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RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar un sistema de perfusion hipotérmica de rinén aislado controlado por ordenador dise-
nado por nuestro grupo. Se utiliza una bomba de perfusion que aplica presién de vacio. Esta bomba gene-
ra ondas pulsatiles de presion y flujo con morfologia superponible a las producidas en el sistema circula-
torio humano.

PROCEDIMIENTOS BASICOS: Estudio experimental llevado a cabo con rifiones de cerdos miniatura. Tras
nefrectomia bilateral transperitoneal, los 6rganos son perfundidos a presion constante de forma randomi-
zada: de forma inmediata o después de 24 horas de hipotermia simple por inmersiéon en medio Eurocollins
a 4°C. El sistema permite registro continuo de presion y flujo de perfusion asi como resistencia vascular
renal.

RESULTADOS: Se comprueba en tiempo real disminucion progresiva de la resistencia vascular renal,
junto con incremento del valor de flujo vascular renal. Este perfil es evidente tanto en las perfusiones inme-
diatas como diferidas.

CONCLUSIONES: El sistema de perfusion renal controlado por ordenador nos permite registrar las modi-
ficaciones hidrodinamicas renales en tiempo real. La microcirculaciéon renal experimenta modificacién acti-
va durante el proceso cuya causa debe ser objeto de estudio.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate at the laboratory a self-designed computer-controlled kidney perfusion system.
A vacuum powered tubular pump with active valves developed by our group is used. This pump is able to
produce a flow and pressure patterns very similar to the pulse wave in the human circulatory system.

BASIC PROCEDURES: This is an experimental study performed with mini-pig kidneys. After transperi-
toneal bilateral nephrectomy, both organs are sorted either to immediate perfusion or to perfusion after a
period of 24 hours of cold storage in Eurocollins solution. The system is able to record continuously per-
fusion pressure, flow and intrarenal resistance.

RESULTS: A progressive decrease in renal vascular resistance along with an increase in the flow value
were observed during the procedures. These dynamic changes become evident both in immediate and defe-
rred renal perfussions.

CONCLUSIONS: Computer-controlled kidney perfusion system provide us the opportunity of recording
in real time renal microcirculatory state modifications during a perfusion. Vascular system seems to be acti-
vely modified by the perfusion. This fact should be researched in the next future.

Este trabajo ha sido parcialmente financiado a través del Proyecto FIS 96/0561.
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La preservacion de rinnones mediante perfusion
continua hipotérmica es una técnica que fue
descrita por Humphries hace mas de 30 anos!, y
posteriormente desarrollada por Belzer?. Segun
este autor, deben aportarse al rinén hipotérmico
nutrientes adecuados para su reducido anabolis-
mo durante la preservacion, y eliminar todos los
catabolitos.

Durante la década de los 70 se realizaron gran-
des esfuerzos para conseguir, por un lado, un tipo
de solucién de perfusiéon 6ptima, que permitiera
alargar el tiempo de preservacion sin resultar
nocivo para el 6rgano®*. Asimismo, se intentaba
determinar cuales debian ser los parametros
hidrodinamicos (presiéon de perfusion, flujo) mas
adecuados %67,

En los anos 80, la utilizacion de estas técnicas
fue disminuyendo debido a diversas causas: per-
feccionamiento de técnicas de extraccion de orga-
nos en donantes a corazon batiente y perfusion in
situ, introduccién de soluciones para preserva-
cion de organos mediante inmersion hipotérmica
simple (Universidad de Wisconsin-ViaspanR),
junto con el alto precio de los sistemas de perfu-
sion y su mantenimiento. Se llegé incluso a dudar
de su valor real®.

Sin embargo, el renovado interés en la obten-
cion de 6rganos provenientes de donantes en asis-
tolia permitio6 rescatar las ventajas que podia ofre-
cer la perfusiéon continua hipotérmica para dismi-
nuir los efectos de la isquemia caliente inicial pro-
longada sobre el epitelio tubular y el endotelio vas-
cular renal®!°, asi como determinar el grado de
viabilidad del 6rgano!!.

Basandonos en la naturaleza multidisciplina-
ria de nuestro grupo de trabajo, hemos desarro-
llado un sistema de perfusiéon extracorpoérea
(SPEC) renal con control informatico de parame-
tros fisicos e hidrodindmicos (presion media de
perfusion (PMP), flujo vascular renal (FVR), tem-
peratura (T) y resistencia vascular intrarenal
(RVR). Utilizamos un nuevo tipo de bomba dise-
nado en nuestro laboratorio: la bomba pulsatil de
vacio (BPV). Este disefio nos permite:

1. Llevar a cabo una evaluacién hidrodinamica
continua en tiempo real de parametros de perfu-
sion renal en hipotermia.

2. Evaluar la respuesta vascular renal a la pre-
sién de vacio durante la perfusion.
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No hemos encontrado referencias previas a ese
respecto en la literatura.

MATERIAL Y METODOS

El1 SPEC renal ha sido integramente desarrolla-
do en nuestro laboratorio y se describe en la Fig. 1.
Todos los rinones en este estudio han sido per-
fundidos a una presién constante predetermina-
da de 40 mmHg. El flujo es controlado por el pro-
pio sistema informatico. Cada 10 minutos el orde-
nador registra las ondas de flujo y presién instan-
taneos durante un ciclo completo.

A) SISTEMA DE PERFUSION.

Consta de:

— Bomba pulsadtil de vacio. Diseniada totalmen-
te en nuestro laboratorio. Controlada por la con-
sola computarizada. El dispositivo de bombeo
consiste en una camara rigida externa (carcasa de
metacrilato) y una camara elastica interna fabri-
cada en Tecoflex® (poliuretano elastico de grado
biomédico) (Fig. 2). En la camara rigida se aplica
presion negativa mediante una fuente de vacio

FIGURA 1. Sistema de perfusion renal extracorpéreo: A)
Sistema de frio. B) Interface electronica. C) Control. D)
Bomba Pulsdtil. E) Bomba rodillos. F) Transductor presion.
G) Transductor flujo. HY Camara organo. I) Transductor
temperatura.

FIGURA 2. Bomba pulsdtil de vacio. A) Tubo eldstico
(Tecoflex), B) Camara rigida (metacrilato). C) Conexién a la
consola.
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controlada por la consola. Este vacio generado
produce una expansion de la camara elastica
tubular. En un determinado momento, la consola
detiene la aplicacién de vacio y conecta la camara
rigida con la atmésfera. Esto induce la recupera-
cion elastica de las paredes de la camara y la
impulsién de la soluciéon de perfusion (Fig. 3). Dos
sistemas valvulares aplicados en los tubos de
entrada y salida bajo el control de la consola ase-
guran la direccién del flujo.

— Sistema de enfriamiento. Utilizamos un gene-
rador de frio (Unidad Refrigeradora Frigedor,
Lambra S.L.), que dispone de un espiral metalico
que se coloca en el bafo externo de agua a la cama-
ra de 6rgano, manteniendo este medio a 2,8-3,2°C.
Esto permite mantener la temperatura del interior
de la camara de 6rgano en un rango constante de
3,82C-4,2°C. La activacion y desactivacion del
aparato de frio es controlada por el ordenador
mediante retroinformacién suministrada al siste-
ma desde el banio de agua a través de una sonda
de temperatura (temperatura < 2,8°C se desacti-
va, >3,2°C se activa). Mediante este control pode-
mos mantener una temperatura con oscilaciéon
constante en el 6rgano.

— Medida de flujo. Se utilizé un flujémetro ultra-
sénico T-109 (Transonic Systems Inc).

— Medida de presion. Utilizamos un transduc-
tor de presion desechable (Transpac L978-39
Abbott CCS).

FIGURA 3. a) y b) BOMBA DE VACIO - DIASTOLE: Cierre vdl-
vula de salida, apertura vdlvula de entrada aplicacion de
vacio (expansién membrana); c) BOMBA DE VACio
SISTOLE: apertura vdlvula de salida, cierre vdlvula de
entrada, aplicacién de presiéon atmosférica (retorno de
membrana).
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— Medida de resistencia vascular renal. Fueron
calculadas por el sistema, segin el cociente PMP
arteriarenal / F medio arteria renal mmHg/ml/mto.

— Sistema de control. Basado en un ordenador
personal equipado con una tarjeta de adquisicion
de datos (Keithley Metrabyte DAS-1600). El soft-
ware de control se desarroll6 utilizando el progra-
ma Test Point (Capital Equipment Corp.).

— Interface electrénica. También disenado por
nuestro grupo, contiene todos los amplificadores
de entrada y circuitos de salida requeridos para
adaptar los niveles de sefal a la tarjeta de adqui-
sicion de datos.

B) ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Utilizamos en la experiencia preliminar 3 cerdos
miniatura con peso 35-40 kg. Doce horas antes de
la intervencion los animales eran sometidos a
ayuno con administraciéon de agua ad libitum.

La premedicacion se realizaba 15-20 minutos
antes de la cirugia con una mezcla de clorhidrato
de ketamina (15 mg/kg) y atropina (0,025 mg/kg)
administrada por via intramuscular en la masa
muscular del cuello. Conseguido el estado de
sedacion el animal era transportado a la mesa de
quiréfano y se colocaba en decubito supino con las
patas sujetas en extension. Se inducia la aneste-
sia con pentotal sodico (20 mg/kg). Tras la induc-
cién, el mantenimiento de la anestesia se realiza-
ba con Protéxido de Nitrégeno (4 1/mto NO2 y 2
1/min O2), bromuro de pancuronio (2 mg cada 20
min) y fentanilo (0,075 mg cada 20 min). Durante
la cirugia los animales recibieron 1.500 ml de
suero salino (ClNa 0,9%) y 250 ml de solucion de
manitol al 20%. Se heparinizé por via sistémica
con 5.000 UI de heparina sddica al inicio de la
intervencion.

La técnica quirurgica consistia en, tras laparo-
tomia, nefrectomia bilateral, llevada a cabo con la
menor manipulacion posible del pediculo vascu-
lar. Tras la extraccion de los 6rganos, se colocaba
y fijaba en la arteria renal principal una canula de
diametro 2,1x51 mm. Los rifones eran perfundi-
dos por gravedad (100 cm) en medio hipotérmico
(suero a 42C) con solucion Eurocollins fria (8-109)
hasta que el efluente mostraba ausencia de restos
hematicos y la coloracion del 6rgano era uniforme.
Tras esta maniobra se procedia a pesaje de los
organos.
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C) PROCESO DE PERFUSION EN BOMBA. Los
rilones de un mismo animal eran sometidos de
forma randomizada a perfusiéon inmediata (Grupo
1) obien a perfusion diferida tras 24 horas de hipo-
termia simple por inmersiéon a 4°C en medio
Eurocollins (Grupo 2).

Todos los rifiones fueron perfundidos a presién
constante predeterminada de 40 mmHg, con una
temperatura controlada de 3,8-4,2°C durante 180
minutos, utilizandose solucién de Eurocollins. Los
rifilones fueron posteriormente sometidos a com-
pleto estudio anatomopatologico.

RESULTADOS

Todos los valores de flujo de perfusion se expre-
saron respecto a 100 g de peso del rii6n con el fin
de que los valores (flujo y R.V.R.) sean compara-
bles con independencia del peso del 6rgano. Los
rinones de ambos grupos tuvieron un comporta-
miento hidrodinamico similar, con RVR iniciales
elevadas y tendencia a descender durante la per-
fusion, hasta alcanzar un valor estable (Fig. 4). Sin
embargo, los valores absolutos de FVRy RVR fue-
ron, respectivamente, superiores e inferiores en
las perfusiones inmediatas en comparacion a las
realizadas tras 24 de hipotermia simple. En el
grupo 1, el FVR alcanzado fue de 83 ml/mto/100
g frente a 63 ml/mto/100 g en el grupo 2 (p<0.05).
Las RVR, que en el grupo 1 alcanzaron un valor
medio estable de 0,89 mmHg/ml/mto/100 g, fue-
ron de 1,03 mmHg/ml/mto/100 g en el grupo 2
(p<0,05). En todos los casos se pudo objetivar
aumento de peso del 6rgano perfundido tras los
180 minutos, aunque el incremento fue mayor en
el grupo 2 (incremento medio peso grupo 1: 21,5
gvs 28,5 g en grupo 2) (p>0,05).

El estudio anatomopatol6gico mostré cambios
discretos consistentes en ocupacion liquida del
espacio de Bowman glomerular asi como de la luz
tubular (Fig. 5). Estas alteraciones fueron mas
aparentes en los é6rganos perfundidos de forma
diferida.

DISCUSION
La utilizacién de sistemas de perfusion extra-
corporea renal no es nueva. En 1895 Langerdorff!2
diseni6 un sistema de perfusién por gravedad,
basado en un reservorio de medio liquido conec-
tado mediante un tubo en sifén al 6rgano.
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Hooker!2 en 1910 perfunde con sangre completa
rifilones aislados de perro y concluye que la mag-
nitud del pulso de presion se correlacionaba con
el flujo sanguineo conseguido y la cantidad de
orina producida.

En esa linea, Coyne, Rudolph y Alport!'# estu-
dian rifiones aislados perfundidos en hipotermia
con onda de presion continua con una solucion a
la que se anadia dextrano para conseguir aumen-
tar la presion oncética. Plantean la existencia de
una relacion entre el edema tisular renal y el flujo
tanto durante la perfusiéon como tras la revascu-
larizacion del 6rgano: segun estos autores, pre-
siones de perfusién superiores a 60 mmHg serian
nocivas al inducir disminucién del flujo de perfu-
sion por compresion vascular secundaria a dila-
tacion tubular por ocupacion liquida luminal.

F.O. Belzer?!% desarroll6 en la década de los 60
modelos de maquinas de perfusién extracorpoérea.
Tenia en cuenta unos principios hidrodinamicos
generales (flujo pulsatil, que se conseguia median-
te modificaciéon de bombas de rodillos convencio-
nales; presion maxima de perfusion predetermi-
nada en 40 mmHg). Por otro lado, definié unos cri-
terios de calidad del 6rgano prefundido en base al
aspecto macroscopico del rifi6én tras el lavado por
gravedad postnefrectomia y al flujo alcanzado
durante la perfusiéon (valores superiores a 100
ml/mto se concebian como 6ptimos). Relacioné
estos criterios con un mayor porcentaje de funciéon
inmediata del injerto tras el trasplante. La medi-
cién de los valores de flujo era realmente artesa-
nal y se llevaba a cabo mediante clampaje del dre-
naje venoso durante un periodo definido de tiem-
po. Otro problema afniadido era el tamano de los
aparatos, excesivamente grande.

Posteriormente los sistemas de perfusion
extracorporea de riflones caen en desuso. Sin
embargo en la década de los 80 y 90 se revalori-
zan de forma importante debido a su aplicacién en
la preservacion de 6rganos procedentes de donan-
tes en parada cardiaca®10-11,

Se plantean varias cuestiones en relacion a los
sistemas de perfusion renal:

— Morfologia de la onda de pulso. Los trabajos
presentados en la literatura no definen claramen-
te las caracteristicas morfolégicas de las ondas de
pulso generadas por los sistemas®16. En nuestro
laboratorio, hemos comparado morfolégicamente
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las ondas de pulso producidas por la BPV y el
modelo clasico de rodillos (BR) (Figs. 6 y 7). Como
puede verse en las figuras, en el caso de la BR, la
presion maxima generada es idéntica a la presion
media de perfusion correspondiendo los descen-
sos de presion al intervalo temporal de pérdida de
contacto de los cabezales de la bomba con los
tubos del circuito. Esto ha permitido hablar a
muchos autores de presiones "sistolicas" y "dias-
tolicas". Esas caidas de presiéon condicionan un
importante flujo retrégrado que se corrige en la
evolucion de giro del ciclo de la bomba. La morfo-
logia y efecto de esa "alternancia pulsatil" no tie-
nen relaciéon con una verdadera onda de presion
pulsatil fisiolégica. Sin embargo, en la BPV la pre-
sion maxima producida por la bomba es diferente
a la presion media. La morfologia de las ondas,
como puede verse, es similar a las producidas en
el sistema circulatorio humano.

El movimiento de vaivén de la columna liquida
en el arbol vascular es caracteristico de todas las
circulaciones extracorporeas movidas por bombas
de rodillos. Este comportamiento aumenta el ciza-
llamiento endotelial, estimula la sintesis y secre-
cion de 6xido nitrico y endotelina y es probable-
mente responsable de fenomenos proliferativos
neointimales endovasculares en las fistulas arte-
riovenosas utilizadas para hemodialisis. Hasta
ahora no se han investigado los efectos hidrodi-
namicos de una perfusiéon pulsatil con onda de
pulso similar a la cardiaca en condiciones de hipo-
termia.

Desde hace unos 10 anos el grupo de trabajo
que ha desarrollado este disefio trabaja en una
linea de I+D en dispositivos de asistencia circula-
toria (ventriculos artificiales) para soporte extra-
cardiaco en pacientes con fallo ventricular pro-
fundo!”. La caracteristica principal de estos ven-
triculos artificiales es la generacién de una onda
de pulso muy similar a la del corazén humano, con
posibilidad de suministrar flujos de hasta 6
litros/min.

Tratando de resolver los problemas que pre-
sentan estos dispositivos, entre ellos su elevado
coste, desarrollamos en nuestro laboratorio la BPV
que presenta las siguientes caracteristicas:

1. El perfil del dispositivo es practicamente
tubular, con una camara liquida de paredes elas-
ticas
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2. En lugar de comprimir la camara liquida con
un gas a presion, se aplica vacio ala misma duran-
te la diastole. La sistole se produce de forma pasi-
va por larecuperacion elastica de las paredes. Este
mecanismo tiene dos efectos beneficiosos. En pri-
mer lugar la camara al dilatarse con el vacio pre-
senta un perfil siempre homogéneo, sin arrugas,
con lo que se minimizan las zonas de remanso. En
segundo lugar, en caso de perforacion de la mem-
brana nunca entrara gas en el sistema circulato-
rio ya que la presion en la camara neumatica siem-
pre es inferior a la camara circulatoria.

3. Enlugar de valvulas mecanicas (de precio muy
elevado) se utilizan estenosadores de tubo externo
activos sobre las canulas controlados por la conso-
la, con lo que el precio del dispositivo disminuye de
forma muy importante permitiendo su aplicacion.

4. Esta morfologia del dispositivo hace que pue-
dan construirse facilmente bombas de cualquier
tamano y flujo. En este caso puede construirse
una bomba de muy pequerio tamarno y portatil.

— Presion y flujo de perfusion éptimos. El flujo
vascular renal bajo condiciones fisiolégicas es de
3-5 ml/mto/gr peso®; en hipotermia a 4C cabe
esperar que los requerimientos metabdlicos y por
tanto, el flujo necesario disminuyan de forma pro-
porcional para el érgano'. Algunos autores han
planteado que en condiciones de hipotermia, flu-
jos o presiones de perfusién altos pueden ser noci-
vos?0. Aparentemente, la autoregulacion no seria
funcionante en un rinén aislado, hipotérmico y
denervado®. En estas condiciones, el objetivo del
sistema debe ser el conseguir una perfusion 6pti-
ma y uniforme.

Los sistemas de perfusion de rifi6n aislado pue-
den ajustarse a presion o flujo constantes?!.
Segun Pegg y Green!8 el control de la perfusion por
presion constante seria preferible al flujo cons-
tante, obteniéndose mejores resultados funciona-
les tras el trasplante. Otros autores son partida-
rios de ajustar el sistema a flujo constante segun
peso del o6rgano (1-2 ml/mto/gr) observando la
caida de presion de perfusion con el tiempo?!-22,

Nosotros hemos optado en una primera fase
por predeterminar a través del sistema informati-
co la presion media de perfusion, con el objetivo
de evaluar su efecto en los flujos obtenidos para
tiempos de perfusion cortos (180').
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TVPP perfusion —— Res (x10) = Pressure —— Flow (/100gr) = Temp.(x10)
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FIGURA 4. Grdfica continua de perfusién de 180 min, pre-
sion constante. Se observa descenso progresivo de RVR
hasta valor estable, incremento de FVR.

FIGURA 5. Ocupacion liquida del espacio de Bowman glo-
merular y del espacio intratubular.

Algunos autores optan por definir como presion
de perfusion un valor de 50-60 mmHg®15-16; otros
autores prefieren valores inferiores por posibles
efectos lesivos endoteliales'®. El valor prondstico
del flujo durante la perfusién ha sido previamen-
te discutido!®16. Sin embargo, el parametro dina-
mico que mejor puede reflejar el estado inicial y
evolutivo de la microcirculacion intrarenal es la
RVR (RVR= Presion media perfusion/flujo medio
perfusién, mmHg/ml/mto/gr peso), independien-
temente de las condiciones del 6rgano con las que
se inicie la perfusion hipotérmical®.

En todos nuestros experimentos aplicamos
una presion media constante de 40 mmHg.
Observamos la evolucion del FVR y de la RVR.
Nuestro registro es continuo y en tiempo real, por
lo que podemos estudiar cualquier alteracion pri-
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maria del 6érgano o su respuesta a modificaciones
en los parametros establecidos (presion perfusion,
temperatura) que queramos introducir.

— Lesiones anatomopatoldgicas secundarias a la
perfusion.

Las PPR mayores de 60 mmHg pueden produ-
cir aumentos de peso significativos en el 6rgano,
junto con lesiones de la membrana basal endote-
lial y de las propias células endoteliales?3. El
aumento de peso resulta mas evidente cuando el
medio de perfusion tiene una presiéon oncética
baja.

Las lesiones a nivel de endotelio y membrana
basal pueden ser la causa de microtrombosis mul-
tiples al trasplantar el 6rgano. Este hallazgo pato-
légico debe diferenciarse al aparecer en el pos-
trasplante inmediato con lesiones secundarias a
rechazo acelerado.

180 min ——— Flow (ml/min) == Pressure (mmHg)
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FIGURA 6. Caracterizacion en tiempo real de ondas de pre-
sion y flujo instantdneos en bomba de vacio.
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FIGURA 7. Caracterizacion en tiempo real de ondas de pre-
sion y flujo instantdneos en bomba convencional de rodillos.
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Nosotros realizamos perfusiones hipotérmicas
cortas (3 horas), con el objetivo de evaluar el sis-
tema y estudiar los cambios precoces en los para-
metros hidrodinamicos. En el estudio anatomo-
patolégico posterior pudimos apreciar discreta
ocupacion liquida luminal tubular proximal y del
espacio de Bowman glomerular, con aumentos de
peso en ambos grupos.

El estado del endotelio en los dos grupos fue acep-
table, sin evidentes lesiones celulares ni de la mem-
brana basal. Este hecho podria ser perfectamente
explicado por el tiempo de perfusiéon corto. Sin
embargo no aclaraba en absoluto la evolucion de las
RVR -con diferencias significativas- cuyo valor debe-
ria atribuirse a un menor o mayor grado de obs-
truccién organica de la luz vascular o bien a una res-
puesta dinamica de la microcirculacion renal.

El aumento de peso tras la perfusiéon, mayor en
el grupo de 6rganos sometidos a 24 horas de hipo-
termia simple, probablemente secundario a la baja
presion oncoética del medio de perfusién (liquido
Eurocollins), podria producir compresion vascular
extrinseca por edema intersticial y celular”'4. Ello
daria lugar a una resistencia vascular mayor.

Sin embargo, observaciones de nuestros mode-
los de experimentacion presentes nos han permi-
tido estudiar mas concretamente la influencia de
determinados parametros hidrodinamicos en la
evolucion de las resistencias vasculares, minimi-
zando los aumentos de peso al utilizar un medio
de perfusion con una presién oncética elevada
(medio de Belzer).

Pensamos actualmente en el papel de causas
dinamicas-vasculares en la evolucion de las RVR
en el caso de perfusiones hipotérmicas cortas, que
constituyen nuestros objetivos de investigacion.

CONCLUSIONES

Presentamos un sistema de perfusién hipotér-
mica de rinén aislado controlado por ordenador.
Aplicamos un nuevo modelo de bomba de perfu-
sion, gobernado por presion de vacio. Mediante un
control constante analizamos en tiempo real las
variaciones dinamicas de presiéon media de perfu-
sién/flujo medio de perfusién, RVRy temperatura.
Ello nos permite evaluar las condiciones basales y
evolutivas del 6rgano, su respuesta a diferentes
condiciones hidrodinamicas predeterminables y su
correlacion con el estudio patologico posterior.
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