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RESUMEN. Antecedentes: una de las limitantes del tras-
plante de hepatocitos es la corta supervivencia de los
hepatocitos aislados. Objetivo: este estudio evaliia la
utilidad de los fluorocarbonos adicionados a la solu-
cion de Universidad de Wisconsin (UW) y a la solucion
de Histidina-Triptofano-Ketoglutarato (HTK) en la pre-
servacion de hepatocitos. Método: se aislaron hepato-
citos de ratas Fisher con la técnica de digestion por
colagenasa, con una viabilidad mayor a 85% de acuer-
do a la técnica de exclusion de azul de tripano. Se sus-
pendieron 1.2 x 10° un volumen total de 20 mL de: HTK
(HTK), HTK con perfluoro-n-octano (HTK+ PFC), UW
(UW), UW con perfluoro-n-octano(UW-PFC) y medio
E. Williams como grupo control (GC). Las cinco mues-
tras de cada grupo se almacenaron a 4 °C durante 40
horas. Se realizaron determinaciones de viabilidad ce-
lular, formacion de vesiculas de membrana grandes y
LDH extracelular a las: 0, 12, 24 y 36 horas. Resulta-
dos: la viabilidad de los hepatocitos fue menor en la
solucion UW comparada con el resto de los grupos de
estudio a las 12 horas y 24 horas (p < 0.05 para am-
bas), pero a las 36 horas no existié diferencia entre los
grupos. La presencia de vesiculas de membranas gran-
des fue menor en la solucion de UW + PFC que en el
resto de las soluciones de estudio, pero esta diferencia
solo alcanzo significancia estadistica al comparar so-
luciones con o sin fluorocarbonos en ninguno de los tiem-
pos de estudio. Conclusiones: la adicion de fluorocar-
bonos en la solucion de UW disminuye la formacion de
vesiculas de membrana grandes (dariio irreversible),
mejorando la viabilidad de los hepatocitos. Sin embar-
go, la adicion de fluorocarbonos a cada solucion no in-
crementa el tiempo de preservacion con una viabilidad
superior al 50% mds alld de 24 horas.

Palabras clave: Hepatocitos, preservacion, fluorocar-
bonos, UW, HTK.

SUMMARY Background: One of the limitations for
hepatocyte transplantation is the short survival of isolated
hepatocytes. Objective:We evaluated the utility of
fluorocarbons (PFC) added to University of Wisconsin
(UW) and histidine-tryptofane-ketoglutarate (HTK)
solutions on hepatocyte preservation. Method: Rat
hepatocytes were isolated by colagenase digestion
technique, with a viability greater than 85% measured by
tripan blue exclusion. We suspended 1.2x10° hepatocytes
in 20 mL of: HTK solution, HTK with perfluor-n-octane
(HTK+ PFC), UW solution, and E. Williams medium as
control group (CG). Five samples of each group were
stored at 4°C for 40 h. We measured Cell viability, large
membrane bleb formation and extracellular LDH at 0,
12, 24 and 36 hours. Results: Cell viability was lower in
the UW at 12 h (p<0.05) and 24 h (p<0.05) compared to
the rest of the study groups; at 36 h we found no differences
in cell viability. There were fewer hepatocytes with large
membrane blebs in UW+PFC; compared with the
remainder of the solutions, but this difference was only
reached statistical significance when compared to UW at
24 h (p<0.05) and at 36 h (p<0.05). When comparing
groups with or without fluorocarbons LDH levels showed
no difference at 0, 12, 24, and 36 h. Conclusions: The
present study shows that the addition of fluorocarbons
to UW solution diminishes large membrane formation
(irreversible damage) and improves cell viability at 12
and 24 h. However, fluorocarbons added to both solutions
failed to increase preservation time beyond 24 h.

Key words: Hepatocytes, preservation, fluorocarbons,
UW, HTK.
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INTRODUCCION

El trasplante de hepatocitos ha demostrado aplicaciones
potenciales en el tratamiento de enfermedades congéni-
tas del metabolismo y falla hepética fulminante.!* Los
hepatocitos sobreviven pocas horas y requieren de con-
diciones ambientales complejas para conservar sus fun-
ciones en un medio de preservacién. Esta corta supervi-
vencia es una de las limitantes al uso de hepatocitos hu-
manos en el tratamiento de enfermedades hepaticas.’ Por
lo anterior, se han desarrollado diferentes métodos de
preservacion para prolongar la supervivencia de los
hepatocitos en condiciones experimentales.

Actualmente existen varias soluciones de preserva-
cién con uso clinico: solucién EuroCollins (EC), solu-
cién de la Universidad de Wisconsin (UW) y solucién
Histidina-Triptéfano-Ketoglutarato (HTK).Estas se han
comparado con otras soluciones como: citrato y
lactobionato,® solucién de Krebs-Henseleit,” medio de
Hans-HEPES,? medio de Leibovitz,” y manitol.!La ma-
yoria de los autores ha coincidido en que el tiempo de
preservacion mas prolongado (24 a 30 horas) se ha pre-
sentado en los hepatocitos preservados en la solucién de
la Universidad de Wisconsin.

La muerte del hepatocito aislado en la solucidon de pre-
servacion se debe a varios factores® entre los mas impor-
tantes se pueden citar: edema celular y acidosis, el prime-
ro causado por disfuncién de la bomba Na/K ATP produ-
cida por la hipotermia e hipoxia,'® la segunda es resultado
del metabolismo anaerobio. Para prolongar la vida del
hepatocito se han utilizado soluciones de preservacion,
porque éstas: inhiben la acidosis, mediante sistemas de
amortiguamiento de pH;'" mantienen un volumen intra-
celular adecuado, mediante compuestos osméticos de alto
peso molecular y proporcionan sustratos energéticos ade-
cuados.!®? La hipotermia se usa con fines de preserva-
cién, porque disminuye los requerimientos energéticos al
deprimir el metabolismo celular.!*-!!

Los fluorocarbonos (PFC) son compuestos quimicos
sintéticos formados por carbono y fldor, en el cual se
pueden disolver grandes cantidades de oxigeno, son bio-
l6gica y quimicamente inertes y proporcionan una pre-
sion potencial de oxigeno de 400 a 500 mm Hg con una
curva de disociacién de oxigeno linear independiente a
la temperatura.'® En la aplicacion de estos compuestos
con fines de perfusién y preservacion de érganos, se ha
escrito muy poco: en 1995 Ohya T. concluye que la per-
fusién hipotérmica usando PFC previene el daio celular
hepético durante una hepatectomia prolongada in situ.'*
En 1996 Kuroda Y. demuestra que la oxigenacién del

intestino delgado, por medio de un almacén hipotérmico
en dos capas (UW/PFC) hace posible prolongar el tiem-
po de preservacion del intestino de una rata hasta 48
horas.!'> También en 1996 Ralph M. demostr6 que la adi-
cién de PFC a soluciones de cardioplegia convenciona-
les mejora la proteccién miocérdica, al mejorar la fun-
cién ventricular izquierda postisquémica, disminuye el
edema celular y genera mejores niveles de pH y tensién
de oxigeno al final de la isquemia.'® A pesar de estos
resultados, hasta ahora no se ha realizado ningin estu-
dio, en el que se usen fluorocarbonos, con el objetivo de
prolongar la preservacién de hepatocitos aislados.

Aunque el papel exacto del ATP en el mantenimiento
de la viabilidad celular en isquemia fria no esta del todo
esclarecido, es de conocimiento que esta molécula parti-
cipa en la mayoria de los procesos celulares indispensa-
bles para mantener la viabilidad celular: bomba Na/K
ATPasa,'¢ Ca** ATPasa,'” mantenimiento de redes de acti-
nomiosina.” Una alternativa viable es usar fluorocarbo-
nos como fuente de oxigeno, para mantener niveles ade-
cuados de ATP provenientes de la glucdlisis aerobia, y asi
mantener las funciones vitales. Utilizando estos compues-
tos en combinacion con sustancias que contengan un buen
sistema de amortiguamiento del pH, y un adecuado apor-
te de sustratos energéticos (soluciones de preservacion),
se podria obtener una poderosa arma en la preservacién
de 6rganos y células durante periodos prolongados de tiem-
po. El objetivo de este estudio es evaluar si la adicién de
PFC a soluciones de preservacion ya estandarizadas in-
crementa la viabilidad de los hepatocitos aislados, asi como
el tiempo global de preservacion.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 25 ratas Fisher machos con un peso entre
250-300 g alimentadas a libre demanda. Para aislar los
hepatocitos se empled una rata por cada muestra, y una
modificacion de la técnica de perfusion de colagenasa
descrita por Berry y Friend." Se determind la viabilidad
celular con la técnica de exclusion de azul de tripano. Se
suspendieron los hepatocitos en la solucidn correspon-
diente a cada grupo, realizando diluciones hasta conse-
guir una concentracién de 6 millones de hepatocitos por
mL, en volumen total de 20 mL:

Grupo 1: soluciéon HTK (HTK) (F. Kohler Chemie, Ale-
mania). Grupo 2: solucién HTK en combinacién con per-
fluoro-n-octano al 5% peso/volumen (28.4 mL/L) con un
aporte de oxigeno al 95% (1.5 L/min) (HTK+PFC). Grupo
3: soluciéon UW (UW) (NPBI Emmer-Compascuum, Ho-
landa). Grupo 4: solucion UW en combinacién con per-
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fluoro-n-octano al 5% peso/volumen (28.4mL/L). Grupo
5: medio de E. Williams (Gibco BRL, USA) condicionado
con suero bovino fetal 10% como grupo control (GC).

De cada grupo descrito se realizaron cinco muestras
que se almacenaron a 4 °C durante 40 horas, se realizé
determinacion de LDH extracelular (Synchron Cx-7,
Beckman) y de viabilidad celular con la técnica de ex-
clusién de azul de tripano al 0.4% a las: 0, 12, 24 y 36
horas; en cada uno de estos periodos se estudiaron 100
células bajo microscopio de luz a 280X, para cada gru-
po se realiz6 un conteo del nimero y tamaiio de las vesi-
culas grandes formadas en la membrana celular. Las ve-
siculas se clasificaron como pequefias (10-25%), media-
nas (25-50%) y grandes (> 50% de didmetro celular).
Siendo esto de mucha importancia, porque se considera
que la formacidén de vesiculas indica dafio funcional re-
versible cuando éstas son pequefias o medianas, e irre-
versible cuando son grandes.®

RESULTADOS

Para el analisis estadistico, no se asumio una distribu-
cién normal de los datos dado el tamafio reducido de las
muestras. Se usaron pruebas de Kruskall-Wallis para
comparar todos los grupos y pruebas de Mann-Whitney
para la comparacidn independiente de dos grupos.

No se encontr6 una diferencia en la viabilidad basal (p =
0.59). A la 12, 24 y 36 horas de estudio, la viabilidad en el
GC fue menor que en el resto de las soluciones, p < 0.012. A
las 12 y 24 horas de estudio la viabilidad en UW fue menor
que en el resto de los grupos de estudio (p < 0.05 para ambas
comparaciones); a las 36 horas de estudio dicha diferencia
perdi6 significancia estadistica. Al comparar HTK+PFC con
HTK en los diferentes tiempos de estudio no se encontraron
diferencias significativas (Cuadro 1).

Con relacién a la formacién de vesiculas grandes
(hepatocitos no viables); a las 0 horas no se encontraron
vesiculas grandes en ninguno de los grupos. A las 12, 24
y 36 horas el nimero de hepatocitos con vesiculas gran-
des fue mayor en el grupo control que en el resto de las
soluciones, p <0.012. La presencia de vesiculas de mem-
branas grandes fue menor en la solucion UW+PFC que
en el resto de las soluciones de estudio, pero esta diferen-
cia sélo alcanzé diferencia significativa al compararla con
UW a las 24 horas (p < 0.05) y a las 36 horas (p < 0.05).
No se encontraron diferencias entre HTK+PFC y HTK
en ninguno de los tiempos de estudio (Cuadro 2).

Los niveles de LDH extracelular al comparar solu-
ciones con o sin fluorocarbonos no mostraron diferen-
cias a las 0, 24 ni 36 horas. A las 12 horas los niveles de
LDH fueron menores en UW comparados con el resto
de los grupos de estudio (p < 0.016) (Cuadro 3).

CUADRO 1
MEDIANA E INTERVALO EN PORCENTAIJE DE HEPATOCITOS VIABLES EN SOLUCIONES DE
PRESERVACION A 4° C DE ACUERDO A LA TECNICA DE EXCLUSION DE AZUL DE TRIPANO EN DIFERENTES TIEMPOS DE
ESTUDIO. (N =5 POR GRUPO)

0 horas 12 horas 24 horas 36 horas
Med (Min-Max) Med (Min-Max) Med (Min-Max) Med (Min-Max)

GC 88.0 86.0-90.0 51.9* 40.6-63.1 32.8% 28.7-40.0 20.4* 16.7-25.7
HTK n 90.0 86.0-92.6 68.2 65.8-69.3 56.7 52.5-62.8 37.5 32.7-42.0
HTK+PFC 89.2 88.3-93.7 69.9 67.8-72.3 52.3 48.5-54.6 39.5 36.5-40.2
uw 89.7 87.0-90.2 63.72 63.1-65.4 45.5" 32.9-52.1 38.2 32.1-41.3
UW+PFC 88.5 86.5-89.8 67.9 65.7-69.1 53.8 49.4-56.2 39.8 36.7-41.5
Valor pe .599 .0004 .0008 .0092

¢ Comparacion de todas las soluciones, prueba de K-W.

* Comparacién del GC contra el resto de las soluciones, donde p < 0.012.

2 Comparacién de UW contra el resto de las soluciones de estudio a las 12 horas, donde p < 0.05.

* Comparacion de UW contra el resto de las soluciones de estudio, donde p < 0.05.
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DISCUSION

El aporte de oxigeno a los tejidos preservados en hipoter-
mia, podria ser un elemento importante en la prolonga-
cién de los tiempos de preservacion, porque al activarse
el metabolismo aerébico se podria generar ATP para pre-
servar funciones celulares vitales. En general, la adicién
de fluorocarbonos de la manera descrita en este estudio,

no produce una marcada mejoria en la viabilidad de los
hepatocitos, tampoco incrementa el tiempo de preserva-
cién en las soluciones estudiadas. Aunque es dificil ofre-
cer explicaciones puntuales en la ausencia de estudios
funcionales, es sabido que la hipotermia disminuye el
metabolismo celular'®!! y el consumo de oxigeno,” por lo
que el metabolismo aerébico también estd y es factible
que el oxigeno aportado no sea de gran utilidad.

CUADRO 2.
MEDIANA E INTERVALO DE HEPATOCITOS CON VESICULAS DE MEMBRANA GRANDES EN LOS DIFERENTES TIEMPOS DE
ESTUDIO. (N = 5 POR GRUPO)

12 horas 24 horas 36 horas
Med (Min-Max) Med (Min-Max) Med (Min-Max)

GC 26* 20-31 70* 68.76 85% 79-89
HTK 8 6-12 6 4-16 20 20-42
HTK+PFC 12 10-20 12 8-20 24 22-24
uw 8 2-12 18 6-20 24 22-26
UW+PFC 6 4-10 6e 4-12 18~ 12-24
Valor pe .0018 .0022 .0031

» Comparacién de todas las soluciones, prueba de K-W.

* Comparacién de GC contra el resto de las soluciones, donde p < 0.012.

* Comparacién entre UW+PFC con UW a las 24 horas, donde p = 0.05.

" Comparacién entre UW+PFC con UW a las 36 horas, donde p=0.05.

CUADRO 3.

MEDIANA Y RANGO DE NIVELES DE DESHIDROGENASA LACTICA (DHL) EXTRACELULAR EN UI/ML EN LOS MEDIOS DE
PRESERVACION CON HEPATOCITOS. (N = 5 POR GRUPO)

0 horas 12 horas 24 horas 36 horas
Med (Min-Max) Med (Min-Max) Med (Min-Max) Med (Min-Max)
HTK 1267 921-1667 2315 2143-2435 2670 2159-2761 3663 3562-3728
HTK+PFC 1233 1123-1234 2425 1975-2435 2521 2114-2736 3642 3415-3791
uw 1314 1120-1384 1845%* 1667-1969 2761 2676-2812 3498 3400-3614
UW+PFC 1410 1279-1714 2115 2045-2135 2678 2148-3049 3694 3562-3728
Valor p* .1830 .0033 3091 0617

¢ Comparacion de todas las soluciones, prueba de K-W.

* Comparacién de UW contra el resto de las soluciones de estudio, donde p < 0.016.
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Al analizar los resultados obtenidos con relacién a la
soluciéon de UW se encontré que la viabilidad fue
significativamente menor en esta solucion hasta las 24
horas de estudio, y que la adicién de fluorocarbonos a
esta solucién mejord la viabilidad de los hepatocitos,
asi como disminuy® la formacién de vesiculas de mem-
brana grandes, las cuales son compatibles con dafo irre-
versible. Estos hallazgos indican que los fluorocarbonos
podrian ser ttiles en la preservacidon de hepatocitos en
solucién de UW. Sin embargo, dado el reducido tamafio
de nuestra muestra son necesarios mds estudios para
validar los hallazgos anteriores.

La LDH es una enzima exclusivamente intracitoplas-
midtica, la determinacién de esta enzima en el medio extra-
celular indica que un nimero de células dafiadas se ha des-
integrado, en este estudio se observa un incremento pro-
gresivo de LDH en los medios de preservacion estudiados
con relacidn al tiempo de preservacion. Sin embargo, no se
encontraron diferencias importantes entre los grupos estu-
diados, por lo que se concluy6 que la lisis de los hepatoci-
tos preservados es progresiva en las diferentes soluciones y
no se ve modificada por la adicién de fluorocarbonos.

Otras publicaciones reportan viabilidades de hepato-
citos que varian entre del 27% a 78% después de 24
horas de preservacién en UW.? De acuerdo a nuestros
resultados, el tiempo méximo de preservacion con o sin
la adicidén de fluorocarbonos con una viabilidad celular
mayor al 50% no supera las 24 horas en promedio, por
lo que el uso de hepatocitos preservados mas alld de 24
horas no es adecuado. La adicién de fluorocarbonos con
fines de preservacion, como fuente de oxigeno en las
soluciones, cuenta con una fuerte base tedrica. Sin em-
bargo, no prolonga el tiempo de preservacion de los he-
patocitos, en la manera descrita en este estudio.
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