Conservacion de organos a bajas temperaturas,
Estudio de la perfusion de un crioprotector:
el Dimetilsulfoxide.
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El estudio es efectuado dentro del marco de investigaciones sobre la conser-
vacion de 6rganos a bajas temperaturas y en presencia de sustancias protectoras
tales como el Glicerol o el Dimetilsulféxido (DMSO).

En el curso de ensayos de conservacion de segmentos de intestino, de perro,
anteriormente reportados (1), un edema, generalmente importante, ha sido obser-
vado de manera sistematica, después de recalentamiento y eliminacion por per-
fusion del crioprotector. Era importante precisar las causas y modalidades de
su aparicion. Con este fin, han sido estudiados los efectos de la perfusion
vascular de soluciones de DSMO.

I) MATERIAL Y METODO
1°) Principio y dispositivo experimental

Manifestandose el edema en particular por un aumento de peso, la continua
medida del peso del 6rgano en el curso de la perfusion, de impregnacion o de
eliminacion del crioprotector, permite descubrir su aparicion y apreciar su im-
portancia en funcion de las condiciones experimentales variables. Las variaciones
de peso del 6rgano son asi estudiadas en funcion de la composicion del per-
fusante y de la duracion de las fases de perfusion (impregnacion, lavado).

El dispositivo experimental es simple, una bomba envia el perfusante, oxi-
genado por barboteo de oxigeno puro, a través de un cambiador térmico sumer-
gido en un bafo termoestabilizado a 15°C, antes de alimentar el lecho vascular
del organo. Este, un segmento de intestino delgado de perro, quirirgicamente
resecado, es suspendido en un brazo fijado en el platillo de una balanza. La
presion de perfusion y la temperatura del perfusante son medidos por medio
de registradores conectados en la rama arterial, y si se hace necesario se ajustan.

2°) Perfusantes

El perfusante de referencia, llamado "perfusante vector" del DMSO (P. V.)
es una mezcla de electrolitos (*) en tasas proximas, exceptuando el magnesio, de
aquellas del suero sanguineo y de albiimina plasmatica (40 gr/1.) Esta compo-
posicidn y sus tasas son respetadas en todos los perfusantes cualquiera que sea
por otra parte su contenido en DMSO o en otro coadyuvante, el Manitol.
El pH de todas las soluciones se ajustan a 7,4.

3°) Modalidades de perfusion

Desde la realizacion de la reseccion quirurgica, el segmento de intestinos
es caracterizado y luego lavado de su sangre por perfusion de 100 a 200 mi.

(*) Na+; 147 mEq/E; k+: mEq/1; Ca++: 1,8 mEq/1
Mg++: 40 mEq/1; C1-: 135 mEq/1; Lactato: 16,5 mEq/1
Albiimina plasmatica: 40 gr/1
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de "perfusante vector" conteniendo heparina (5000 U.I./l). Inmediatamente
después el 6rgano es colocado en su sitio sobre el platillo de la balanza y
conectado al sistema de perfusion. Es pesado desde que aparece el perfusante en
la rama venosa; este peso constituye el peso de referencia. La perfusion efectuada
a 15°C bajo una presion arterial media de 60 mm Hg., comporta dos tiempos:
una fase de impregnacion de los tejidos con crioprotector, seguida de una fase
de eliminacién del crioprotector. En un primer grupo de experiencias, el perfu-
sante esta exento de DMSO a lo largo de toda la perfusion (perfusante vector)
y las variaciones de peso del 6rgano comparadas a aquellas obtenidas por per-
fusion de Lactato Ringer. Otras series experimentales tienen como objeto el
estudio de las variaciones ponderales en funcion, ya sea de la concentracion
de DMSO (5, 10, 15, o 20% de volumen) ya sea de la duracién del periodo de
impregnacion de los tejidos del érgano protector, o en fin de la adiciéon de Manitol
(10% del peso) al perfusante de extraccion del DMSO.

A lo largo de todas las fases de perfusion, extracciones venosas son efec-
tuadas a intervalos regulares para la dosificacion de electrolitos. (Na + , K+).
Ademas, los segmentos de intestino perfundidos por soluciones al 10% de
DMSO han sido conectados con fines experimentales a un dispositivo de circu-
lacidon extracorpdrea con el propdsito de apreciar las degradaciones funcionales
eventualmente ocasionadas por las condiciones de perfusion utilizadas.

II—Resultados

Los segmentos de intestino perfundidos con Lactato Ringer presentan des-
pués de 40 minutos de perfusién, un edema correspondiente a un aumento medio
de peso de 45%, mientras que el "perfusante vector" mantiene durante el
mismo lapso de tiempo un peso del 6rgano notablemente constante.

La presencia de DMSO en el perfusante se traduce en el curso de los 3 a 10
primeros minutos de perfusiéon por una caida de peso, del orden de 5% del
peso inicial, seguida de un aumento progresivo. La supresion del- crioprotector en
el perfusante, entrafia por el contrario un importante y brutal aumento del peso
pudiendo sobrepasar el 100% del valor inicial, 15 minutos después de! comienzo
de la fase de eliminacion del crioprotector. La importancia de las variaciones
ponderales es funcidn a la vez de la concentraciéon de DMSO y de la duracién
de la fase de impregnacion. La adicion de Manitol a la solucidon de extraccion
del DMSO presente en los tejidos, no suprime todas las variaciones de peso,
pero las atenuia sensiblemente, sobre todo si el periodo de impregnacion es de
duracion inferior a 15 minutos.

En cuanto a los electrdlitos estudiados (Na + , K + ) sus concentraciones
en las muestras venosas, no evolucionan de manera idéntica. En particular,
a la caida inicial de las tasas de sodio corresponde un importante maximum
del potasio.

El estudio de la reanudacion funcional, por puesta en circulacion extra-
corporea de segmentos de intestino después de perfusion de crioprotector hace
ver que las modalidades de perfusion menos traumatizantes son obtenidas por
medio de una fase de impregnacioén de corta duracion (inferior a 15 minutos) y
de una extraccion del DMSO intratisular en presencia de Manitol. En tales
condiciones, las caracteristicas hemodinamicas y el consumo de oxigeno son casi
normales. No obstante, las capacidades de absorcién de las asas intestinales
parecen sensiblemente disminuidas.
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III—Discusion

Pareciera, al analizar estos resultados, que el edema, sistematicamente obser-
vado en el curso de los ensayos de conservacion de segmentos de intestinos
a bajas temperaturas, se instala esencialmente al final del ciclo de conserva-
cion. Este hecho es de importancia, porque si interviniera durante el periodo
de impregnacidén de los tejidos con protector una gran cantidad de agua intra-
tisular se cristalizaria durante la congelacion, entranando asi lesiones importantes
e irreversibles.

La caida inicial de peso, asi como el aumento importante después de la
supresion del DMSO en el perfusante, hay que ponerlos en relacion como lo
proponen Cady (2) y Rivers (3), con variaciones bruscas de la presion osmotica.
En efecto, la apariciéon brutal de DMSO en el lecho vascular provoca una
deshidratacion tisular explicando a la vez el descenso de peso del 6rgano y la
disminucion por dilucion de la concentraciéon de sodio. Inversamente, durante
la supresion del protector en el perfusante, el DMSO presente en el tejido intes-
tinal desplaza el agua del compartimiento vascular hacia los tejidos, provocando
asi el edema y el aumento de la tasa de electrdlitos. Las causas del aumento
progresivo de peso que intervienen después del descenso ponderal inicial, no
estan claras. Es probable que la toxicidad propia del DMSO, tanto como el
importante choque osmoético que éste provoca, sean responsables de trastornos
de la permeabilidad de las paredes vasculares y de la destruccion de mem-
branas celulares. La diferencia arterio-venosa significativa de las tasas de
potasio, aboga en favor de tal hipotesis, aunque la tasa inicialmente elevada
pueda resultar de una lisis de globulos rojos aun presentes en el lecho vascular
como consecuencia de una eliminacién incompleta.

Otros autores (Cady (2), Barner (4), han observado analogas variaciones
ponderales, durante perfusion de rifiones en presencia de Glicerol. Sin embargo,
aprecian una fase inicial de deshidratacién sensiblemente mas larga. Este hecho
se explica por una velocidad de difusion de Glicerol mas débil que la del DMSO.
aumentando asi el tiempo necesario para el establecimiento de un equilibrio
entre ambos lados de la pared vascular (5, 6).

En cuanto al efecto favorable del Manitol, este es doble: por una parte, su
presencia atenua el choque osmoético que resulta por la supresion del DMSO en
el perfusante; por otra parte, la pared vascular siendo muy poco permeable
a esta sustancia, constituye lo que Barner (4) llama un "antagonismo osmotico
del DMSO".

IV—Conclusion

Este estudio muestra que el edema observado al final del proceso de
conservacion de organos efectuados a bajas temperaturas y en presencia de
DMSO esta ligado esencialmente a la utilizacidon de este crioprotector y, por
este hecho, no es una consecuencia directa de la congelacion o de la desconge-
lacion. El andlisis de los resultados permite por otra parte precisar las condi-
ciones Optimas de utilizacion de este agente crioprotector a saber: duracion de
la fase de impregnacion; inferior a 15 minutos, extraccion del DMSO intratisular
en presencia de Manitol.

(Trabajo del Grupo de Investigaciones de Cirugia Experimental
y de Biofisiopatologia Digestiva del LN.S.E.R.M. Estrasburgo.

Director: Profesor J. F. Grenier).
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