre la funcion precoz del injerto en comparacion
con la oxigenacion continua durante la PHMO (95). Sin embargo, tanto en los
dos estudios descritos anteriormente como en el resto de experimentos
preclinicos sobre PHMO de la literatura se emplearon oxigenadores de
membrana (72, 95, 101, 108, 109, 113). Por ultimo, el gas empleado en el
experimento de Darius et al (113) fue Carbogen®, compuesto por 95% O2y 5%
CO.. Esta mezcla de gases es frecuentemente empleada en soluciones de
perfusion acelulares y sin portador de oxigeno, ya que su capacidad tampon
depende del CO2 (173) y requieren un mayor contenido de O para satisfacer la

demanda tisular. El oxigeno puro es menos empleado en experimentos de
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perfusion (174), ya que una tension de oxigeno elevada y no fisiolégica puede

dar lugar a la produccion de radicales libres (83).

Con todo esto, la combinacién entre presion ideal de Oz y el momento
optimo de iniciar la PHMO, que nos proporcionen un correcto balance entre
sus beneficios y el riesgo de una mayor produccién de RLO, siguen siendo
desconocidas (105, 108). Parece que la perfusion continua durante todo el
periodo de isquemia fria es la estrategia mas frecuentemente utilizada y que
arroja mejores resultados (107). Indudablemente, la precarga inicial de 2 horas
de oxigeno durante la PHMO sugerida por Darius et al como eficaz en el
mantenimiento del metabolismo aerdbico y proteccion mitocondrial gozaria de
un evidente interés clinico, puesto que eliminaria la necesidad de una fuente de
oxigeno para la PHMO durante el transporte del rindn (95). Sin embargo,
atendiendo a este mismo punto de vista clinico, los resultados con las estrategias
de perfusion corta al final de la isquemia fria son inferiores (107). Por tanto, antes
de ser extrapolada al ambito humano se hace necesario que la PHMO refine y
defina tanto la forma de suplementacion del oxigeno al circuito de la maquina
como la forma de medir la concentracién del gas en el liquido, ambos elementos

clave en la perfusion y susceptibles de ser ajustados durante el proceso.

Parametros hemodinamicos en maquina

La utilidad de los parametros de perfusién como predictores de resultados
funcionales tras el trasplante ha sido limitada (58, 60). Los datos del presente

estudio coinciden con otros similares en la literatura (72, 101, 107, 108),
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mostrando un incremento del flujo y una disminuciéon de la resistencia
constantes a lo largo de la perfusion en ambos grupos, con patrones similares
y sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Tal y como hemos
publicado anteriormente en un estudio clinico en humanos, y en consonancia
con otros trabajos de la literatura, los parametros de perfusibon no mostraron

relacién alguna con la funcién renal post-trasplante (58, 60, 117).

La experiencia previa de nuestro grupo y los datos de otros autores han
demostrado que los principales cambios en los parametros hemodinamicos de
la preservacion en maquina se producen durante los primeros 120 min (Figura
37), manteniéndose estables posteriormente hasta el final de la perfusion cuando
se utilizan los tiempos habituales de preservacion (< 24 h). Sin embargo, algunos
autores han demostrado un empeoramiento de estos parametros

hemodinamicos cuando se emplean periodos mas largos (> 36 h) (175).

Funcién renal. LDH y lactato como marcadores de isquemia. lones

En contraposicion a lo observado en otros estudios experimentales, en los
que la PHMO fue beneficiosa en términos de funcion renal (107, 108, 166, 167),
nuestro estudio no ofrecio claras ventajas significativas entre ambos grupos
respecto a la creatinina (Figura 38). Sin embargo, si se observé una tendencia
a favor de la PHMO a largo plazo que, aunque no se tradujo significativamente
en una mejor funcion renal, present6 un area bajo la curva (AUC) de creatinina

mayor (74,0; 1IC95% 47,5-100,5) que la del grupo PHM (36,2; IC95% 25,6-46,8).
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Sin embargo, la calidad de un rifidn destinado al trasplante engloba algo
mas que su mera funcidén expresada en creatinina sérica. Por ello se realizaron
analisis complementarios que abarcasen una amplia gama de marcadores de
calidad y de lesion, y que permitiesen responder a algunos problemas

especificos del oxigeno que pueden ser esenciales en la preservacion del rifion.

El lactato, considerado un marcador universal del metabolismo
anaerobico, presenté una concentracion significativamente mayor en el

liquido de perfusiéon del grupo PHMO (

Figura 40). Este hecho confronta con la esperada disminucion que
ocasionarian unas mejores condiciones de oxigenacion del grupo PHMO, donde
la eficiencia del metabolismo celular deberia mejorar y, por consiguiente, la
actividad anaerdbica general deberia disminuir. Recientemente, Darius et al
observaron claras ventajas metabdlicas tras la PHMO suprafisiologica a alto
flujo, con menores niveles de lactato y succinato en el liquido de perfusién (113).
Estos hallazgos tienen su explicacion en una regulacion al alza del ciclo de Krebs
y la correspondiente reduccion de la actividad metabdlica anaerdbica en
condiciones ricas en oxigeno, que parece dosis-dependiente, obteniéndose una
actividad maxima del ciclo de Krebs y su consiguiente mayor produccion de ATP
celular en condiciones de altas pO.. Asi, la concentracion de lactato en los
grupos de PHMO de bajo flujo y de PHM estandar fue similar, mientras que en
el grupo de PHMO de alto flujo disminuyd sustancialmente (113). Los bajos
niveles de pO: logrados en nuestro estudio, claramente inferiores a los
suprafisiolégicos de Darius et al, podrian explicar una activacion deficiente del

metabolismo aerdbico y una disfuncion persistente de la cadena respiratoria,
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ocasionando el mayor acumulo de lactato observado en el grupo PHMO. En este
sentido, los estudios de rastreo con sustratos metabolicos marcados
isotopicamente son una herramienta util que permite dilucidar si un metabolito
detectado ha sido producido de novo. Utilizando una combinaciéon de RNM y
espectrometria de masas en un modelo porcino similar, Patel et al demostraron
que la PHMO con alta concentracion de oxigeno (95%) da lugar a un mayor
grado de metabolismo aerdbico al final de la perfusibn mecanica frente a la

aireacion activa con oxigeno al 21% (81).

La LDH es la enzima responsable de la conversion del lactato y el piruvato
en la glucdlisis anaerobia (Figura 51) y se puede encontrar en casi todos los
tejidos. Una elevada actividad de la LDH puede estar asociada con la hemolisis
y la lesion o muerte celular en general (176). En los experimentos de perfusion
se ha utilizado, por consiguiente, como indicador de la muerte celular o
necrosis. El dafo de la membrana celular puede inferirse por el aumento de los
niveles de LDH detectados en el liquido de perfusion (101, 113). Estos niveles
mas altos de LDH pueden coincidir con un aumento de la fuga de metabolitos
celulares en el liquido de perfusion. Darius et al observaron niveles mas altos de
LDH en el liquido de perfusion de los grupos de PHMO bajo flujo y PHM estandar,
en comparacion con el grupo de PHMO alto flujo. En nuestro estudio no se pudo
demostrar una diferencia significativa entre ambos grupos PHMO y PHM
(Figura 39), probablemente relacionada con un tiempo de suministro de oxigeno

mas corto (30 min de precarga).

En cuanto a los iones, los niveles de Na* y K* en el liquido de perfusion

pueden utilizarse como medida indirecta de la integridad y la muerte celular
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(177, 178). En la célula dafada, el K* sigue su gradiente electroquimico hasta
el espacio extracelular, lo que da lugar a su aumento el liquido de perfusién. En
nuestro estudio, los niveles de Na* y K" no mostraron diferencias entre los

grupos (

Tabla 12), pudiendo interpretarse que el grado de lesion celular fue similar

en ambos.

miRNA

Los miRNA han ganado interés en los ultimos tiempos debido a su posible
papel como potentes reguladores de enfermedades, incluida la enfermedad
renal. Estos miRNA representan pequefios transcritos de ARN no codificante que
funcionan en la supresion de los genes, la expresion de las proteinas y/o la
inhibicién traslacional de la sintesis de las proteinas (119). Son, por tanto, finos
senalizadores de procesos celulares implicados en el daino renal isquémico
(119). Previamente, nuestro grupo investigador colaborador identificé un panel
de miRNA utiles como biomarcadores del fracaso renal agudo (FRA) en la
practica clinica, mostrando su deteccion temprana y un alto valor diagnéstico
(124, 125). Los miRNA incluidos en este panel son miR-210, miR-126, miR-127,
miR-146, miR-10a, miR-101 miR-93, miR-27a, miR-26b y miR-29a. De hecho,
los experimentos de perfil amplio del genoma han demostrado que algunos de
estos miRNA (miR10a, miR27a, miR29a, miR101 y miR210) estan altamente

expresados en el tejido renal humano (179, 180), ademas de poder ser extraidos
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y medidos en muestras de liquido de preservacion, tal y como nuestro grupo ha

comunicado previamente (181, 182).

Un subconjunto de estos miRNA formado por miR-101 y miR-126 mostro
Su expresion mas significativamente modificada en respuesta a las condiciones
de preservacion (Figura 41). Su analisis funcional revelé que miR-101 se asocia
con el desarrollo del rifndn, la adhesion celular y la endocitosis. Por otro lado,
miR-126 se asocia con el desarrollo del rindn, asi como con el transporte basado
en microtubulos y las uniones de adhesion celular, que son caracteristicas y
funciones importantes de las células epiteliales del tubulo proximal. La integridad
de la red capilar peritubular renal es un importante factor limitante en la
recuperacion de la lesién renal por I/R. Se ha demostrado que el miR-126 mejora
la regeneracion vascular mediante la movilizacion de células madre. Por todo
ello, estos miRNA parecen participar en la recuperacion del tejido renal y, por
tanto, podrian ser biomarcadores utiles en la evaluacion de injertos durante la

preservacion (123, 127).

Estos miRNA en la solucion de preservacion, miR-101 y miR-126,
presentaron una expresion mayor en el grupo PHMO. Hasta donde sabemos,
este es el primer informe de un conjunto de miRNA relacionados con la respuesta
del injerto renal a las condiciones de conservacion mediante PHMO. Un hecho
inherente a los MiIRNA como biomarcadores es su naturaleza de finos
reguladores de los procesos celulares, o que condiciona la obtencién de
resultados acortando el intervalo de las diferencias que puedan observarse en
su deteccion. Dicho de otro modo, en los estudios de miRNA como

biomarcadores en este contexto, las diferencias observadas en su mediciéon no
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son de gran magnitud. Y este hecho puede tener cierta trascendencia en los
resultados observados en nuestro trabajo, en el que se observan claras
tendencias de expresion modificada de los miRNA en el grupo PHMO, pero
tan sélo en 2 de ellos (miR-101 y miR-126) se obtiene la significacién estadistica,

quiza en parte influenciado por el bajo tamafio muestral.

Con el fin de establecer si las diferencias detectadas en la expresion de
mMiRNA en el liquido de perfusién fueron resultado de la induccion de su
expresion o bien fruto de un aumento en su secrecion, se determind la expresion
de ellos en las biopsias en parafina de tejido renal tomadas antes y después de
la perfusion. Los injertos del grupo PHMO mostraron un cambio menor entre
la expresion de miRNA en biopsias renales pre y post perfusion. Estos miRNA
tisulares y los excretados a la solucidén de preservacion podrian tener diferentes
funciones y significado biologico. La secrecion de miRNA a los fluidos
extracelulares es un proceso selectivo en el que éstos no reflejan el perfil de
miRNA de las células madre (183). Lo que parece significativo es el diferente
perfil de expresion de miRNA durante la PHMO, en particular en miR-101 y miR-
126. Mientras que su expresion se mostro significativamente modificada en el
liquido de perfusion, no se encontraron diferencias significativas de esta
expresion en las biopsias de los dos grupos PHMO y PHM. Ello permite inferir
que el suministro de O2 promueve la secrecidn de miRNA a la solucion de

perfusion.

Aunque nuestros datos no permiten establecer un analisis estadistico de
suficiente solidez debido al tamafio muestral, es factible sefialar a estos miRNA

como hipotéticos biomarcadores de isquemia con utilidad en la predicciéon
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de la evolucion del injerto durante la preservacion, ya que parecen tener una

implicacion biolégica en nuestro contexto clinico.

Respiracion mitocondrial y producciéon de ATP

En nuestro estudio experimental, para la deteccion del ATP, se emplearon
analizadores SeaHorse que miden la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la
tasa de acidificacion extracelular como indicadores de respiracion mitocondrial y
glucdlisis anaerobia (Figura 43). Esta plataforma de alto rendimiento proporciona
una mediciéon precisa del estrés y energia mitocondriales (184). Sin
embargo, su principal handicap radica en que su medicidn no es directa, sino
que requiere el cultivo de las células obtenidas de las biopsias del injerto, hecho
que puede introducir una serie de artefactos que repercutan en la valoracién. En
nuestro trabajo, tras el TIC preestablecido de 30 min se observa un efecto
positivo de la maquina en forma de aumento de la produccion de ATP, el cual es
ligeramente mayor en el grupo PHM. Ademas, un alto nivel de fuga de protones
y el correspondiente bajo nivel de capacidad respiratoria de reserva representan
una pérdida de eficiencia de la cadena respiratoria, la cual se observa después
de la isquemia caliente. Esta pérdida de eficiencia se ve atenuada por la PHM
y empeora tras la adicion de oxigeno de la PHMO (Figura 43). La fuga de
protones es la principal causa de produccion de superoxido, conocido RLO que
incrementa el estrés oxidativo e induce por tanto la activacién de mecanismos

antioxidantes naturales como superoxido dismutasa (SOD1y SOD2).
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Frente a esta medicién en cultivos celulares, otros autores (81, 102, 113,
121) realizan la identificacion directa de moléculas o metabolitos implicados en
las rutas energéticas mitocondriales como el succinato, ATP, ADP, AMP, FMN,
NADH, etc... mediante diferentes técnicas de cromatografia liquida y
espectrometria de masas (185). Algunos de estos metabolitos como el flavin
mononucleétido (FMN), un antioxidante mas potente que el NAD, han cobrado
reciente interés por las evidentes ventajas que ofrece. Su condicidn de receptor
para la luz azul y ser por tanto un agente luminiscente (186) ha sido aprovechada
por algunos autores para testarlo en tiempo real durante la preservacion en
maquina. Su determinaciéon en tiempo real por espectroscopia de
fluorescencia en el liquido de preservacion durante la PHMO es facil y
rapida, y requiere unicamente de una fuente de luz halégena emisora y de una
sonda receptora que cuantifique la cantidad de luz fluorescente emitida por el
FMN. Esta medicion dura tan sélo unos segundos y su valor final puede ser
mostrado instantaneamente en un monitor. Esta novedosa y a la vez sencilla
técnica de determinacion en tiempo real del FMN durante la PHMO ha sido
descrita por el grupo suizo de Dutkowski, demostrando su utilidad como
biomarcador de lesién en el complejo | de la CTE y como predictor de funcion
temprana y riesgo de pérdida del injerto (99). Es por eso que este grupo ha
ensayado posteriormente esta técnica con animales en preservacion renal (187)
y recientemente también al entorno de la perfusion normotérmica renal y

hepatica (188).

Kaminski et al determinaron el consumo de oxigeno y la sintesis de ATP

celular durante la PHM (sin oxigeno) en un modelo porcino después de un TIC
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de 60 minutos (102). A diferencia de nuestro grupo, para ello emplearon la
deteccion directa de la molécula ATP mediante colorimetria en las biopsias
de los injertos preservados. En su estudio, observaron que el TIC de 1 hora
redujo el ATP en un 90%. Comparandolo con nuestros resultados, la pO2 de su
grupo PHM presentdé una caida mas rapida y pronunciada para después
estabilizarse. En nuestro estudio, la media de pO2 en el grupo PHM vari6é de
162,9 mmHg (SD 33,5) en el punto basal a 92,9 mmHg (SD 18,5) al final de la
perfusion, mientras que para Kaminski et al la pO2 permanecio poco tiempo (10
min) a nivel atmosférico (145 mmHg) y luego disminuyé rapida y
significativamente hasta un valor final de 6,8 mmHg. Estos hallazgos pueden
estar relacionados con una lesion isquémica mas grave en su modelo, cuyo TIC
fue de 60 min. En sus resultados, la PHM present6 mayor consumo de oxigeno
(2,7 vs 0,5 mmol/min/100 g) y mayor nivel de ATP al final de preservacion (5,8
vs 0,1 mmol/L), lo que podria explicar la superioridad establecida de la PHM

sobre la PHE (102).

Por el contrario, otros autores han demostrado que la oxigenacion
promueve el metabolismo aerdbico, reflejado en concentraciones mas altas de
glutamato, y disminuye la actividad glucolitica, representada en concentraciones
mas bajas de alanina y lactato (81, 189, 190). Venema et al midieron el
acoplamiento metabdlico o el uso eficiente del oxigeno para la produccion de
ATP, representado por el transporte de Na* en las células epiteliales tubulares,
y observaron que se mejoraba en los rinones con PHM en comparacion con los
rinones con PHE, independientemente de la concentracion de oxigeno. Este

transporte activo de Na* requiere ATP como fuente de energia (72). Esta lesion
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tubular medida como excreciéon fraccionada de Na* urinario se utiliza en
algunos modelos de animales porcinos para evaluar el impacto de la lesion por

IR (191, 192).

La deteccion de ATP en vivo mediante espectroscopia de resonancia
magnética 3'P durante la PHMO en un modelo porcino experimental demostro
la resintesis de ATP durante la PHMO después de un periodo inicial de TIC o
PHE, pero no si ambos se combinan (121). La resintesis de ATP disminuye a
medida que aumenta el tiempo de PHE. Por lo tanto, después del periodo de TIC
que define la DA, la PHM debe ser introducida inmediatamente para asi lograr
una mayor resintesis de ATP (106, 121). Esta deteccion es también en tiempo
real durante la PHM, pero requiere de una infraestructura mayor como es el
dispositivo de resonancia magnética, frente a la sencillez de la determinacion de

FMN por fluorescencia (99, 187) .

Una limitacion achacable a nuestro estudio podria ser no haber realizado
determinaciones de metabolismo celular en las biopsias del riidn en su momento
final, una vez ya trasplantado. Aunque de potencial utilidad en la investigacion y
con probable interés metodologico, sus determinaciones fueron descartadas por
nuestro grupo debido a una priorizacion de la seguridad quirurgica del
autotrasplante, debido a los potenciales riesgos de sangrado y morbimortalidad
en el animal que un modelo de PNEV no tendria. Estas determinaciones si fueron
realizadas por otros autores como Darius et al, empleando técnicas de
cromatografia liquida y espectrometria de masas segun la técnica descrita por
Coulier (185). En sus resultados, a pesar de encontrar unos niveles de ATP 8

veces superiores tras la PHMO frente a la PHM, no encontraron diferencias en
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los niveles de metabolitos y moléculas relevantes como el lactato, succinato,
glutamato, ATP, ADP, AMP y el NADH al final de la perfusiéon en maquina y tras

la reperfusion (113).

Peroxidacion lipidica

El malondialdehido (MDA) es un producto de la peroxidacion de los
lipidos poliinsaturados de la membrana mitocondrial, muy empleado como
biomarcador de estrés oxidativo (193). Esta peroxidacion lipidica, que
acontece tras la interaccién del oxigeno con una CTE disfuncional y merma a la
membrana mitocondrial haciéndole perder sus capacidades de intercambio y
fluidez, ha sido determinado en diversos estudios preclinicos con resultados

contradictorios y en ocasiones inconsistentes (72, 81, 101, 108).

El aumento de la peroxidacion lipidica en el grupo PHMO de nuestro

estudio, representada por los niveles de MDA en las muestras del injerto (

Figura 42), revela que hay un aumento de los RLO y por consiguiente un
mayor estrés oxidativo en presencia de niveles mas altos de oxigeno. Este hecho
también fue observado por Hoyer et al, con mayores niveles de MDA a medida
que aumenta la concentracion de O2 en los grupos PHMO, aunque sin impacto
en la funcion renal tras la reperfusion (108). Sin embargo, nuestro grupo observé
una correlacion significativa entre los niveles de peroxidaciéon lipidica
posteriores a la perfusion y la situaciéon funcional post-TR, representada por

los niveles de creatinina en el dia +1 y la LDH al final del seguimiento (Figura
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47). Por tanto, este nivel de peroxidacion lipidica determinado en las biopsias
post perfusion podria constituir un indicador de estrés tisular y un predictor de la
evolucion del injerto renal posterior al trasplante que se sumaria al FMN
detectado en tiempo real durante la preservacion por Muller et al (99), formando

parte de la estrategia de evaluacién de los injertos antes de ser implantados.
Sistemas antioxidantes

Las enzimas catalasa y superdxido dismutasa (SOD1 y SOD2) son
sistemas antioxidantes celulares naturales que se activan para contrarrestar la
formacién de RLO como el superéxido. Para apoyar los resultados obtenidos
sobre la respiracion mitocondrial (SeaHorse y peroxidacion lipidica), se
determind la expresion de genes antioxidantes en cultivos de tejidos, que

parecen estar en consonancia (

Figura 45). Como es esperable, la situacion basal inmediatamente tras el
periodo de isquemia caliente es similar en ambos grupos. En cambio, en un
contexto metabdlico de potencial menor estrés oxidativo durante la PHM, estas
enzimas SOD1, SOD2 y catalasa disminuyen significativamente de sus elevados
niveles alcanzados tras el TIC. En cambio, tras la PHMO los niveles de estas

enzimas antioxidantes aumentan, en relacién con un mayor estrés oxidativo.

La medicion de estas enzimas en las biopsias de los injertos también ha
sido llevada a cabo por el grupo belga de Darius, obteniendo resultados similares
a los nuestros (95, 113). En ellos, aunque no alcanzan la significacion
estadistica, los niveles de SOD1 tras la PHMO se asemejan a los obtenidos tras

la PHE, mientras que son inferiores tras la PHM.
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Expresion génica de TEM

El fendbmeno de transicion epitelio-mesenquimal (TEM) consiste en un
proceso dinamico por el que las células epiteliales adquieren progresivamente
un fenotipo mesenquimal, con pérdida de las uniones célula-célula,
modificaciones en el citoesqueleto y adquisicion de marcadores como E-
cadherina, fibronectina, vimentina y colageno. El estrés oxidativo sostenido
podria promover la fibrosis renal al promover la transicion epitelio-mesenquimal
(TEM) en las células epiteliales tubulares proximales. De hecho, bajo las
condiciones de PHMO se observo una disminuciéon de la cadherina-E como
marcador de integridad epitelial, ademas de un aumento de la fibronectina, la
vimentina y el colageno como marcadores de TEM, aunque sin mostrar
significacion estadistica (Figura 46). Este hallazgo sugiere que la adiciéon de
oxigeno de la PHMO podria provocar la aparicion de fibrosis,

comprometiendo los resultados de los injertos a largo plazo.

Histologia

La evaluacion histologica por microscopia Optica de las biopsias previas a
la implantacion no mostré diferencias estructurales entre ambos grupos, tal
y como sucedidé en el estudio de Darius et al (113), donde ademas no se
correlacionaron con la funcién inicial del injerto. Esto podria reflejar una limitacion

de nuestro modelo de autotrasplante, en el que se emplearon cerdos jovenes y
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sanos, sin enfermedad renal preexistente y con sélo 30 minutos de TIC. Sin
embargo, este tiempo es similar a la media de TIC en la mayoria de los
programas clinicos de trasplante renal de DA (165), y es ademas el usado
habitualmente en los modelos preclinicos existentes en la literatura (72, 107,
108, 113). Cabe destacar que, en nuestro trabajo, si se observaron casos mas
frecuentes de NI, NTA grave e IIA en el grupo PHM (Figura 50 y Tabla 13)
que, aunque no se tradujeron en un empeoramiento significativo de la funcién
renal, si presentaron un area bajo la curva (AUC) de creatinina mayor (74,0 —

(IC95% 47,5-100,5)) que la del grupo PHMO (36,2 — (IC95%, 25,6-46,8)).

Algunos autores emplean el score histolégico de Hosgood et al (194) para
la lesion tubular aguda basado en 4 categorias: dilatacién tubular, residuos
tubulares, vacuolizacién e infiltracion. Desafortunadamente, nuestro grupo no
empled esta clasificaciéon en su metodologia de investigacion por un motivo
puramente cronolégico, ya que su fecha de publicacion fue posterior al inicio de

nuestro experimento.

Justificacion del modelo animal

A pesar de su probada utilidad y extendida practica en investigacion, los
modelos animales de experimentacion presentan evidentes factores limitantes
operativos y éticos. Garantizar un correcto cuidado perioperatorio de los
animales que repercuta positivamente en su supervivencia y limitacion del
sufrimiento requiere de una importante infraestructura material, fisica y

personal. Su ventaja principal y su principal justificacion viene dada por el interés

153



DISCUSION

y relevancia del estudio de la funcion renal como variable sélida de los
resultados de estos experimentos, sin duda mas extrapolable al objeto final de
la experimentacioén, que es el humano. Sin embargo, existen alternativas quiza
mas eficientes en este tipo de ensayos, como es el empleo de la PNEV una vez
ejecutado el experimento de la preservacion. Estos modelos con PNEV
proporcionan pruebas muy inmediatas del estado del riiidn, siendo su principal
limitante el corto periodo de reperfusion (156). Ademas, en el caso de érganos
pares como el rindn permiten obtener un mayor nimero de injertos empleando
menos animales (44). Por ello, desde un punto de vista ético y considerando “el
principio de las 3Rs de la experimentacion animal” (155), estos modelos tienen
un mejor encaje para examinar los primeros cambios celulares y moleculares
que la funcion renal a medio-largo plazo, y quiza por esto tengan una mejor
cabida en la evaluacion de ideas y ensayos preliminares como el nuestro. No
obstante, también requieren de una logistica importante como es la tecnologia

de la PNEV, de la que no resulta sencillo disponer.

Limitaciones

Reconocemos que existen una serie de limitaciones inherentes a nuestro
trabajo experimental con un modelo de autotrasplante porcino. En primer lugar,
el bajo tamafno muestral de este tipo de estudios experimentales preclinicos
(Tabla 14), ademas de sus conocidas dificultades y el debido rigor exigido en
estos modelos, regulados por el RD 53/2013 de 1 de febrero y controlados por

el Comité de Etica de Experimentacion Animal local. Adicionalmente, el nimero
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de animales incluidos en el analisis del grupo experimental PHMO fue limitado,
en gran medida por el comentado problema con el oxigenador de membrana
empleado al inicio, lo que sin duda dificulta la identificacion de diferencias

estadisticas.

En segundo lugar, los modelos porcinos que utilizan animales jovenes y
sanos, sin enfermedad renal preexistente, pueden requerir un tiempo de
lesion isquémica mas largo (>22 horas) para tener impacto en la histologia previa

y posterior a la preservacion.

En tercer lugar, la recuperacion de los animales y su supervivencia
post trasplante puede presentar limitaciones causadas por eventos como la
FRR, la cual puede ser secundaria a distintas causas de gravedad variable y

cuyo manejo en el animal difiere del humano.

En cuarto lugar, la evaluacion del metabolismo mitocondrial y
respiracion celular se realizé6 mediante una tecnologia (SeaHorse) que requiere
el cultivo de las células tubulares renales obtenidas de las biopsias, proceso que
por si mismo puede producir alteraciones que dificulten o modifiquen la
evaluacion de los resultados. Frente a ello se posicionan metodologias de
imagen empleadas por otros autores como la RNM (106, 121, 195), la
espectrometria de masas (185) o de fluorescencia (99), que ofrecen una
evaluacion en vivo de los niveles de ATP y de metabolitos implicados en la
respiracion celular mitocondrial. Nuestro grupo opté por SeaHorse por
razones tanto de infraestructura, al no disponer de resonancia, como por un mero

motivo cronoldgico en el caso de la fluorescencia de FMN en tiempo real, cuya
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descripcion en la literatura data de 2019 (99). Entre algunas novedosas técnicas
de imagen que pudieran contribuir a la evaluacion de la viabilidad de estos
injertos sefaladas por algunos autores se encuentra la ecografia con contraste
de microburbujas, que ofrece informacion de alta resolucion de Ila
microvascularizacion del riidn y su correlacion con la funcién del injerto (196,
197). Nuestro grupo atesora amplia experiencia en esta técnica en el estudio y
seguimiento de masas renales (198, 199), asi como una experiencia preliminar
en la evaluacion de la funcion del injerto trasplantado (200). Su incorporacion a
este estudio experimental que se presenta no se llevd a cabo por una mera

cuestion cronoldgica, ya que éste se inicid antes.

Por dltimo, la hipotesis de que el aporte de O2 mediante una
oxigenacion de burbujeo integrada en la PHMO podria ser capaz de elevar
uniformemente los niveles de pO2 a niveles suprafisiolégicos (>500 mmHg) aun
no se ha demostrado. Nuestro experimento no ha demostrado la capacidad de
la estrategia de precarga temprana de oxigeno para mantener la pO2
suprafisiolégica mas alla de un corto periodo de tiempo al finalizar la precarga,
en contraste con el uso mas comun de la oxigenacion continua de membrana en

los estudios de la literatura.
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7. CONCLUSIONES

7.1. Respecto a los objetivos primarios

Se observé una tendencia hacia una mejor funcién renal con
niveles mas bajos de creatinina sérica en el grupo PHMO que no alcanzé
la significacion estadistica.

De igual modo, la supervivencia de los animales fue ligeramente

mayor en el grupo PHMO, aunque sin alcanzar la significacion estadistica.

7.2. Respecto a los objetivos secundarios

La precarga inicial de 30 minutos al inicio de la PHMO con
oxigenador de burbuja no logré presiones parciales de oxigeno

sostenidamente elevadas durante la perfusion del injerto en maquina.

La respiracion mitocondrial del grupo experimental PHMO,
expresada por la producciéon de ATP, la fuga de electrones y la capacidad
respiratoria de reserva fueron inferiores a las del grupo PHM, lo que
representaria una mayor pérdida de eficiencia de la cadena respiratoria

después del periodo de isquemia caliente en el grupo PHMO.

Los niveles de peroxidacion lipidica del grupo experimental PHMO
fueron superiores a los del grupo control PHM y alcanzaron la significacion

estadistica, en relacion con un mayor estrés oxidativo.
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La expresion de los sistemas antioxidantes celulares (SOD1, SOD2
y catalasa) se incrementa sustancialmente en el grupo PHMO, como
consecuencia de un mayor estrés oxidativo. En el caso concreto de la

SOD1, este incremento alcanzé la significacion estadistica.

La expresion de la transicion epitelio-mesenquimal y marcadores

de fibrosis fue mayor en el grupo PHMO.

La expresion de la mayoria de los miRNA fue mayor en el grupo
PHMO, aunque las diferencias sélo alcanzaron significacion estadistica
para miRNA-126 y miRNA-101. Los injertos de PHMO y PHM presentan
un perfil diferente de secrecion de miRNA que puede ser predictivo del

metabolismo celular.

El papel y la seguridad la PHMO no se ha aclarado completamente
y, por consiguiente, su suministro durante la preservacion hipotérmica en

maquina no puede ser considerado practica habitual.
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9. ANEXOS
9.1. Anexo 1: aprobacién del CEEA (2011 y 2015)

D. JESUS CARPINTERO HER\/AS, SUBDIRECTOR GENERAL DE RECURSOS
AGRARIOS DE LA DIRECCION GENERAL DEL MEDIO AMBIENTE DE LA
CONSEJERIA DE MEDIO AMBIENTE Y ORDENACION DEL TERRITORIO DE LA
COMUNIDAD DE MADRID.

Autoriza:

A la realizacién del procedimiento descrito en la memoria técnica
titulada “ESTUDIO EXPERIMENTAL ALEATORIZADO DE LA EFICACIA DE LA
PRESERVACION RENAL MEDIANTE PERFUSION NORMOTERMICA E
HIPOTERMICA EN MAQUINA. MODELO DE AUTOTRASPLANTE”,

Seglin la solicitud registrada con fecha 28/07/2011 ref. ref.
07/587505.9/11

El procedimiento se ajusta a lo sefialado en el Real Decreto
1201/2005 relativo a la utilizacién de animales de experimentacion.

La prescnte autorizacién estd condicionada a que la preparacion y
formacién del personal que lleve a cabo el procedimiento, asi como a que
la posible utilizacién posterior de los animales se ajusten a lo que se
especifica en el citado Real Decreto.

Madrid, a 02 de septiembre de 2011,
EL DIRECTOR GENERAL DE MEDIO AMBIENTE
esolucion de 4 de agosto de 2011)
OR GENERAL DE RECURSOS AGRARIOS

1/ .

186



ANEXOS

-
‘M
‘l‘ HOSPITAL UNIVERSITARIO RAMON Y CAJAL

SaludMadrid COMITE ETICO DE BIENESTAR ANIMAL
B3 comunidad de Madrid

Expediente n° 08/2011
Acta n° 1

COMITE ETICO DE BIENESTAR ANIMAL

CERTIFICA

Que una vez recibida la Autorizacion de la Autoridad Competente para el
proyecto titulado:

Estudio experimental aleatorizado de la eficacia de la preservacion
renal mediante perfusion normotérmica a hipodérmica en maquina.
Modelo de autotransplante.

Investigador Principal: Dra. Victoria Gémez Dos Santos
Servicio: Urologia
Hospital Universitario Ramén y Cajal.

ha decidido emitir INFORME FAVORABLE DEFINITIVO “quedando

sometido en lo que respecta a inspecciones y sanciones a la Ley de
Experimentacion Animal 32/2007”

Lo que firmo en Madrid, a 12 de Septiembre de 2011.

L/A/MM,Q/Q M/‘M(

Dr. Carlos Correa Gorospe
Presidente del Comité Etico de Bienestar Animal (CEBA)
Hospital Universitario Ramén y Cajal

Hospital Universiizrio
Snmdny Cajal

UG
COVESION :xvzsnGACION
CORMITE ETICC RYIENESTAR ANTMAL
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oRECISTRO DE SALIDA
n a:27/04/2015 11:21
ons

||m1mungu||m|g|ngllmnmumummmw

Dqtmo Vlctoru Génc: Sos gantns

Vista la solicitud presentada por VICTORIA GOMEZ DOS SANTOS, para la
autorizacion del proyecto de memoria técnica titulada VALOR DE LA
OXIGENACION DURANTE LA PRESERVACION HIPOTERMICA PULSATIL DEL
INJERTO RENAL. MODELO ANIMAL DE DONANTE EN ASISTOLIA CONTROLADA: a
desarrollar en el centro usuario HOSPITAL UNIVERSITARIO RAMON Y CAJAL con
cédigo de registro ES280790002001 y siendo el responsable del proyecto
VICTORIA GOMEZ DOS SANTOS.

Visto el informe del Area de Proteccion Animal.

Considerando que el citado proyecto se ajusta a lo establecido en el Real
Decreto 53/2013 de 1 de febrero por el que se establecen ias normas basicas
aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Esta Direccion General ha resuelto: autorizar la realizacion del proyecto
referenciado siempre que se mantengan las condiciones que dieron lugar a la
autorizacion y que el personal que intervenga tenga la preparacion y formacion
adecuada que se especifica en el citado Real Decreto.

Tal y como se establece en el informe de evaluacion aportado, este
proyecto no deberd ser sometido a la realizacién de una evaluacion retrospectiva.

La presente Resolucion no pone fin a la via administrativa y contra la misma
podra interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente
al de la recepcion de esta notificacion, ante el Consejero de Medio Ambiente y
Ordenacion del Territorio (C/ Alcala 16, 28014 Madrid), o ante el Director General
del Medio Ambiente ( C/ Alcald 16, 28014 Madrid), o en cualquiera de las formas
previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen lJuridico de las
Administraciones Puablicas y del Procedimiento Administrativo Comuin de
conformidad con lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.

Madrld) 20 de abril de 2015.
EL DIRECTOR GENERAL EL MEDIO AMBIENTE

W/r 1R
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i Hospital Universitario COMITE ETICO P L g il' CiS
Ramén y Cajal e
5{M g o DE EXPERIMENTACION ANIMAL aép,
Exp.- 14/2014

COMITE ETICO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CERTIFICA
Que el proyecto de investigacién titulado:
Valor de la oxigenacién durante la preservacién hipotérmica pulsatil del injerto

renal. Modelo animal de donante en asistolia controlada.

Investigadora Principal: Dra. Victoria Gémez Dos Santos del Servicio de Urologia del

Hospital Universitario Ramén y Cajal.

cumple los requisitos necesarios para emitr INFORME FAVORABLE, para los

experimentos que se lleven a cabo en las instalaciones del Hospital Universitario Ramén y
Cajal y se compromete a realizar el seguimiento del proyecto segun lo indicado en el
R. D. 53 /2013 (art. 38.1.e.)

Este proyecto queda sometido en los que respecta a inspecciones y sanciones a la Ley de
Experimentacion Animal 32/2007".

Lo que firmo en Madrid, %\ 8 de Enero de 2015

j e sepa reml Pha et Bl beenn i
/"/ E’, j(. : BY ; wal0h 1) '.f""?‘&
{’/ Wt Gl el d L ETI00
SaludMadirid EPEETACON ARMAL
/ [ Comunided g fiadrid
Dra. Ana |. Ortiz Chércoles Tino.: 8.81.45 - Fiania: -2 Doha.

Presidenta del Comité Etico de Experimentacién Animal (CEEA)
Hospital Universitario Ramén y Cajal
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9.3. Anexo 2
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9.3. Anexo 3: concesion beca Mutua Madrileia

FUNDACION
MUTUAMADR

Foetuny, 18
28010 Madeid
Tel: 991 592 28 %

www fundacionmursa.es

Dr./Dra. Victoria Gomez Dos Santos
Av Francisco Pi Y Margall 79C 5° 10
28050 Madrid

Madrid

Madrid. 22 de junio de 2011

Estimado Dr.Dra. Gomez,

Tengo el gusto de comunicarle que el proyecto de investigacion en el que Ud.
figura como investigador principal, y que fue presentado a la VIII Convocatoria de
Avudas a la Investigacién de la Fundacién Mutua Madrilefia, ha sido evaluado
favorablemente por su Consejo Rector de Investigacion y aprobado por ¢l Patronato de la
Fundacion en su reunion del pasado dia 21 de junio.

Sin embargo, le informo que el importe solicitado por usted ha sido rebajado a
25.000,00 €, dada la gran cantidad de solicitudes presentadas (mds de 800) y de su
cuantia econdmica (mds de 71 millones de curos), que nos ha obligado a un mayor
esfuerzo en la evaluacién, seleccion y distnbucion de las ayudas. Espero que esta
modificacién no suponga un inconveniente para la realizacion de los trabajos previstos en
su proyecto, ya que desde la Fundacion Mutua Madrilefia queremos seguir
contribuyendo, en la medida de nuestras posibilidades, al avance de la investigacion
meédica en Espaiia.

En los préximos dias recibird por correo electrénico, en la direccion que figura en
su solicitud, las indicaciones relacionadas con los trdmites necesarios para proceder al
ingreso del importe concedido

Si necesita cualquier aclaracion, no dude en contactar con nosotros.

Reciba un cordial saludo,

Q
ey

4
Orilia Femandez Lopez
Gerente Fundacion Mutua Madrilefia
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