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Implementation of a porcine liver transplant model in Chile

Objective: To Present the implementation of the first porcine model of liver transplant in Chile and its
results. Materials and Methods: In the context of an investigation based on normothermic perfusion that
was subsidized by the National Fund for Scientific and Technological Development, surgical and anesthetic
protocols were implemented. Two pigs were selected by weight (35-40 kg), in which one was a donor
and the other a receptor; submitted to procure and as a transplant recipient, respectively. The analysis was
executed with descriptive statistics. Results: 26 experiments (June 2018-October 2019) were performed.
The protocol includes 7 stages: Preparation, Instrumentalization, Procure or Hepatectomy, Anhepatic
Time, Phase of Ischemia-Reperfusion, Monitoring and Euthanasia. The first three stages are similar in
both pigs; meanwhile the last four are exclusive to the receptor. 92.3% (24/26) survived the surgery and
76.9% (20/26) survived the follow up, including the pilots. Average surgical time was 170 minutes, and the
anhepatic time was 33 minutes. The mean arterial pressure decreased after the reperfusion and it improved
towards the end of the monitorization (67,4 mmHg average) In the follow up, pigs presented acidosis (7.21
average). Vasoactive drugs were necessary in 12 experiments. Discussion: We managed to implement a
simple and reproducible model of porcine liver transplant without extracorporeal circulation or veno-
venous by-pass. This was possible due to the standardization of surgical technique and perioperative cares.
Conclusions: The consolidation of porcine liver transplant model is the first step in pre-clinical research
for the development of new technologies in liver transplant in Chile.
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Resumen

Objetivo: Presentar la implementacion del primer modelo porcino de trasplante hepatico (TH) en Chile
y sus resultados. Material y Método: Se implement6 un protocolo quirtrgico y anestésico en el contexto
de una investigacion en perfusion normotérmica hepatica financiada por un Fondo Nacional de Desarrollo
Cientifico y Tecnologico. Los cerdos fueron seleccionados por peso (35-40 kilos), en cada experimento
se utilizé dos, donante y receptor, sometidos a procura y trasplante respectivamente. El analisis se realiz6
con estadistica descriptiva. Resultados: Se realizaron 26 experimentos (marzo de 2018-octubre de 2019).
El protocolo consta de 7 etapas: Preparacion, Instrumentalizacion, Procura o Hepatectomia, Tiempo An-
hepatico, Etapa de Isquemia-Reperfusion, Monitorizacion y Eutanasia. Las primeras tres son similares en
ambos cerdos, y desde la cuarta en adelante corresponde so6lo al receptor. La supervivencia a la cirugia
fue de 92,3% (24/26) y al seguimiento de 76,9% (20/26). La mortalidad se produjo por inestabilidad
cardiovascular postreperfusion portal. El tiempo quirirgico promedio fue de 170 min, y el tiempo anhe-
patico de 33 min. La PAM curs6 una baja postreperfusion con recuperacion al final de la monitorizacion
(67,4 mmHg media) y la tendencia en ph fue a acidosis al final del seguimiento (7,21 media). Se requiri6
drogas vasoactivas en 12 casos. Discusion: Logramos implementar un modelo experimental simplificado
y reproducible de TH sin necesidad de circulacion extracorpérea ni puente veno-venoso gracias a la es-
tandarizacion de la técnica quirurgica y de los cuidados perioperatorios. Conclusiones: La consolidacion
de un modelo experimental significa el primer paso en investigacion preclinica de nuevas tecnologias
asociadas al TH en Chile.

Palabras clave: trasplante hepético porcino; cirugia experimental.
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Introduccion

El trasplante hepatico (TH) es la tnica opcién
curativa para los pacientes con cirrosis hepatica
avanzada, falla hepatica fulminante y neoplasias
primarias y secundarias del higado en el marco de
criterios estrictos previamente publicados!'. La esca-
sez de donantes, el continuo crecimiento de las listas
de espera en Chile y el mundo, y la alta tasa de mor-
talidad en la lista, generan la constante necesidad
de desarrollar nuevas técnicas y tecnologias en TH.
Esto solo se logra a través de los esfuerzos constan-
tes en investigacion clinica y basica aplicada.

El desarrollo de la técnica de TH ha estado unido
desde el inicio al conocimiento aportado por los
modelos experimentales en animales?. Los primeros
estudios fueron realizados en perros por Godric en
1956°. Al poco andar, en 1959, se describio el pri-
mer modelo en cerdos®, y desde entonces multiples
grupos han publicado sus experiencias y resulta-
dos™. Los cerdos tienen una gran similitud anato-
mica, fisiologica y de tamafio con los humanos'?, lo
cual permite generar estudios traslacionales fide-
dignos. Esto, sumado al desarrollo de los cuidados
perioperatorios y el perfeccionamiento de la técnica
quirurgica permite desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas en TH'"3, Sin embargo, muchos de
los modelos descritos no son reproducibles por su
complejidad, que en la mayoria de los casos incluye
uso de puente veno-venoso, y alta mortalidad peri
operatoria. El modelo simplificado de Fondevilla
ha logrado resultados exitosos sin necesidad de un
puente veno-venoso, consiguiendo la estabilidad
hemodinamica a través de minimizar el tiempo an-
hepatico en el receptor'2.

Nuestro grupo ha desarrollado una linea de inves-
tigacion en perfusion normotérmica hepatica, para
lo cual fue necesario desarrollar un modelo experi-
mental de trasplante. En este contexto, hicimos una
adaptacion del modelo publicado por Fondevilla,
modificando algunos aspectos de la técnica quirtr-
gica, optimizando el manejo anestésico y los cuida-
dos postoperatorio'*!>. El objetivo de este articulo
es presentar la implementacion del primer modelo
experimental porcino de TH descrito en Chile y sus
resultados.

Material y Método

Se realiz6 un protocolo del procedimiento con-
sistente en siete etapas, en las cuales se aborda los
aspectos principales de anestesia, técnica quirtr-
gica y cuidados perioperatorios. Las primeras tres

etapas son comunes al donante y receptor, y desde
la cuarta en adelante corresponde Ginicamente al
receptor.

Los cerdos fueron seleccionados por peso en un
rango de 35 a 40 kg. El grupo sanguineo y pruebas
cruzadas no fueron determinados.

El financiamiento fue obtenido a través de un
Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecno-
logico (FONDECYT N° 11160928), destinado a la
investigacion en perfusion hepatica, y en forma pa-
ralela se desarroll6 el modelo de TH porcino. Por lo
mismo, los cerdos fueron aleatorizados en 4 grupos
de estudio: control frio, control maquina, isquémico
frio e isquémico maquina. La categorizacion isqué-
mico corresponde a experimentos en que se obtiene
un injerto hipoperfundido a través de la extraccion
del 30% de la volemia del donante (55 cc/kg). La
categorizacion frio o maquina corresponde al tipo
de preservacion realizado.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
de Bienestar Animal de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile con el acta de aprobacion n°
160126009 y cumple con normativa establecida
por la comision europea para investigacion con
animales.

Los resultados se analizaron con estadistica
descriptiva.

Resultados

Se realizaron 26 procedimientos entre marzo de
2018 y octubre de 2019. Todos dentro del proyecto
de perfusion normotérmica hepatica, por lo cual
fueron aleatorizados segun el protocolo de investiga-
cion. Hubo 5 modelos pilotos que fueron incluidos
en los resultados.

Descripcion del procedimiento

1° Preparacion

Los cerdos se mantienen en ayuno a soélidos
8 h y a liquidos 2 h. Se premedican en el corral
con midazolam 0,5 mg/kg mas ketamina 25 mg/
kg im. Posteriormente al derribo son trasladados
al pabellon. La induccidon anestésica contempla
preoxigenacion, instalacion de via venosa periférica
en la vena dorsal del pabellon auricular, monitori-
zacion cardiopulmonar no invasiva, analgesia con
fentanilo 4 ug/kg, relajacion muscular con atracurio
0,5 mg/kg, propofol en bolo 1 mg/kg e intubacion
orotraqueal. Se administra una analgesia multimodal
protegiendo de este modo la integridad nociceptiva
de los ejemplares, basada en opioides y lidocaina.
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2° Instrumentalizacion

Se inicia la ventilaciéon mecanica monitorizada
por capnografia.

El tiempo quirargico se inicia con el abordaje
cervical para la canulacion de la vena yugular ex-
terna para acceso venoso central y la arteria carotida
comun para presion arterial invasiva.

3° Procuramiento - donante

La mantencion de la anestesia contempla: anal-
gesia con fentanilo en bolos segun requerimientos,
relajacion muscular con atracurio 0,5 mg/kg/hora en
infusion continua y volemizacion con suero ringer
lactato a 10 cc/kg/h.

El tiempo quirurgico continta con el abordaje
abdominal por laparotomia xifopubiana, guiandose
por la linea intermamaria y resguardando no lesio-
nar la uretra en el caso de los machos (Figura 1). Se
realiza la evisceracion de asas intestinales hacia la
izquierda exponiendo el retroperitoneo (Figura 2).
En el cerdo la vena cava inferior (VCI) se encuentra
incluida en el higado, por lo que se libera desde su
segmento infrahepatico (VCII) hasta el segmento
suprahepatico (VCIS) (Figura 3), quedando asi libre
del retroperitoneo. El segmento VCII se debe dejar
identificado con lazos de seda no oclusivos.

Se contintia con la liberacion del omento menor
y la diseccion del hilio hepatico de izquierda a dere-
cha, cercano a la curvatura menor avanzando hacia
el borde duodenal. Se procede a la identificacion de
la arteria hepatica comin (AHC) teniendo extremo
cuidado de no traumatizarla para evitar complica-

Figura 2. Abordaje abdominal. Exposicion de retroperitoneo
para abordaje de VCII.
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ciones por dafio mural. Es necesario respetar todo
su trayecto hasta la aorta. Se identifica y secciona
la rama correspondiente a la arteria gastrica izquier-
da. A continuacion, se libera la vena porta (VP)
caudal al paso de AHC, siendo habitual encontrar
multiples adenopatias que es necesario disecar con
adecuada hemostasia de los pediculos ganglionares

Figura 1. Abordaje abdominal.
Laparotomia xifopubiana.

Figura 3. Vena cava inferior. 1) Exposicion de VCII; 2) Vena renal derecha; 3) VCIS; 4) Trayecto

intrahepatico de VCI.
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Figura 4. Disecciéon de hilio
hepatico en el receptor. 1) AHC
(seccionada en explante); 2) Vena
porta; 3) Colédoco (seccionado
en explante) y abordaje de aorta
abdominal distal en el donante;
4) Aorta; 5) AHC; 6) Arteria me-

sentérica superior; 7) VCl.
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(Figura 4). Se deja un lazo elastico y de seda 2,0 sin
traccionar, teniendo cuidado de no ocluir el flujo.
Luego se realiza la seccion del colédoco cercano al
borde duodenal sin esqueletizarlo para no provocar
isquemia. Se procede a lavar la via biliar con suero
fisiologico en forma retrograda y anterograda para
evitar la precipitacion de las sales biliares en la pre-
servacion en frio.

Se individualiza la aorta cercana a la bifurcacion
iliaca asegurando un buen paso por posterior dejan-
do dos lazos simples de seda 2.0. Se debe rechazar
el pancreas y duodeno hacia izquierda (Kocher-like)
e identificar y lazar la arteria mesentérica supe-
rior. Cefalico a ésta se ubica la AHC de trayecto
retroportal (Figura 4). Se realiza el paso superior
de la aorta 1-2 cm sobre la emergencia de la AHC,
dejando un lazo de seda y espacio suficiente para
colocar clamp. Una vez identificado y aislados todos
los elementos vasculares principales, se administra
heparina de bajo peso molecular 300 Ul/kg iv y se
preparan 1 litro de solucion de preservacion (Custo-
diol®) a 4 °C usando bajadas de suero para canular
directamente la aorta y la vena porta en ese orden.
Una vez que se ha cumplido el tiempo de heparina,
se debe cerrar la ligadura de la arteria mesentérica
superior, cerrar la ligadura adrtica distal y colocar
un clamp adrtico proximal. Se abre el diafragma
para exposicion de la VCIS y se inicia la perfusion
con Custodiol®. Simultaneamente y dejando pinzas
vasculares, se seccionan con tijera la VCIS, VCII y
VP cuidando dejar el mayor largo posible. La aorta
se secciona cefalico a la ligadura superior traccio-
nandola y liberandola de las ramas lumbares hasta

al menos 2 cm proximal a la emergencia de la AHC,
que debe ser vigilada para asegurar su indemnidad.
El higado liberado es destinado al tipo de preser-
vacion que corresponda segun aleatorizacion por
3 h. Se administra solucion de eutanasia (tiopental
500 mg ev + T61).

3¢ Hepatectomia - receptor

El receptor es volemizado de manera diferente,
para que pueda resistir la etapa anhepatica. Inicial-
mente se administra 1.000 cc SF periférico, 500 cc
de Ringer lactato central y 500 cc albumina al 5%
central, mas 4cido tranexamico 5 mg/kg ev lento
como fibrinolitico.

La hepatectomia en el receptor es similar a la
procura del donante en cuanto al abordaje de los
elementos vasculares principales, pero su extension
y seccion es diferente. Se inicia con la VCII, lue-
go la VCIS donde es necesario ligar ambas venas
frénicas ya que pueden producir complicaciones
hemorragicas al ser afluentes ésta, luego la VP y
finalmente la AHC.

Una vez identificados los elementos vasculares
principales, se procede a realizar una prueba de
clampeo ocluyendo el flujo de la VCIS (Figura 5)
con ¢l objetivo de evaluar la respuesta del animal a
la interrupcion del retorno venoso y segun su reper-
cusion, volemizar generosamente a modo de prepa-
racion para el tiempo anhepatico. Posteriormente,
se procede a clampear y seccionar las estructuras
vasculares lo mas cercano al borde hepatico: AHC,
VCII, VP y, finalmente, VCIS. En este momento se
inicia el tiempo anhepatico (Figura 6).
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Figura 5. Test de clampeo VCIS en el receptor.

4° Tiempo anhepatico

De acuerdo a la repercusion hemodinamica, se
inicia apoyo con drogas vasoactivas (DVA) titu-
ladas segin presion arterial invasiva (epinefrina
0,01-0,1 ug/kg/min, efedrina 0,05 a 0,5 mg/kg en
bolos, norepinefrina 0,01-0,1 ug/kg/min). El apoyo
cardiovascular se realiza con cloruro de calcio 10%
10-15 mg/kg ev, sulfato de magnesio 25% 6 ml evy
lidocaina 2% 4 ml ev.

En este tiempo se realizan las anastomosis
receptor-injerto (Figura 7). Primero la anastomosis
de la VCIS con prolene 4.0 corrido y a continuacion
la anastomosis portal con prolene 5.0 corrido, en la
cual se debe tomar la precaucion de dejar factor de
crecimiento. La liberacion de los clamps parte con el
portal para permitir un minimo de lavado retrogrado
que se exterioriza por la VCII desde el injerto, luego
se clampea esta tlltima vena y se abre el clamp de la
VCIS. Posteriormente, se realiza la anastomosis de
la VCII con prolene 4.0 corrido y la liberacion de su
clamp. Finalmente, se procede a la anastomosis de
AHC con prolene 6.0 o 7.0 corrido y con la libera-
cion de su clamp se logra reperfusion completa del
higado (Figura 8). Es necesario realizar una evalua-
cion rigurosa de las anastomosis, cualquier sangrado
mayor puede descompensar hemodindmicamente al
animal, ya que el cerdo se caracteriza por tener una
menor volemia. Es necesario tener resguardo con el
retorno venoso mesentérico, evitando torsiones del
intestino.

5° Etapa isquemia - reperfusion

En esta etapa el animal presenta la mayor ines-
tabilidad. Generalmente se debe continuar o iniciar
el apoyo con DVA y volumen. Se utiliza fenilefrina
en bolos y se repite la dosis de acido tranexamico.
Ademas, se realiza las correcciones de hiperkalemia
y acido base segun sea necesario (bicarbonato 2/3
1 mEg/kg).

Rev. Cir. 2020,72(5):441-448
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Figura 6. Tiempo anhepatico en el
receptor. 1) VCIS seccionada; 2) VCII
seccionada; 3) VP seccionada.

Figura 7. Vision de injerto
y receptor en tiempo an-
hepatico.

Figura 8. Anastomosis. 1) Anastomosis VCSI; 2) Anastomosis VP; 3) Anastomosis VCII;

4) Anastomosis AHC.
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Tabla 1. Resumen de resultados en receptores

Media
Sobrevivencia a procedimiento % (n) 92,3 (24)
Sobrevivencia a seguimiento (5 h) % (n) 76,5 (20)
Filtracion de anastomosis % (n) 0
Trombosis vascular % (n) 0
Tiempo quirtrgico total min (ds) 170 (42)
Tiempo anhepético min (ds) 33 (6)
Tiempo hasta reperfusion arterial min (ds) 92 (18)
PAM final de seguimiento mmhg (ds) 67,4 (12,8)
pH fin de seguimiento (ds) 7,24 (0,1)

Figura 9. Gréfico de comportamiento PAM (media y rango) durante procedimiento en el

receptor. IP inicio de procedimiento, FP fin del procedimiento y FS fin de seguimiento.

Figura 10. Gréfico de comportamiento pH (media y rango) durante procedimiento en el

receptor. IP inicio de procedimiento, FP fin de procedimiento y FS fin de seguimiento.

446

Por ultimo, se confecciona la anastomosis de
la via biliar con prolene 4.0 sobre una sonda Kehr
exteriorizada por contrabertura y se cierra la lapa-
rotomia.

6° Etapa UCI - monitorizacion

Contempla 5 h desde la reperfusion portal. Se
monitoriza con ECG, oximetria, capnografia, pre-
sion arterial invasiva, gases arteriales, glicemia,
lactato, temperatura, medicion de produccion de
orina y bilis.

La mantencién de la anestesia es con TIVA, que
se inicia 30 min antes de la reperfusion (ketamina,
midazolam y fentanilo) a 0,5 ml/kg/h. Se debe con-
siderar la acumulacion de drogas segun las horas
administradas, por lo que se disminuye el aporte en
forma escalonada.

7¢ Eutanasia

Terminada la monitorizacion, se reexplora el
receptor poniendo énfasis en la presencia de sangre
o bilis e indemnidad de las anastomosis. Se toma
una biopsia de finalizacion y se administra solucion
de eutanasia.

La supervivencia a la cirugia fue de un 92,3%
(24/26), y la supervivencia al seguimiento postope-
ratorio de 5 h fue de 76,9% (20/26). El fallecimiento
de los cerdos previo al término de la cirugia se de-
bi6 a inestabilidad cardiovascular postreperfusion
portal, al igual que los que fallecieron antes de
completar el seguimiento. En el ltimo caso se debio
suspender el experimento por alteracion persistente
de parametros ventilatorios y lactato.

El tiempo quirtrgico promedio, comprendido
desde la cervicotomia hasta el cierre de la laparoto-
mia, fue de 170 min, y el tiempo anhepatico prome-
dio, transcurrido desde el clampeo de la VCIS hasta
la reperfusion portal, fue de 33 min.

La presion arterial media (PAM) promedio al
inicio de la cirugia fue de 76,5 mmHg, cursando
con una baja postreperfusion hasta 51,3 mmHg
y recuperacion al final de la monitorizacion 67,4
mmHg (Figura 9).

El equilibrio 4cido-base monitorizado a través de
la medicion de ph sanguineo se comportd de manera
similar, con un basal de 7,42 (media) a una baja post
reperfusion 7,19 (media) y ascenso al final del se-
guimiento manteniendo una tendencia a la acidosis
con un ph promedio final de 7,21 (Figura 10).

Fue necesario el uso de drogas vasoactivas
epinefrina y norepinefrina en 12 de los experi-
mentos durante la monitorizacion postoperatoria,
todos con baja de los requerimientos al finalizar
la cirugia.

Rev. Cir. 2020;72(5):441-448
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Discusion

Nuestro grupo logré implementar un modelo
simplificado y reproducible de TH porcino sin
necesidad de circulacién extracorpdrea ni puente
veno-venoso gracias a la estandarizacion de la téc-
nica quirargica y de los cuidados perioperatorios.

Los cerdos presentan la particularidad de tener
el trayecto hepatico de la VCI integrada al parén-
quima hepatico, por lo cual en ellos no es posible
realizar la técnica “piggy back”, es decir, requiere
una técnica sin preservacion de cava'?. Esto genera
una gran repercusion hemodindmica durante la fase
anhepatica, al verse interrumpido de forma tan se-
vera el retorno venoso'. Esta dificultad se suma a la
imposibilidad de transfundir hemoderivados y fac-
tores de coagulacion. En otros modelos, esta proble-
matica se sortea a través de un puente veno-venoso,
sin embargo, esto no estd exento de complicaciones
y afade complejidad y costo al procedimiento!?.
En nuestro modelo, se logra reducir este impacto
gracias al conseguir tiempos anhepaticos breves,
similares a otros grupos (promedio 20-30 min) y al
manejo anestésico intensivo'>!*!8, Fue fundamental
la monitorizacion hemodinamica donde la prueba de
clampeo permitié conocer la potencial repercusion
del tiempo anhepatico, y de esta manera volemizar
en forma anticipada al paciente logrando disminuir
la hipotension posterior, asociado al uso balanceado
de DVA.

Es destacable la baja mortalidad, menor al 10%
incluyendo cirugias piloto, y baja morbilidad, donde
no tuvimos filtracion de anastomosis ni compli-
caciones vasculares mayores en el seguimiento.
Los fallecimientos se produjeron en el periodo de
reperfusion, similar a otros modelos'®?. El tiempo
quirargico total y el tiempo anhepatico son compa-
rables a lo descrito en la literatura internacional. La
baja en la presion arterial y ph postreperfusion son
esperables, y en la mayoria de los casos se logro
recuperar en el seguimiento.

Una de nuestras limitaciones es el breve tiem-
po de seguimiento, lo cual fue un requerimiento
impuesto por el comité de ética. Es un desafio en

ARTICULO ORIGINAL

la siguiente etapa, con un modelo ya consolidado,
poder prolongar este periodo. El hecho de incluir
los pilotos, sin que esto fuera en desmedro de los
resultados, se logréd a través de la estandarizacion
del procedimiento y el uso de modelos ya probados
adaptandolos a la realidad local.

Conclusion

El presente trabajo resume la consolidacion de
un modelo de cirugia experimental en porcino para
trasplante, y refleja el primer paso en investigacion
clinica de nuevas tecnologias asociadas al trasplante
hepético en Chile.
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