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Resumen

El higado ocupa un lugar central en el metabolismo corporal manteniendo la homeostasis.
La insuficiencia hepatica produce una hipoglucemia y la elevaciéon de los niveles
plasmaticos de numerosas catabolitos como bilirrubina, amoniaco, lactato, acidos grasos
libres y aminoacidos aromaticos. La acumulacion de estas sustancias puede originar una
falla multi-organica que puede llegar a ser letal.

A pesar de la efectividad del trasplante hepatico en la supervivencia de pacientes con falla
hepatica, la utilidad de esta terapia sigue siendo limitada debido a la escasa disponibilidad
de drganos. Por otro lado, no existe aun un dispositivo efectivo para pacientes con falla
hepatica aguda que evite el trasplante hepatico, a diferencia de lo que ocurre con las fallas
de otros 6rganos, para las cuales existen terapias de soporte.

Las terapias de soporte hepatico con resultados mas promisorios estan basadas en
sistemas hibridos o bio-artificiales, formados por dos componentes: uno bioldgico (células
del parénquima hepatico), y uno sintético, que sirva de soporte fisico y funcional. En este
sentido, el objetivo de este plan de tesis consisti6 en la obtencion y estudio de las
propiedades difusivas de un nuevo material filtrante para su utilizacion como soporte
sintético de un higado bioartificial extracorpéreo (BAL) de manera de controlar el
intercambio de sustancias entre la sangre y las células.

Es este trabajo se prepararon un nuevo tipo de membrana de intercambio de solutos en
base a hidrogeles de poliacrilamida (poliAAm) y polimetacrilato en el interior de una
membrana, mediante una técnica de polimerizacion iniciada por radiacion ionizante. El
hidrogel confinado de poliAAm 0,5% y un 1% de entrecruzamiento fue el que mostré las
mejores propiedades de difusion de solutos de bajo PM, como la glucosa, y una
selectividad mayor a 2,2 veces en la difusion de albumina respecto de las

inmunoglobulinas, principal proteina del sistema inmunoldgico.
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También se caracterizaron funcionalmente esferoides hepéticos porcinos como potencial
componente biologico del BAL, determinandose los requerimientos de oxigeno y su
capacidad de detoxificacion, pardmetros clave para el escalado de un prototipo funcional
de BAL.

A partir de la caracterizacion de los dos componentes, el sintético y bioldgico, se
prepararon dispositivos BAL conteniendo las membranas desarrollas a escala reducida
para explorar y resolver posibles inconvenientes de ensamblado y comprobar la factibilidad
de su construccion.

Finalmente se obtuvo un dispositivo que reunio los requisitos minimos planteados como
son el control de transferencia de solutos, transferencia de oxigeno, y mantenimiento de la
viabilidad de los esferoides hepaticos. Esto permitié estimar las dimensiones de un
dispositivo BAL para su aplicaciéon clinica y su capacidad de detoxificacion maxima

esperada de acuerdo a los datos experimentales obtenidos en este trabajo.
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Oda al higado (fragmento)

Mientras
el corazon suena y atrae
la partitura de la mandolina,
alli adentro
ta filtras
y repartes,
separas
y divides,
multiplicas
y engrasas,
subes
y recoges
los hilos y los gramos
de la vida, los dltimos
licores,
las intimas esencias.
Viscera
submarina,
medidor
de la sangre,
vives
lleno de manos
y de ojos,
midiendo y trasvasando
en tu escondida
camara

de alquimista.

Pablo Neruda, 1956






Indice general

1 SISTEMAS DE SOPORTE HEPATICO....................

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.6.1
1.6.2
1.6.3
1.7
L7
1.7.2
173
1.7.4
1.7.5
1.8
1.8.1
1.8.2
1.8.3
1.8.4
1.8.5
1.9
1.10

| o=

OBTETIVO siviasiisociiansissyisansnms

LA IMPORTANCIA DEL HIGADO .1iiiciietieinunniesinssnseeissnesesssensosissssssssssssssnssssessssssssssssssens

LLAS COMPLICACIONES HEPATICAS ..cvoviciieneeinieneesisens

H
H
H
—

B NN A E ISR e EIEIEsI AN ENSE NSRS RS E R R

ETIOLOGIA DE LA FALLA HEPATICA ceveevuurusireereseesssessssssssssssssnssnssnssassssssessnssnssasssssasssesssessess

TERAPIA ACTUAL: EL TRASPLANTE HEPATICO .........

D T T T

TERAPIAS ALTERNATIVAS: DISPOSITIVOS DE SOPORTE HEPATICO...ccciveeirmissessssssssssnasses

DISPOSITIVOS ARTIFICIALES . uueeeteesirssssssnsersssrsrssnsnsssnsosarsns

T T T T R

rsme

.
.

DISPOSITIVOS ARTIFICTALES NO ESPECIFICOS c.uitvisiueiiisnesssssesssssessessssssssesssssssssssssssssssssssasssssnss

DISPOSITIVOS ARTIFICTALES ESPECIFICOS .uueiuiuectieusisnerssestsssssssssissssssssonsinsstsssssssssessessassassssssssesassessns

-1 oo o s W N = =

DISENOS DE DISPOSITIVOS ARTIFICIALES ESPECIFICOS ..vvveveussesmsssonsrsssisamsissressasesssasssessssssssasess

SISTEMAS BIOLOGICOS ..cvveciseessrserianesssssssssnssssnsssssnsens
DISPOSITIVOS BIO-ARTIFICIALES EXTRACORPOREOS (BIOARTIFICIAL
CELUTAS PARA TERAPTAS CELITLARIES wiusiissassssssitss it oosnssssmsossissssstda cdssos ssstiscsrsssosiniidabiabiabapwasasesai
DISENOS DE DISPOSITIVOS DE SOPORTE HEPATICO BIO-ARTIFICTALES couovvvesieesissisesssesssennsenes
ASPECTOS CRITICOS DE DISENO DE UN DISPOSITIVO BAL ..ovovviievieienseinsennsensnsessssnsenes
DISPOSETTVIOS BAT BN FARE GIIINTCA ccsovssussosssrsvisnsosiuasisvsss sisssassissssss st sssmssiosisssissassssestasossasssisasses

ENSAYOS CLINTEO o oisoatnnssmnrs oasmsa e ming e fanns A es RS S R aA s A e SRS S A SRS PSR
SUPERVIVENCIA DE TOS PACTENTES it isimsiiissssoiiasstisiniss isisiasasaossiviasostsaias
CONDICION NEUROLOGICA cevvvuevsereesensssssssessesssssssessssiessasiassssssss sesssssessossss sessessessassssessssssssstessasssssess
PARAMETROS BIOQUIMICOS c1vvueeiaeasssseseessesseesessessesassessssssssssssssssssssesss iasssssessssssssssassssssssessssessesseses
EVENTOS ADVERSOS OBSERY AT sisituiisivtistsiasicsssnncsiiatsivesinsisdisdoss siviesiosasisasvsmastsiuss siosstsvassssivasss

PROYECCIONES FUTURAS 1.uueessreersanmessssssssseessmsssssnssssnssssassssnsssssssssnsssessessssnssssasssnsssssesssns

REFERENCIAS i1coissernsinssisosssransasenss

ey

LIVER, BAL)

sssssrssnssnsssnnsnanans

(8]

DISENO, PREPARACION Y CARACTERIZACION DE UNA MEMBRANA

DIFUSIVA ninnsiima i

[YTTCTTISIT I oI

[YYTTITSITINTII

YT T T ST I IR I I I I I IIT I I T I T I ]

3.1
3.1.1
3.2
3.21

REACTOR DE MEMBRANAS ...uciiiiiniisirmnsnssrasasssssrssissiesnsssssasssrssns
TIPO DE MEMBRANA: MATERIAL Y POROSIDAD ...vcuiiciiicniasnisssasesssrsseressssssaissssssssssssrssasssisssssnsassssses
DISENO DE UNA NUEVA MEMBRANA.....ciiiiiiieeerernnerenrannnns

TIPCOS DETIRROGEIES. ... cosmetsisssmsmsssnssssisossisssistinssbississomessisns hisssisnbsnsst i9bi i pas s s sommessissnsasssiss

veans 47
47
— ||

51

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


3.2.2
I

PREPARACION DE LOS HIDROGELES 1vvvtessserersssntiersissssssssissrsssrensastssstinsasisssisaisssss

CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA vovvvsrerissnnssserss

3.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS MEMBRANAS ...ccivvuteisunissseeessresssssssssasssnnnsssses

351

3.4 CARACTERIZACION FUNCIONAL ioivieiiieesssssssssssssssnsasses

3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4

3.5 MATERIALES Y METODOS...ctccvseassreerianneas

3.6 RESULTADOS .iisviissinssanisinissssonissivsnssvin

3.0.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5
3.6.6
3.6.7
3.6.8
3.6.9
3.6.10
3.6.11
3.6.12
3.6.13
3.6.14
3.6.15

3.7 CONCLUSIONES....cccoenvnranns

MICRGSCOMA BLECTRONICA DE BARKIDEN (SBM.umismmimiiiiitisiiiiisimmisii

PERMEABILIDAD HIDRAULIC Avnnmmmans s s smnmsarmsmana

T

DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA PERMEABILIDAD DE MACROMOLECULAS ......c....... G2

CORRELACION CON MOIYELIS t1vtsuerivestsuessssessssssessssssessssssssssssssasses sossssstsssssssessassssssssessssosssssssssssessss
TRANSFERENCIA OXIGCENO Gttt s i i vt
PR

sessssssssEnsasnsun

SINTESIS DE LOS HIDROGELES CONFINADOS EN LAS MEMBRANAS L.vovieuiveeetiiesieeeesseesesesssesesenes

ESPECTROSCOPEA INFRARROTA o vismisia i b atanainin

DETERMINACION DE LA PERMEABILIDAD HIDRAULICA .vveteviseesesssssesssenssssesssrssssessssesessasseseenes
DETERMINACION DE LA PERMEABILIDAD DE SOLUTOS wuvtvuaeuiasssssesssssrissssssstsassrssesssessonsisssssenssns
DISENO DE UN DISPOSITIVO DE MEDICION w1eviteriicaeiiieesesseseresssesesstessessessseassssnsssssssssssassesssessastaseses |

TRANSFERENCIA DE OXIGENO 11itiririrereesseserstesisesssessiassssresssersserssssesesssssesssesssssasssesssstassssssessssssenes

S CTON TR TITTIRIIS LIS whvunsswessimisiasds sodistasssarssasssns i on o s 45974 aoa 43 sasn ihd w45 4 oA B 9SS S i
SINTESIS DE LOS HIDROGELES CONFINADOS EN LAS MEMBRANAS 1.vevveuivseesienseresseresesesssesesenes
ESPECTROSCOPIA INFRARRUT A s s i st
CARACTERIZACION SUPERFICIAL POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO .................
CARACTERIZACION FUNCIONAL ..eovvveevveeeeeseessesseessessessesssesssssesssensasssssnsnssmsssenssssnsssessessasnsssessasnsassnes
PERMEABITIDAD HIDRAULICA i i i s et i s s v v i o s
PERMEABILIDAD HIDRAULICA: COMPARACION CON MODELOS ...coccvvivieisiarenesissesesssssnsissessssens
TRANSPORTE DE SOLUTOS woviuettseeeseesseesesesesesessesesesesssssmesesessssesssesssessssssesesssssss soetessnsasesssesssessasessssnsa
TRANSPORTE DE SOLUTOS: COMPARACION CON MODELOS ....vecveieteneeereeesenseesessessseseacsensseseees
DB R R A G I LA ST TN TIDATE, i s st cssss 05 05 Vo0 G P e R
SELECTIVIDAD: COMPARACION CON MODELQOS DE LITERATURA ...cccveeeeeecteeeee e e eae e
TRANSEERENGIA: DE PLASMA SANGUINES rrinmismssmsnninas e asmssmmm
TRAN SRR RN A DR O RGBT cras oy rm ovisss v i s S st M e T s
METODO DE OXIDACION DE SULFITO Y BALANCE GASEOSO ..ot eeeteeeesseeeeaeaeseeeesesesens

METODO DINAMICO ((GASSING INY ..euiurmisrsesssriresssnssinessssmsssessasmsinsnsissssasssssssmsasssesssaiasasasesssessaiees

AR EE AR EE RS RN ERA N RN SRR AR

.05
69

86

4 PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL COMPONENTE BIOLOGICO........ 115



411
412
413
4.2

42.1
422
423
424
425
426
427
4.3

43.1
43.2
433
434
43,5
4.3.6
4.4

4.5

5 DISENO DE UN BIORREACTOR ..cccceueensnsieneesiassssenessncnsnesisinnne

ESTADO FISIOLOGICO DE LOS HEPATOCITOS 1vveseereessreesssesssesssrssssssesssssens

CONSUMO DE OXIGENQ 11vvtiieuiaresearssssssesesssssssssssesssisssssssssssessssssststessssssssssssssnesssasessssssasssesssassessssessss
ANALISIS METABOLICO DE LOS ESFEROIDES...ccciveesisenietessssseresssssnisessisosssssstossssssssssesssastssssasats
MATERTIALES ¥ METODOR i ciisisanssinsassnssnnanssinnssnsamiassssssansides isersasssassinsssdsmmss sosivass sosasas
ABLAMIENTO DE HEPATOUITOS watinnramimameimma sl simsinaininmmin e
NTABILID AD Y BUKCTONATIDATY. civeisvasieiisimerssriisusim s imisimsoiis
CULTIVO DE ESFEROIDES w.uvovivetesisssisesesesesssssesessssessssssisesssssssessssssssiesssssssssesssesssatesssssesasesssssesssssssens
CUANTIFICACION DE LA BIOMASA . ieurieiesrissrisssersssiassrsssrsissossnstsssisnsastossisniasassissatsssssssvorsssssnstssssensast
METABOLISMO Y DETERMINACION DEL ION AMONIO u.viveiseiereiiisessissesssisesseressssssssessssssssessssens
METABOLISMO Y DETERMINACGION DE DIAZEPAM w.cvveioeiereeeseeesesssesssesessseesesssssstesessssssesssessans
RESULTADOS wuiiisiseiisissiii i st coiomieaissatastivssivesavis
AISLAMIENTO Y PREPARACION DE LOS ESFEROIDES c.vvuviveuisieresssisssserssssnstisssssnsssssssssssessssessarsans
CUANTIFICACION DE LA BIOMASA tuiueteteieesisressrssiaesssressiaesssressesssssssstessassssstesssssesssesssssesasssssesssssss
CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES Y ADN TOTAL cvioisresienieerssssreresesesereseessssresssessens
ESTADO FISIOLOGICO DE LAS CELULAS wovevvtetviveetieeesevssesereseresesssesssssssssesssssssssesssssassssesssesssssesesesees 140
EVALUACION DEL CONSUMO DE OXIGEND coivviiieeeserereseressreresstesssesesstesssesesssssssssssssteseessssesssessans
EVALUACION METABOLISMO AMONIO Y DIAZEPAM .1vviririareeressesresssessessessssassrsssssessresessronssessans
GO CE U TSTOINIES s unswonnm snimsssnis s dui s i ey s B R s

seas

BEssEsasEERREESERERE RS

ssssssssssaREssRIRERES

ssssssas

.. 116

senas

124

116
123
124

125

29

129
131

134

134

135
35
138

139

141
141
146
147

151

5.1
5.1.1
5,12
5ES
5.14
5.2
521
5.3
5.3.1

5.3.2 EVALUACION DEL PROTOTIPO QUE CONTIENE EL COMPONENTE BIOLOGICO ..covevecereeens
.169
.170

5.4
5.5

e IR R o

DN T RO DU COTON s sssivinsiviesssssssis oo asss 8 ook s 64 a5 6 5 A S S B ke b
ASPECTOS CRITICOS DEL DISENO wouvuiueeiaissseusesiesssasessssssssessssssessssesss siessesssesssssesssessessesssessessssssnss
BIBCEION DE LA MEMBRARNA s s ms s s i e s s o isssaaiones
DISENO DE UN BIORREACTOR DE FIBRA HUEGCA ..cvsuuitasrassssasssasstinssssnssssssssssssssssassassssssassassssasas
ESQUEMA DE UN REACTOR DE FIBRAS HUECAS .u.cuuvetueuseressssssessessssiessessssssssesssesssssesssessesssesanss

MATERIALES ¥ METODIOR wiuiiinianiiintnioiionissaisiamsisisissnat ivansondossasassvosessvanss it riassiss iamniaso
PRI IO TIPS GBI ITTINS i sissnssdonsadbsinsossasosso s onss o s A R A i A S AR

RESULTADOS Y DISCUSION ...uvvtisereniessnessseesssssasassasssssssssssssssssssasssnsasssesssssnasssasssessses

PROTOTIPOS DESAREOLLATION ;i it i s s in i s

CONOCENISIONES iisissitansessisatsoinsthssssnibinmoeissisnesss tapististassians

een

T

enn

sassssannen

151
151
154

155

156

.157
J157
.160

161
169

173




61 CONSIDERACIONES visvasusainessonssssiinssisiisssnissmmss e s svssiimsisenavssaniorirsanmsiins T
6.1.1  CANTIDAD DE CELULAS Y SUS REQUERIMIENTOS cuvivvseveeseveressssssssssessassssssssssssssasessesssssssssssassesss L 13
62 ICATCULODEL ESEATADS  ciammismnnnsnmmmsissasmmarmiiamassnaimsnnsavivesevsicn LI

0.3  REFERENCIAS . tiuietnitttiesternsssssasisasssssssantasssssssssssasstassssstesssssssssssassssssssssssssssssssssnsasassssasassss LT

I~

leo

8.1 ANEXO 1: METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE DIAZEPAM Y SUS

BT ATOT LTINS s i 58054 54 5455 8 S R RS 0 A o R b Wy s e wnrsimas DL
8.1.1  ANALISIS CUALITATIVO / CUANTITATIVO ceuurucvueacreeassensssessssessssessesssessssessssessesassesassessssessssesssssssnes 181
8.1.2 PFUNDAMENTOS DE LA SEPARACION ...iuciiiiiiiniiaiivassivassivasssiossssosissosissiosssiossssossssossssassossisossinassiness 182
8.1.3  PROCEDIMIENTO PRACTICO wevueueeeeeeeesesessesessesssessssessssessesessssessessssessesessesssesnssessesessesessessesessesessesees 180
8.2 MATERIALES Y REACTIVOS :iiviciiiicisasisasassvinsioniassiriosssinsinsssoraiaaiivstonsinsisnivemssasstonssasinssions 187
8:3 RESULTADOS ciuivwsvice it s iaiinmnivnasas: 188

B ORI A TR TR LA B A S M oo biersess G s s O S e s s 1

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


1 SISTEMAS DE SOPORTE HEPATICO

1.1 LA IMPORTANCIA DEL HIGADO

Desde hace siglos se conoce de la complejidad biologica del higado. Si bien muchos procesos
especificos que lleva a cabo atn no son entendidos, es claro que el higado ocupa un lugar central

en el metabolismo corporal manteniendo la homeostasis.

Su diversidad de funciones abarca los procesos de sintesis, deposito y biotransformacion de
biomoléculas como proteinas, glicidos y lipidos, entre otras. Entre las proteinas que sintetiza,
la albumina es la mas abundante, otras son el fibrinégeno y los factores de coagulacion 11, 'V,
VI, IX y X. Es un deposito de glucogeno, que se transforma en glucosa por medio de la
glucogenolisis para proveer energia de manera inmediata. Una de las funciones mas cruciales es
la detoxificacion, el higado transforma metabolitos potencialmente peligrosos, toxinas y exceso
de hormonas en compuestos hidrosolubles menos peligrosos por su facil eliminacion. Uno de
estos compuestos es la urea, formada a partir del amoniaco, sustancia toxica que proviene de la
desaminacion de aminoacidos. Entre otros ejemplos se puede citar ¢l metabolismo del

colesterol y triglicéridos, y de xenobioticos, como medicamentos y toxinas.

Todas estas funciones hepaticas mencionadas son llevadas a cabo por diferentes tipos celulares,
aunque el principal son los hepatocitos. Un higado adulto sano tiene una masa aproximada de
1.500 g y contiene alrededor de 100 x 10° hepatocitos, que representan 2/3 de la poblacién
celular hepatica (Gautier and Legallais 2009). El tercio restante lo constituyen células
endoteliales, las células de Kupfter (macrofagos especializados), y las células de Ito (repositorio
de lipidos y vitamina A, entre otras funciones). Estos dos tltimos grupos celulares representan

cada uno alrededor del 2 % de la masa hepatica.

1.2 LAS COMPLICACIONES HEPATICAS

La falla hepatica es un sindrome causado por una necrosis hepatica masiva, por lo que el higado
ya no puede cumplir sus funciones normales. .a misma puede clasificarse en dos grandes

categorias:

o Falla bepatica fulminante (FHF), también denominada falla hepatica aguda que se define

como el desarrollo rapido de dano hepatico (sin una enfermedad hepatica existente)



o Falla bepdtica aguda sobre cronica (FHAC), que ocurre como consecuencia de una

enfermedad hepatica preexistente.

La insuficiencia hepatica produce una hipoglucemia (por un desbalance de gluconeogénesis y
glucogenolisis) y la elevacion de los niveles plasmaticos de numerosas sustancias como
bilirrubina, amoniaco (el ciclo de la urea no se completa), lactato, acidos grasos libres y
aminoacidos aromaticos. lLa acumulacion de estas sustancias puede originar otras
complicaciones como falla renal, hipotension severa, edema cerebral, encefalopatia hepatica y
susceptibilidad a infecciones, y finalmente una falla multi-organica (Sass and Shakil 2003).
Adicionalmente el aumento de la concentracion plasmatica de estos metabolitos pueden dafiar

aun mas al higado, originando un circulo vicioso (Gautier and Legallais 2009).

Si bien la FHF es relativamente rara, tiene una mortalidad muy alta, llegando al 80-90 % (Lee,
2003). El trasplante hepatico es la tnica terapia efectiva, aunque entre el 15-30 % de los casos
ocurre regeneracion hepatica si el paciente esta bajo el tratamiento médico adecuado. Ademas,
es muy dificil de predecir la capacidad regenerativa del higado, porque ademas depende

fuertemente de la etiologia.

La falla hepatica cronica es la enfermedad mas comun, donde el dano a los hepatocitos les impide
cumplir con su funcion de detoxificacion (entre otras). Cuando ésta evoluciona negativamente
¢l cuadro se denomina FHAC, y la terapéutica médica en este caso se focaliza en controlar el
avance del dafio y sostener al paciente hasta que se realice el trasplante hepatico (Plevris, Schina
et al. 1998). Respecto de la capacidad de regeneracion hepatica, dificilmente se ha observado
mejora cuando se ha diagnosticado FHAC (Koniaris, McKillop e /. 2003) (Black, Lyman e/ a/.
2004).

1.3 ETIOLOGIA DE LA FALLA HEPATICA

La etologia condiciona la agudeza del dafio celular, que no necesariamente esta ligado al
pronostico de la falla hepatica y la sobrevida. El diagnostico preciso del origen de la enfermedad
puede ser crucial para determinar el tratamiento adecuado. Las causas mas comunes de la falla
hepatica cronica son hepatitis C, enfermedad de higado graso (inducida y no inducida por
alcohol) y hepatitis B (Kim, Brown ez a/. 2002). Otras etiologias incluyen colangitis primaria
esclerosante, cirrosis biliar primaria, deficiencia de w«-antitripsina, hepatitis autoinmune,
hemocromatosis hereditaria y cancer hepatico. Las principales causas identificadas de falla
hepatica fulminante incluyen sobredosis de paracetamol, reaccion idiosincratica a drogas, y

hepatitis A y B. (Lee 2003). Por otro lado, la etiologia varia segin la region geografica
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considerada: Por ejemplo en nuestro pais, es notable el virus de hepatitis A como agente causal
de la encefalopatia hepatica fulminante en la poblacion pediatrica, siendo la causa del 20 % de

los trasplantes hepaticos, con una supervivencia del 64 % después del afio de vida.

1.4 TERAPIA ACTUAL: EL TRASPLANTE HEPATICO

El trasplante hepatico es la unica solucion posible por el momento, revirtiendo la mortalidad,
por lo que es la terapcutica aplicada mas frecuentemente. Los pacientes con FHF son
ingresados en la lista de espera con status 1 (segun los criterios establecidos por la resolucion
N° 112/05 del INCUCALT") para ser trasplantados, como también aquellos con falla primaria
del higado o trombosis de la arteria hepatica del higado trasplantado, por la situacion critica de

expectativa de vida sin trasplante.

El orden en la lista de espera se determina de acuerdo a las condiciones clinicas fijadas para
evaluar el riesgo de vida. Con la finalidad de garantizar la equidad distributiva, los pacientes se
categorizan (y recategorizan permanentemente) con un sistema de puntuacion MELD /PELD.
La calificacion MELD (Modelo para Enfermedades Terminales del Higado) se utiliza para los
pacientes mayores de 16 anos y esta basado en resultados de laboratorio; y 1a calificacion PELD
(Modelo para Enfermedades Terminales del Higado en Pacientes Pediatricos) para menores de

dicha edad, basada en resultados de laboratorio, peso y talla.

A pesar de la efectividad del trasplante hepatico en la supervivencia en corto plazo de los
pacientes con FHF, la utilidad de esta terapia sigue siendo limitada debido a la escasa
disponibilidad de organos. Ademas, los pacientes con FHAC frecuentemente no son elegibles

para trasplante.

Los higados para trasplante provienen de donantes con muerte encefalica y fracciones hepaticas
de donantes vivos y cadavéricos (Brown 2005). El trasplante hepatico parcial esta basado en la
capacidad de regeneracion del higado en mamiferos y la habilidad del cuerpo de regular la masa
hepatica. Este proceso de regeneracion ha sido muy estudiado, sin embargo es dificil de
controlar clinicamente y se han presentado problemas biliares y vasculares (Brown 2005). Un
agravante es la creciente divergencia entre el nimero de 6rganos disponibles y el nimero de
pacientes en lista de espera, por lo que las distintas estrategias quirargicas no podrian satisfacer

esa demanda. En la Argentina, en el afio 2015, se realizaron 3477 trasplantes de donante

| Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacién e Implante.

2 De los cuales 331 corresponden a trasplante hepatico y 16 a trasplante hepato-renal.



cadavérico y 35 trasplantes de donante vivo. Pero se contabilizan mis de 1.258’ pacientes en

lista de espera, segun cifras oficiales del INCUCAIL

1.5 TERAPIAS ALTERNATIVAS: DISPOSITIVOS DE SOPORTE HEPATICO

Asi como existen opciones de soporte para pacientes con fallas en otros 6rganos: hemodialisis
y dialisis peritoneal para falla renal, membrana de oxigenacion extracorporea para falla
respiratoria, dispositivo de asistencia ventricular para falla cardiaca, y nutricion total parenteral
para falla intestinal, no existe ain un dispositivo efectivo para pacientes con falla hepatica aguda

que evite el trasplante hepatico.

El desarrollo de este tipo de tratamientos temporales tiene como objetivo restituir las funciones
hepaticas y en el mejor de los casos la regeneracion del higado, o bien como terapia puente para
los pacientes que aguardan un trasplante (Gautier and Legallais 2009). Estos dispositivos
también pueden ser utilizados de manera transitoria en caso de una disfuncion luego de un
trasplante hepatico, o luego de una reseccion hepatica, para estabilizar las condiciones clinicas
del paciente. Los dispositivos de soporte hepatico pueden clasificarse en dos grandes grupos

(Figura 1):

e Dispositivos “artificiales”, puramente sint¢ticos enfocados en la funcion de

detoxificacion basada en mecanismos fisicos y quimicos.

e Dispositivos “bio-artificiales” que incluyen ademas un componente biologico, con

utilizacion de células o tejidos para cubrir mayor cantidad de funciones hepaticas.

Dispositivos de soporte

hepdtico
r : . 1
bio-artificial
artificial (hibrido)
—-— i N— 1 - I | 1
adsorcién C dialisis plasmaféresis membranas perfusiin ‘ atrapamiento
*resina de intercambio idnico *clasica (UF) -
*carbon activado *h j
| emofiltracién
*selectivo
dispositivos
| especificos

Figura 1: Clasificacion de dispositivos de soporte bepdtico.

3 Agosto de 2016.



1.6 DISPOSITIVOS ARTIFICIALES

Por afios se asumio que la mayoria de las toxinas que producian la encefalopatia asociada a la
falla hepatica eran pequenas moléculas dializables, por lo que los primeros desarrollos en
dispositivos de soporte hepatico se basaron en la detoxificacion de la sangre, con
consideraciones similares al reemplazo renal. Estos sistemas se basan en principios fisicos y
quimicos: la difusion y la conveccion a través de una membrana porosa denominada
“semipermeable”, y la adsorcion. La difusion corresponde al transporte de pasivo de solutos,
sin movimiento de fluidos, por el efecto de un gradiente de concentracion entre la sangre o
plasma que se encuentra en un compartimento y el fluido (dializado) de otro compartimento.
En cambio, durante procesos que involucran filtracion, como en la ultrafiltracion (UF), ocurren
fenébmenos convectivos con el transporte de fluidos junto a los solutos entre los
compartimentos. En el caso de la UF se aplica un gradiente de presion positivo, llamado presion

transmembrana, que es la fuerza impulsora del proceso.

En el caso de la adsorcion uno o varios solutos del plasma son retenidos, por mecanismos

fisicos o quimicos, en la superficie de un solido poroso particulado.

Los dispositivos artificiales se pueden clasificar en especificos y no especificos segin su

selectividad de remover sustancias de la sangre y asi intentar cubrir la funcion de detoxificacion.
1.6.1 Dispositivos artificiales no especificos

1.6.1.1 Diilisis: Hemodiilisis convencional

[.a hemodialisis fue introducida en la década de 1950 como una técnica exitosa para tratar la
falla renal al remover toxinas urémicas de PM menor a 5 kDa mediante difusion molecular a
través de una membrana semipermeable. Este mismo fundamento fue aplicado a pacientes con
falla hepatica, como un intento de remover sustancias dializables, toxinas de bajo PM como ¢l
amoniaco, supuestamente causantes de la encefalopatia. Si bien se observaron mejoras en la
funcién neurologica por la aplicacion de esta terapia, no ocurrié lo mismo en la supetrvivencia

del paciente.

Se llegd a la conclusion que esta técnica no es eficaz en eliminar bilirrubina u otras toxinas
unidas a la albumina plasmatica. Las membranas utilizadas son de material celulésico u otros

polimeros biocompatibles.
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1.6.1.2 Adsorcion: hemoperfusion

Como la hemodialisis remueve solo toxinas hidro-solubles, la hemoperfusion fue introducida
en los anos ’60 para incrementar la eficiencia de la dialisis haciendo circular la sangre sobre un
material adsorbente como el carbon activado, resinas sintéticas y resinas de intercambio i6nico.
El carbon activado remueve moléculas unidas a proteina en un rango de 0,5 a 5 kDa, pero
requiere un recubrimiento con albimina o la encapsulacion en geles hidrofilicos para evitar la
activacion del sistema de complemento y la remocion de plaquetas y leucocitos. Las resinas
sintéticas remueven moléculas lipo-solubles y unidas a proteina, mientras que las resinas de
intercambio i6nico remueven compuestos ionicos y organicos. No es un sistema selectivo, y

tampoco se observo mejoria en la supervivencia de pacientes tratados con este dispositivo.

1.6.1.3 Intercambio plasmitico

Propuesto como una alternativa al reemplazo hepatico por Castino (Castino, Scheucher ef 4.
1976), y consiste en reemplazar el plasma del paciente (que es separado por centrifugacion o
filtracion) por plasma fresco congelado. La técnica no es selectiva, y necesita cantidades

importantes del liquido de sustitucion plasmatico.

1.6.2 Dispositivos artificiales especificos

Los métodos anteriores fueron desarrollados para remocion de toxicos en sangre. Sin embargo,
luego de verificarse el mejoramiento transitorio en los pacientes, se comprobo que esto no se
reflejaba en una mayor supervivencia (Hughes and Williams 1993). Entre otras posibles causas
de la poca eficacia de estos métodos es que no eliminan las toxinas unidas a la albumina
(transportador plasmatico natural). Para cubrir esta necesidad se disefaron dispositivos
“especificos”. Muchas endotoxinas que se unen a la albamina se acumulan en la falla hepatica,
entre ellas podemos nombrar a los aminoacidos aromaticos, acidos biliares, bilirrubina,
sustancias tipo digoxina, benzodiacepinas endogenas, indoles, mercaptanos, acidos grasos de
cadena corta y mediana, oxido nitrico y prostaciclinas. Se postula que la eliminacion de estos

metabolitos podria frenar este circulo vicioso de deterioro hepatico y general.

Por otro lado, muchas de las sustancias removidas no selectivamente incluyen algunas cuyo rol
metabolico es importante en la evolucion favorable de estos casos, como factores de
coagulacion, factores de crecimiento, etc. (O'Grady, Gimson ¢ a/. 1988; McGuire, Sielaff ¢ a/.
1995). A su vez, las columnas de carbon activado pueden provocar activacion de leucocitos con
la consecuente liberacion de citoquinas ocasionando un sangrado y diseminacion de coagulos

(Allen, Hassanein e al. 2001).
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Lo ideal entonces, serfa generar mecanismos humorales y moleculares de regeneracion hepatica
con reduccion de niveles plasmaticos de sustancias que inhiban la regeneracion, como el factor

de crecimiento transformante (TG 3)(Suh, Lilja ¢/ al. 1999).
1.6.3 Disenos de dispositivos artificiales especificos

1.6.3.1 System Liver Dialysis Unit® (Hemocleanse, EEUU)

Basado en una combinacion de la hemodialisis y la hemoperfusion, este es un proceso en el
cual la sangre pasa a través de una membrana de dialisis que esta rodeada de una suspension de
particulas adsorbentes. L.a remocion selectiva de ciertas sustancias organicas es similar a la
alcanzada por la hemoperfusion, pero con una mayor capacidad de union debido a que las
particulas presentan un area mucho mayor. La biocompatibilidad es similar a la hemodialisis y
mejor que la hemoperfusion directa, La limitacion del sistema es que las sustancias unidas a la

albimina no atraviesan la membrana de dialisis.

1.6.3.2 Sistema de recirculacion de absorbentes moleculares, MARS® (Terakiin AG,

Alemania)

Combina mecanismos de difusion y adsorcion. Consiste en dos circuitos de dialisis separados.
El primero de ellos es un dializador con un modulo compuesto por una membrana

semipermeable con poros de 50 kDa.

La membrana separa el circuito de la sangre del paciente del compartimento donde circula
albumina exdgena. El segundo circuito consiste en una maquina de hemodialisis y se emplea
para limpiar la albumina del primer circuito antes de que vuelva a circular a J]a membrana

semipermeable en contacto con la sangre del paciente.

El Sistema MARS puede retirar una buena patte de las toxinas, como amoniaco, acidos biliares,

bilirrubina, cobre, hierro y fenoles (Figura 2).



Membrana Membrana
MARS® de dialisis

i —

®  Hemofiltracién /
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Columna de  Columna
Intercambio  de carbén

idnico activado
II J| |II |
\Ir T
Circuito Circuito Circuito
sangre albumina dialisis

Figira 2: Sistema MARS®, en ¢l sistema de membranas del primer circuito, fas toxinas nnidas a la albimina
plasmadtica difunden uniéndose a la membrana MARS® y luego a la albiimina exdgena. Adaptado de (Jalan, Sen et
al. 2004) y (Gautier & Legallais 2009).

1.6.3.3 Sistema de diilisis con albiimina de un solo paso, SPAD"

Muy similar al MARS®, con la diferencia que la albimina no se regenera. Simplifica
notablemente el equipamiento necesario, ya que se utilizan maquinas de terapia de reemplazo
renal estandar. La sangre del paciente se dializa contra una solucion de albimina con flujo en
direccion contraria, la cual es desechada después de pasar por el filtro, por lo que requiere una
cantidad importante de albamina (Figura 3). En una comparacién i vitro de los sistemas SPAD®
y MARS” se encontré que el primero lograba una disminucién mucho mayor de amoniaco,
pero no se hallaron diferencias notables en otras sustancias hidrosolubles (Peszynski, Klammt

et al. 2002).



Solucion de
dialisis
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Figura 3: En el sistema SPAD® el plasma del paciente es dializado contra una selucion de albiimina 4,4 %o que es
desechada lnego de un tinico uso. Adaptado de (Rozga 2006)

1.6.3.4 Sistema Prometheus® (Fresenius Medical Care)

Se basa en la dialisis contra albumina y la separacion y adsorcion de plasma fraccionado. Este
sistema consta de dos circuitos (Figura 4). En el circuito primario se separa una fraccion de
plasma (con toxinas unidas a la albimina plasmatica), mediante la membrana Albuflow” de 250
kDa de tamano de corte, valor intermedio entre los sistemas de hemodialisis y plasmaféresis.
La albumina fraccionada pasa por dos columnas colocadas en serie, donde las toxinas unidas
son retenidas por adsorcion, una adsorbe sustancias lipofilicas como acidos biliares, fenoles y
aminas aromaticas, y la otra columna eclimina toxinas cargadas negativamente, como la

bilirrubina.

El circuito secundario dializa la albumina contra solucion fisiologica para remover sustancias
hidrosolubles. La fraccion de plasma purificado retorna al circuito primario. No hace falta

albimina exogena.
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Fignra 4: Esquema del sistema Promethens. B plasma es fraccionado mediante una membrana permeable a albinina
que luego es detoxcificada con dos columnas adsorbentes y reforna al plasma. La sangre reconstitnida es dializada antes

de ser reingresada al paciente. Adaptado de (Rozga 2006)

1.7 SISTEMAS BIOLOGICOS

Los sistemas artificiales especificos han tenido un éxito limitado, debido a que sus funciones
son solo unas pocas de las que tiene un higado. Como se menciono anteriormente, el higado
presenta un complejo conjunto de mas de 500 funciones, incluyendo procesos de
detoxificacion, sintesis y procesos metabolicos. Se sabe que el sindrome de FHF no esta solo
determinado por la falla en la detoxificacion hepatica, sino también por la falla del higado en
sus funciones de sintesis y regulacion (Lee, Squires e/ al. 2008).

Para proveer todas las funciones hepaticas conocidas (y aun las no conocidas) se han propuesto
desde la ingenieria de tejidos, como alternativa al trasplante y a los dispositivos no-biologicos,
terapias con células. Estas terapias incluyen los dispositivos de higado bio-artificial
extracorporeos clasificados en la Figura 1, y otras intervenciones como trasplante de células,
injertos xeno-transgenicos, y construcciones hepatocelulares implantables. Para comparar estas
estrategias se debe considerar la capacidad de cada uno en reemplazar las funciones del higado

consideradas clave en el desarrollo de la falla hepatica:
1) Estabilizacion de la funcion neurologica, hemostatica y hemodinamica.
2) Detoxificacion de metabolitos endogenos y compuestos exogenos.

3) Biosintesis
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El trasplante de células mediante inyeccion en principio se trata de una metodologia sencilla,

pero tiene las siguientes dificultades:
1) La disponibilidad de cantidad suficiente de células hepaticas humanas diferenciadas

2) El problema aun no resuelto de inyeccion de una gran cantidad de células (10 % de la

masa del parénquima normal) donde exista un buen suministro de sangre.

3) Otros inconvenientes asociados al método y lugar de inyeccion, y el porcentaje de

anidacion (Chamuleau, 2009).

Otras alternativas se basaron en perfusion de higado entero para un sistema de perfusion
extracorporeo (Otto, Pender ¢ a/ 1958) y perfusion de una porcion de higado (rebanada)
(Yarmush, Dunn ef 2/ 1992). Si bien estos métodos han mostrado algunos beneficios son

dificiles de implementar clinicamente a gran escala.

Idealmente, la solucion final seria el trasplante de un higado construido por ingenieria de tejidos
que se asemeje lo mas posible al original. Esto implicaria un co-cultivo polarizado y estratificado
de células parenquimales y no parenquimales, en una estructura con sistema vascular y biliar.
En la actualidad estos desatrollos estan recién iniciandose, por lo que la segunda mejor opcion
al trasplante hepatico es el tratamiento con los actuales higados bio-artificiales, que se conectan

de manera extracorporea a la circulacion sanguinea sistémica del paciente.

1.7.1 Dispositivos bio-artificiales extracorporeos (Bioartificial Liver, BAL)

Los actuales sistemas hibridos o bio-artificiales estan formados por dos componentes: uno
biologico (células del parénquima hepatico), y uno sintético, que preserve la viabilidad y funcion
de las células, y medie el transporte de nutrientes y metabolitos entre las células y el organismo

hospedador.

1.7.2  Células para terapias celulares

Para el disefio de un dispositivo bio-artificial puede considerarse diferentes fuentes celulares y
tipos de cultivos:

1.7.2.1 Hepatocitos primarios

Las células pueden ser obtenidas de tejidos autdlogos, homaologos o heterdlogos, que son
disociados y cultivados para obtener el numero de células necesarias para la terapia. Si bien la
fuente de primera opcion seria el tejido autologo, la expansion de hepatocitos autologos en

pacientes con falla hepatica no representa ventajas por los siguientes motivos:
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1) Laenfermedad subyacente, como por ejemplo un carcinoma hepatico o hepatitis, puede
ser trasmitida al sistema de soporte hepatico.

2) La falla hepatica es un fenomeno agudo, v crear masa hepatica a partir de unos pocos
gramos # vitro podria requerir mucho tiempo.

3) La remocion de tejido sano de un paciente representa una situacion critica que podria

empeorar aun mas el cuadro y poner en peligro la vida del paciente.

El uso de células de origen xenogénico esta limitado por los problemas inmunologicos que
conllevan, por lo que se debe considerar la existencia de una barrera entre las células y el
paciente (ya sea mediante membranas en un reactor de fibra hueca o por encapsulamiento de
las células); la modificacion genética de las células para que no sean susceptibles a ser atacadas
por el sistema inmunologico del hospedador (Argibay, Di Noia e/ a. 2002) o la
inmunosupresion del hospedador, como se realiza en los trasplantes de 6rganos. En el caso de
las células xenogénicas, las células porcinas son una de las primeras opciones, por su similitud
anatomica con el ser humano y la disponibilidad de criaderos con las condiciones bioseguridad
necesarias. Los primates no humanos también fueron considerados en el pasado como fuente
potencial de tejido hepatico, pero la FDA" desalent6 su uso. Una gran ventaja de los hepatocitos
porcinos es que pueden ser criopreservados, mejorando atn mas su disponibilidad, y evitando
contaminaciones por cultivos de largo plazo. La criopreservacion esta asociada con la apoptosis
iniciada por la proteina caspasa, por lo que se agregan inhibidores de la misma (ZVAD-fmk)
(Yagi, Hardin e /. 2001). En muchos dispositivos BAL se han utilizado hepatocitos primarios
porcinos, pero la utilidad de esta fuente xenogénica esta restringida por su inmunogenicidad
debido a la presencia del epitope carbohidrato Gal a(1-3)Gal en la superficie de las células
porcinas (Baquerizo, Mhoyan ¢/ al, 1999; van de Kerkhove, Germans e a/., 2005) y el riesgo de
transmision de agentes infecciosos como el retrovirus enddgeno porcino (PERV), el
citomegalovirus porcino (PCMV) y el virus herpes linfotrofico porcino (PLHV). Ademas de los
problemas inmunologicos, las proteinas porcinas no llevan a cabo exactamente las mismas

funciones que sus equivalentes humanas.

* Food and Drug Administration, es la agencia del gobierno de los Estados Unidos responsable de la
regulacion de alimentos, medicamentos, cosméticos, aparatos médicos, productos biologicos y

derivados sanguineos.
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1.7.2.2 Hepatocitos inmortalizados

Otra opcion posible es la utilizacion de lineas celulares de hepatocitos inmortalizados, como
HepG2 (hepatoblastoma humano)(Liu, Pan ¢f af, 1999), HepLiu (inmortalizado con CV40) y
hepatocitos fetales humanos inmortalizados (Yoon, Lee ¢ 4/, 1999). Sin embargo, se ha
sugerido que estas cclulas carecen de la funcionalidad completa de un hepatocito adulto, y existe
el riesgo de transmitir factores oncogénicos al paciente en el caso de una aplicacion clinica. Por
ello, se han considerado lineas inmortalizadas condicionalmente y la incorporacion de genes
suicidas inducibles, como medida potencial de precaucion. Otra linea celular en desarrollo es la
HHY41, que retiene muchas de las funciones especificas del higado, como sintesis de proteina,
gluconeogénesis y actividad del citocromo P450 y una resistencia marcada al acetaminofeno
(Kono, Yang ¢ al. 1995; McCloskey, Edwards ¢z a/. 1999; McCloskey, Tootle ¢/ a/. 2002). Si bien
las lineas celulares obtenidas tienen una capacidad proliferativa y diferenciacion elevadas,
tienden a perder sus funciones criticas, como el metabolismo de drogas y amonio, cuando son
comparados  vitro con su contraparte de cultivo primario, lo que limita su utilizacion en

dispositivos de este tipo (Cascio, 2001).

1.7.2.3 Células troncales

Las células troncales o embrionarias son células pluripotenciales. Dentro de éstas se consideran
las de origen embrionario y las adultas. Las células ovales y los hepatoblastocitos fetales también
son una posible fuente celular: El desarrollo hepatico ocurre a través de una diferenciacion de
las células precursoras hepaticas, llamadas hepatoblastocitos, los cuales muestran una capacidad
de diferenciacion bi-potencial, definida por su habilidad de diferenciarse tanto a hepatocito
como a cclulas epiteliales del ducto biliar (colangiocitos) (Lemaigre & Zaret, 2004).
Notablemente, en algunos tipos de dafno celular severo y cronico, una poblacion de células
adultas, denominadas células ovales, que comparten muchos caracteristicas fenotipicas y
propiedades funcionales con los hepatoblastocitos fetales, median la reparacion del higado, a

través de un programa de diferenciacion similar (Sell, 2001).

Las células madre adultas autdlogas o alogénicas o células precursoras podrian servir como una
alternativa, pero es necesaria su diferenciacion en células maduras funcionales en un numero
relevante (~1-2x10" células). No existe algin reporte hasta el momento de expansion exitosa
de células troncales ex 2vo. Factores como formulacion de medios de cultivo, suplementacion
con factores de crecimiento, microambiente adecuado (He, Tan e/ /. 2003; Lowes, Croager e/
al. 2003; Semino, Merok et al 2003; Suzuki, Iwama e 4/ 2003) son decisivos para la

diferenciacion de células troncales adultas en hepatocitos maduros 7 2itro, y todo ello involucra
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un costo muy elevado. Los hepatocitos fetales tienen velocidades de mitosis alta, independiente
de estimulos endogenos, por lo que seria una fuente ideal de células de higado alogénicas.
Recientemente Sangeeta Bhatia y su equipo identificaron una docena de compuestos que
pueden mantener la funcion normal de los hepatocitos, promover la division celular o ambos.
Dos de estos compuestos permitieron incluso la diferenciacion de células madre pluripotentes

inducidas (IPS por su sigla en inglés) en hepatocitos (Shan e/ al, 2013).

Tanto en las IPS como en el resto de células troncales, el desafio sera dirigir y mejorar la
diferenciacion, particularmente en sistemas multicelulares. Como primer objetivo se contempla
la estabilizacion de las funciones de hepatocito, con sefiales del microambiente como
mediadores solubles, interacciones células-matriz extracelular e interacciones célula—célula. En
conclusion, el riesgo de tumorigenicidad, la diferenciacion incompleta y los dilemas éticos

podrian limitar su aplicacion en clinica.

En la Tabla 1 se resumen los origenes celulares posibles para disposirivos de soporte hepatico

con los aspectos criticos inherentes a cada origen celular.

Tabla 1: Origenes celulares posibles para dispositivos de soporte heptico

Origen celular Aspectos criticos

Disponibilidad, expansion,

Hepatocitos primarios inestabilidad fenotipica,
Humanos, xenogénicos inmunogenicidad, seguridad
(xenozoondtica)

Lineas de hepatocitos inmortalizados

Funciones, estabilidad genémica,
Derivadas de tumores, SV40, telomerasa, ]
_ . seguridad (tumorigenicidad)
inmortalizadas espontancamente

Células troncales

Disponibilidad, diferenciacion
Embrionarias, progenitores hepaticos

eficiente, inestabilidad fenotipica,
(hepatoblastocitos, células ovales) otros linajes _ o _

) . ) inmunogenicidad, seguridad
(progenitoras hematopoyéticas, progenitoras
) ) (tumorigenicidad)

plutripotenciales adultas)
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1.7.2.4 Técnicas de cultivo

Las células hepaticas son anclaje-dependientes, se cultivan sobre soportes planos o micro-
portadores o bien en agregados celulares, cuyo interés ha crecido dltimamente debido a su

capacidad para conservar la micro estructura tisular similar a la nativa,

Los agregados celulares son camulos de cclulas cuya estructura varia en funcion de la técnica
de cultivo empleada para formarlas. Pueden ser desde un simple grupo de células apenas unidas
entre si, hasta una estructura totalmente estratificada y polarizada. En el cultivo de agregados
esféricos de hepatocitos (esferoides) se observa conservacion de la polaridad, la estructura
tisular tridimensional e incluso canaliculos biliares. Estos retienen caracteristicas morfologicas
del estado ## vive, y de ese modo mantienen la viabilidad y funciones metabdlicas por mayor

tiempo que los cultivos en monocapa (Tong, Sarrazin ef al. 1994).

Para la generacion de esferoides se utilizan desde soporte no adherentes, como el poli (2-
hidroxietil metacrilato) (poliHEMA) hasta el auto ensamblado en frascos agitados (Sakai,
Naruse ¢f al. 1996). Los hetero- esferoides, compuestos por hepatocitos y células hepaticas no
parenquimales, tuvieron aun mejor viabilidad y actividades de detoxificacion especificas

(Yamada, Kamihira e a/. 2001).

Actualmente se utiliza cada vez mas frecuentemente la técnica de cultivo en organoides,
consistente en cultivo de hetero-esferoides con citoquinas, como el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), y la dexametasona que
favorecen la formacion de una arquitectura similar a la 7z »ivo  (Michalopoulos, Bowen ef 4.
2001). Como es de esperarse, esto mejora aun mas la funcionalidad y diferenciacion celular,
pero debe tenerse en cuenta el tamafio del mismo, ya que si es mayor a un tamano critico se
observa necrosis celular en el centro, por problemas de transferencia de oxigeno y nutrientes
(Glicklis, Merchuk e al 2004). Los esferoides hepaticos no estan aislados per se
inmunologicamente, por lo que usualmente son inmovilizados en un reactor de fibra hueca

(Lorenti, Barbich et al. 2003; Gan, Zhou ef al. 2005).

1.7.3 Disefios de dispositivos de soporte hepatico bio-artificiales

Estos dispositivos son biorreactores cuyo disefio deberia simular el ambiente fisiologico in vive,
como los parametros bioquimicos (pH, temperatura, concentracion de nutrientes y
metabolitos), las velocidades de transferencia de materia, fuerza de corte y condiciones
bioquimicas. Se han disefiado diferentes tipos de biorreactores para satisfacer estas necesidades,

desde sistemas de fibras huecas y dializadores semipermeables hasta biorreactores mas

15



complejos que intentan reproducir la estructura tridimensional del higado. Sin embargo, la
mayoria ha presentado limitaciones, ya sea en que ofrecen un ambiente sub-optimo para el

crecimiento celular, o porque la funcién celular no ha sido reproducible.

Con respecto a los disenos de BAL mas implementados, como se menciono en la Figura 1 se
pueden clasificar en tres clases principales: reactores de membranas planas y fibra hueca,
reactores de lecho perfundido o perfusion directa en una matriz porosa y reactores en

suspension con encapsulamiento de células.

A continuacion, se hara una breve descripcion con las ventajas ¢ inconvenientes que presenta
cada uno. En la Figura 5 se esquematizan los disenos mas utilizados, donde predominan los
disefios de membranas, y en algunos casos se combinan membranas con atrapamiento y

perfusion.
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Figura 5: Esquemas de diferentes configuraciones de BAL: a) formando un sandwich entre dos membranas planas; b)
célnlas atrapadas en coldgeno, en el lumen de una mentbrana en configuracion fibra buecay ) adberidas a la superficie
externa de menibranas en fibra hueca; d) en agregados o estructuras tipo esferoides; e) adberidas a microportadores; f) en
un entrecruzamiento de fibras huecas, donde cada membrana cumple una funcion; g) en membranas Multibore® (fibra
gue contiene 7 capilares individuales); y b)agregados de bepatocitos y fibras de acetato de celulosa embebidos en coldgeno.
El intercambio de moléculas entre el plasma y los hepatocitos es a fravés de la membrana y el hidragel en i) hepatocitos
miicro-encapsuladas; j) matriz de poliéster enrollada donde se adbieren las células en contacto directo con el plasma. Se
intercalan fibras hiecas para la oxcigenacion en un &) sistema perfusivo dondelos agregados de hepatocitos estdn
smovilizados y el plasma o sangre del paciente circitla del centro a la periferia. Adaptados de (Park &> 1ee 2005) y
(Diekemann, Bader et al. 2006).

1.7.3.1 Sistemas de membranas planas

Los cultivos en reactores de membranas planas (Figura 5.a) permiten un cultivo de alta densidad
con una buena oxigenacion, similar a las condiciones i vivo. Sin embargo, la falta de estructura
tridimensional induce la pérdida de la actividad metabolica en el corto plazo por la forma de
cultivo en monocapa. De Bartolo propuso un disefio donde se co-cultivaron hepatocitos
porcinos y otras células no-parenquimales dentro de una matriz extracelular entre dos

membranas poliméricas permeables a oxigeno. Los hepatocitos conservaron su polaridad y
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funcion (De Bartolo & Bader, 2001). Otro ejemplo son hepatocitos de rata atrapados en un

hidrogel de colageno (formato sandwich) (Schuetz, Li e @/, 1988; Dunn, Yarmush ez 4/, 1989).

Los reactores con la configuracion en membranas planas, considerada para un dispositivo de
soporte hepatico presenta la desventaja de tener un volumen muerto muy grande, baja relacion
area /volumen y su proteccion frente a virus y células xenogénicas es dependiente del tamafio
de poro de la membrana. Estos modelos estan siendo utilizados como modelo de metabolismo

de drogas (Bader, Fruhauf ¢ a/ 1998).

17.3.2 Sistemas de membranas en tipo fibra hueca

Estos reactores consisten en un cartucho de fibras huecas que delimitan dos espacios: un
espacio intracapilar y uno extracapilar. Las células estan separadas de la sangre (o plasma) por
la membrana porosa, localizadas en el espacio extracapilar (Figura 5. ¢, d, e y f) o en el espacio
intracapilar (Figura b y g). La transferencia de materia por difusion o conveccion a través de la
membrana depende del tamafio de poro vy las distancias a recorrer por los solutos que se
transfieran. Son mas eficientes en la detoxificacion debido a su alta relacién area/volumen. La
oxigenacion puede ocurrir en un modulo separado especialmente disefiado o con fibras

destinadas a ello,

I.a mayoria de los disefos utilizan membranas entre 50 y 150 kDa de tamanio de corte (Allen,
Hassanein ¢/ al,, 2001; Stockmann & JN, 2002). De esta manera permiten el pasaje de toxinas y
proteinas como la albumina (PM= 60 kDa) evitando el pasaje de inmunoglobulinas (PM= 100-
900 kDa), proteinas del complemento (PM >200 kDa) y virus o células. Los estudios se han
hecho utilizando membranas poliméricas semipermeables de policarbonato, acetato de celulosa,
etc., que permiten o no la adhesion celular (Pahernik, Thasler ¢f 4/, 2001; De Bartolo, Morelli

et al., 2002).

Dentro de las ventajas de estos sistemas se encuentran la proteccion inmunologica efectiva, se
evita el estrés hidrodinamico y permite densidades celulares muy altas (>10"-10° células'ml™),

pero debe disefiarse adecuadamente para asegurar una buena transferencia de materia.

17.3.3 Sistemas de perfusion directa

La perfusion directa con plasma o sangre sobre un sistema de células inmovilizadas parece una
idea prometedora por su simpleza y eficiencia en la transferencia de materia, sin embargo, no

se tienen en cuenta la barrera inmunologica necesaria.

Se presentan dos alternativas: la primera, recreando un entorno tridimensional, las células

pueden estar formando agregados o unidas a un soporte, la perfusion es suave y el trasporte es
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por difusion (Figura 5.k). La otra alternativa es sobre membranas semipermeables formando
una monocapa. En ambos disefios se ha combinado la perfusion con la tecnologia de

membranas, ya sea como soporte para los hepatocitos, o para aireacion.

1.7.3.4 Sistemas de atrapamiento y encapsulacion

La inmovilizacion por atrapamiento se trata de la inclusion de los hepatocitos en una estructura
polimérica semipermeable (Figura 5 b, h y k). La encapsulacion es similar, pero se utiliza una
membrana, por lo que la transferencia de materia es mejor (Figura 5 ). Estas técnicas permiten
retener hepatocitos en micro-esferas o en fibras huecas que seran posteriormente colocados en
un biorreactor. En general se utilizan cclulas xenogénicas, y al igual que en los disefios
nombrados, el biomaterial a utilizar debe ser permeable a nutrientes, oxigeno y otros solutos,
pero impermeable a componentes del sistema inmunologico. Es importante analizar su
biocompatibilidad, evaluar porosidad, estabilidad vy grupos funcionales presentes en la
superficie. Los beneficios de la técnica se basan en el aporte de un entorno tridimensional
similar al ## vivo, sumado a una buena relacién drea/volumen que asegura la transferencia de

materia y otorgan proteccion frente al estrés hidrodinamico (Legallais, Dore ef al., 2000).

Los hepatocitos encapsulados se han utilizado en combinacion con membranas, en sistemas
perfusivos, e incluso como dispositivo implantable. La co-encapsulacion con células no
parenquimales aumenta la actividad metabolica de los hepatocitos, probablemente por la
liberacion de citoquinas y la produccion de matriz extracelular (Stange & Mitzner, 1996) como
también con la encapsulacion con componentes de matriz (Babensee, De Boni ¢ al, 1992;

Quek, Li ¢t al., 2004; Seo, Akaike ¢ al., 2005).
1.7.4 Aspectos criticos de disefio de un dispositivo BAL

1.7.4.1 Funcion y viabilidad celular

Para mejorar la viabilidad celular se han estudiado multiples condiciones de cultivo de los
hepatocitos, como por ¢jemplo pre-acondicionar con niveles fisiologicos de insulina ¢ inferiores
a un medio de cultivo normal. Esta modificacion ha demostrado que evita la acumulacion de
grasa en hepatocitos expuestos al plasma (Chan, Berthiaume e/ /., 2003). De la misma manera,
la suplementacion de plasma con ciertos aminoacidos ha incrementado la sintesis de albumina

y urea (Washizu, Berthiaume ¢/ 4/, 2000).

Es conocido que los hepatocitos pierden su actividad metabolica 2 vitro en el corto plazo si se
afecta tu arquitectura original y su polaridad (Nyberg, Shatford ez a/., 1992). Adicionalmente el

estado de los hepatocitos puede ser modulado por factores, como las citoquinas y el contacto
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celular, como también por la matriz extracelular (Isom, Secott e al, 1985; Ben-Ze'ev, Robinson
et al., 1988). Ya que esta ultima es necesaria para mantener la diferenciacion de los hepatocitos
in vitro, ha sido el foco de interés en el desarrollo de sistemas tridimensionales que imiten el
ambiente /# vivo. Se sabe que la matriz extracelular modula la expresion de genes especificos del
higado, como la produccion de la albumina, citocromos P450 y transferrina (Schuetz, Li e al.,
1988; Saad, Schawalder ¢f a/, 1993). Un estudio con hepatocitos de rata ha demostrado que la
remodelacion de la matriz extracelular en respuesta a citoquinas induce la proliferacion celular,
un parametro importante de la regeneracion hepatica (Serandour, Loyer e a/. 2005). En el
proceso regenerativo Z# vive, luego de un dano hepatico o una hepatectomia las citoquinas son
producidas por células hepaticas no parenquimales, (Michalopoulos, Bowen ef a/. 2001). La
interaccion estrecha entre los dos tipos celulares es importante para la proliferacion, pero
también para mantener la diferenciacion y actividad (Margulis, Erukhimov ¢z 4/, 1989). Es por
esto que los hepatocitos en co-cultivos presentan actividades metabolicas mas elevadas y
duraderas (Auth, Okamoto e a/, 1998) y en muchos sistemas se han utilizado esferoides
hepaticos u otros agregados adheridos a soporte o encapsulados, con el propésito de establecer
interacciones célula-célula. Por ejemplo, en el sistema HepatAssist® original, desarrollado por
Circe Biomedical, es un dispositivo de fibra hueca que contenia agregados de hepatocitos
porcinos adheridos a microportadores en el espacio extracapilar. Otra modificacion fue la
utilizacion de agregados espontaneos de un co-cultivo de hepatocitos con células no-
parenquimales, resultando en la formacién de estructuras mas parecidas a un tejido tipo
organoide en el sistema MELS" (Getlach 1996). En ese dispositivo se observaron canaliculos
biliares y ductos biliares como también matriz extracelular, ya sea con hepatocitos porcinos o
humanos. Otros diseno desarrollado basandose en estas premisas fue el cultivo de hepatocitos
en una configuracion tipo sandwich en un hidrogel de colageno (De Bartolo, Jarosch-Von

Schweder ¢/ al,, 2000).

1.7.4.2 Transferencia de materia

El transporte bidireccional de materia es esencial en un desarrollo de un sistema BAL eficiente,
requerido para proporcionar nutrientes vitales para las células y simultaneamente permitir la
exportacion de productos celulares. La configuracion del dispositivo determina el transporte de
materia, tanto el convectivo como el difusivo. En particular, la resistencia a la transferencia de
masa por difusion es uno de los mayores problemas a resolver. Frecuentemente se utilizan
membranas semipermeables para permitir un transporte selectivo en funcion del tamafo de los
componentes que se intercambian. En general los dispositivos son disenados con membranas

con una porosidad tal que evite el transporte de componentes del sistema inmunologico y otras



sustancias xenogénicas de alto PM, y permitiendo a la vez el transporte de proteinas
involucradas en el transporte de sustancias, como la albumina. En algunos casos, para
maximizar la transferencia de materia se ha eliminado la barrera inmunologica, asumiendo que
el contacto breve con células xenogénicas resultaria en complicaciones inmunologicas minimas.
Por ello también se desarrollan métodos de encapsulamiento de células que sirvan de barrera

inmunologica pero que repercutan lo menos posible en la transferencia de materia.

1.7.4.3 Disponibilidad de oxigeno

La alta cantidad y consumo de oxigeno de los hepatocitos hace que el oxigeno disuelto en el
plasma en general sea insuficiente. Las c¢lulas entonces deberian estar en contacto con sangre
entera con los problemas posibles de hemolisis, coagulacion y pérdida de plaquetas. Otra
alternativa es el agregado al plasma de un transportador extra de oxigeno, como flurocarbono,

o bien con un sistema de oxigenacion local.

En el disefio de un modulo de fibras huecas una estrategia puede ser la incorporacion de
membranas en los dispositivos para el suministro exclusivo de oxigeno (Gerlach, Encke ¢ /.
1994; Wolfe, Hsu e @/ 2002) demostrando su efectividad en el mantenimiento de ciertas
funciones de los hepatocitos. En el caso del disefio de membranas planas, se logra una perfusion
homogénea del oxigeno, pero se debe tener la precaucion de no producir estrés hidrodinamico,
causante de efectos deletéreos y pérdida de funcion celular. Debido a que en estudios i vive se
ha relacionado al gradiente de concentracion de oxigeno con la distribucion heterogénea de las
funciones del hepatocito a lo largo del sinusoide hepatico (Holzer & Maier, 1987; Bhatia SN,
1990), la ultima tendencia es replicar esta situacion ## vifro, incorporando gradientes de oxigeno
al igual que otros estimulos, como hormonas y factores de crecimiento. También un foco de
investigacion esta puesto en métodos de prevencion de apoptosis como resultado de la hipoxia

(Nyberg, Hardin ez af., 2000).

1.7.4.4 FEscalado

El éxito de la implementacion de los dispositivos BAL dependera de su facilidad de escalado a
niveles terapéuticos efectivos, sumado a los aspectos logisticos como el almacenado y
transporte, para disponer de dispositivos flexibles e independientes. (Diekmann, Bader ¢ af,

2006)

La seleccion del tipo celular dependera de su eficiencia para proveer funciones hepaticas
especificas, sus posibles efectos adversos y su disponibilidad. La cantidad minima de células

requeridas no se conoce, pero basandose en resecciones quirargicas seguras (Nagasue, Yukaya
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et al, 1987), un valor aceptable seria entre 150-450 g de células (o 10" hepatocitos), que
suministra la actividad de un 10-30 % de la masa de un higado normal (Morsiani, Brogli e a/,
2002; Strain and Neuberger, 2002; van de Kerkhove, Hoekstra ¢/ a/,, 2004). Asumiendo que el
paciente tiene una actividad hepatica residual, el BAL podria contener un 15 % de masa
hepatica. Sin embargo, las cclulas aisladas en el biotreactor no siempre estan en condiciones

optimas de viabilidad y funcion, por lo que se suele usar entre 20 y 30 %.

Como se menciond previamente, las células del parénquima hepatico presentan mejor actividad
en configuracion tridimensional, y la actividad es mayor cuando son co-cultivadas con células
no parenquimales. Por estos motivos, un BAL deberia contener una mezcla de células hepaticas
diferenciadas en una configuracion tridimensional y que representen por lo menos el 20 % de

la masa del higado normal (200 g aproximadamente).

Segtin datos experimentales obtenidos con animales, se ha logrado la recuperacion espontanea
con menores cantidades de células, posiblemente por la eliminacion de sustancias inhibidoras

de la regeneracion, como el TGF-8 (Arkadopoulos, Lilja éf a/., 1998).

Los dispositivos BAL ensayados clinicamente contenian aproximadamente 0,5 x 10”2 1 x 10"
hepatocitos porcinos 0 4 x 10" células C3A (van de Kerkhove, Hoekstra ¢f al., 2004). En general
estos sistemas son disefiados para 1 x 10" hepatocitos, que representan aproximadamente el 10
% del peso total del higado. En cuanto a los dispositivos de membranas, el escalado se realiza
aumentando el tamafio del cartucho, o la utilizacion de varios cartuchos en paralclo. Por
ejemplo, el HepatAssist” utiliza 6-10 x 10” células, el HepatAssist2® puede contener 1,5 x 10"
hepatocitos, tres veces mas que su version original. Los sistemas perfusivos o sistemas que
utilizan cclulas encapsuladas pueden escalarse mas facilmente, pero debido a su configuracion
suele tener mayor volumen muerto. Los disefios de placas planas apiladas serian faciles de
escalar pero pueden ocasionar heterogeneidad en la distribucion del flujo (Allen, Hassanein ef

al., 2001).

La necesidad de una gran masa celular requiere de una forma de almacenamiento para su rapida
disposicion. Uno de los métodos mas utilizados es la crio preservacion. Si bien se observa una
pérdida de funcionalidad al reconstituir las células (Chesne, Guyomard e/ a/, 1993) (De Loecker,
Fuller ef al., 1990), esta permite flexibilidad en los tiempos del tratamiento. Por lo tanto, la crio

preservacion de los hepatocitos es un tema de interés actual.



17.4.5 Regulacion y seguridad

Como cualquier otro dispositivo que involucre la circulacion de sangre o sus componentes,
existen complicaciones potenciales asociadas con el tratamiento de la sangre en un dispositivo
extracorporeo, como anormalidades hemodinamicas, metabolicas e hipotermia, o relacionados
con la cateterizacion y la anticoagulacion (trombocitopenia y coagulopatias, susceptibilidad a

infecciones y disritmias cardiacas) (Sen & Williams, 2003).

Los cuidados mas importantes relacionados a la seguridad de los dispositivos BAL son similares
a otras terapias que involucren células, como la liberacion de células tumorigénicas, reacciones
inmunologicas a antigenos extrafios y xenozoonosis. Para evitar el escape de células
tumorigénicas, como la linea celular C3A usada en el sistema ELAD®, se agregan filtros de

retencion de células antes de reingresar al paciente (Millis, Cronin ez al, 2002).

En relacion a la utilizacion de hepatocitos porcinos, se ha encontrado ADN y ARN del virus
PERV en el sobrenadante de cultivo (Nyberg, Hibbs e 2/ 2000), ¢ incluso se¢ observo
transmision a celulas humanas iz vitro (Patience, Takeuchi ¢f a/. 1997; Martin, Kiessig ef al. 1998;
Wilson, Wong et al. 1998; Nyberg, Hibbs ¢ a/. 1999; Martin, Winkler ¢ a/. 2000; Nyberg, Hibbs
et al. 2000). Adicionalmente se han encontrado evidencias de la presencia de anticuerpos contra
antigenos porcinos en el suero de pacientes tratados con dispositivos BAL (Baquerizo, Mhoyan
et al. 1997), pero la relevancia clinica de estos hallazgos no es clara debido a que no se han
observado los isotipos IgM e IgG hasta 1 o 3 semanas después. Tampoco se ha demostrado la
transmision de la enfermedad en pacientes tratados con BAL (Patience, Patton e# a/ 1998;
Walid, Annika ez a/. 1998; Paradis, Langford e a/. 1999; Pitkin and Mullon 1999), ni se encontto
evidencia mediante RT-PCR seis meses después del tratamiento (Samuel, Ichai e/ @/ 2002). Es
probable que el tamano del poro evite el pasaje de virus, Nyberg ¢f a/. demostraron que un
tamano de poro de 5 nm (correspondiente a un tamano de corte de 50-100 kDa) evita la
infeccion de PERV en celulas humanas por 7 dias, y los tratamientos planteados con los
diferentes dispositivos duran menos de un dia (Nyberg, Hibbs ¢f a/ 1999). Esto sugiete que la
respuesta inmunologica puede no ser un problema clinico significativo en los tratamientos no
repetidos con BAL. Aun asi, es conveniente que los desarrollos contintien contemplando la
inclusion de barreras inmunologicas, para futuros tratamientos en pacientes cronicos con

episodios agudos repetidos.

Las objeciones sobre el uso de células porcinas llevaron a que estos ensayos estén prohibidos

en EEUU, y bajo consideracion en la mayor parte de Europa.
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1.7.5 Dispositivos BAL en fase clinica

1.7.5.1 ELAD" (Extracorporeal Liver Assist Device)

El modelo Hepatix® ELAD", utiliza una linea celular proveniente de hepatoma humano C3A,

colocadas en el espacio extracapilar de un cartucho de hemofiltracion en configuracion fibra
hueca (Sussman, Chong e al, 1992). Esta linea deriva de la linea celular de hepatoblastoma
HepG2. La C3A fue elegida para el ELAD" por su potencial de tumorigenicidad reducido y su

produccion elevada de albumina y o-fetoproteina.

El ELAD" consiste en un sistema de dialisis con dos bombas y un cartucho de fibra hueca que
contiene las C3A. La sangre fluye a traves del cartucho, y el plasma es ultrafiltrado con una
membrana de celulosa al espacio extracapilar donde toma contacto directo con las células C3A
(similar a la Figura 5.c). .a membrana semipermeable que las separa tiene un corte de 70 kDa,
por lo que ni inmunoglobulinas o leucocitos puede acceder a este espacio. Antes que el
ultrafiltrado retorne al paciente, pasa por un filtro adicional para impedir la liberacion de células
o restos celulares a la sangre. Se puede utilizar un oxigenador de membrana descartable si el
paciente debe ser desconectado momentineamente del ELAD®, Se utiliza hepatina para evitar

la coagulacion dentro del dispositivo.

Posteriormente el ELAD" fue modificado, utilizando sangre ultrafiltrada en lugar de sangre
entera, con una membrana de 120 kDa tamano de poro. Se utilizan 4 cartuchos con 100 g de
células C3A por cada tratamiento. El caudal a través de un cartucho es de 500 ml-min™ en lugar
de 150-200 ml-min utilizado en el primer disefio. La actividad metabolica de las células en los
cartuchos se monitorea a través del seguimiento del consumo de oxigeno y glucosa. Los

tratamientos que se realizaron en ensayos clinicos fase I duraron entre 12 y 107 horas.

1752 His;pamls.m"staa

El HepatAssist®, desarrollado por Rozga y Demetriou (Neuzil, Rozga ¢ al, 1993; Rozga,
Holzman e al., 1993) consiste en un reactor de membranas de fibra hueca (tamafio de poro
promedio de 0,2 um) que contiene como componente biologico 5 a 7 x 10° hepatocitos
porcinos criopreservados. Las células unidas a un microportador son inoculadas en el espacio
extracapilar. Primero se separa el plasma del paciente que es inactivado en una columna de
celulosa recubierta con carbon activado y por un oxigenador para luego ingresar al reactor

(similar a la Figura 5.¢).



1.7.5.3 TECA-HALSS" (hybrid artificial support systermn)

Desarrollado en Beijing, China (Xue, Zhao ef a/. 1999). Consiste en un biorreactor de fibra
hueca (Figura 5.d, pero con hepatocitos en lugar de organoides) que contiene en su espacio
extracapilar 20 x 10” hepatocitos porcinos en suspension. El plasma circula por las fibras del
reactor, luego a través de un filtro de carbon para finalmente reconstituirse con globulos rojos

y reingresar al paciente. Fl tratamiento duro como maximo 5 horas por biorreactor.

1.7.5.4 BLSS® (Bioartificial Liver Support System)

Desarrollado en Pittsburgh (Mazariegos, Kramer ¢f a/. 2001), utiliza de 70-120 g de hepatocitos
primarios porcinos. Las células se encuentran en el espacio extracapilar mezcladas con colageno
al 20 % (Figura 5.h). La sangre pasa por un oxigenador y luego a través de las fibras. La

trasferencia de materia es por difusion a través de la membrana con poros de 100 kDa.

17.5.5 RFB" (Radial Flow Bioreactor)

Desatrollado en la Universidad de Ferrara, Italia (Morsiani, Puviani ef /. 2000). Es un sandwich
de matriz artificial entre dos placas de poliéster con 200 g de hepatocitos primarios porcinos
(similar a la Figura 5.a). Las placas de poliéster evitan que los hepatocitos salgan del biorreactor
durante la perfusion. El plasma del paciente es oxigenado antes de ingresar al biorreactor. La
viabilidad y funcion de los hepatocitos se evalua con la medicion del consumo de oxigeno

dentro del reactor.

17.5.6 LSS® (Liver Support System) y MELS® (Modular Extracorporeal Liver
Support)

El 1.8S"™ desarrollado en Berlin, Alemania (Gerlach, Kloppel ¢f al., 1993) es un biorreactor
especialmente disefiado que mejora la oxigenacion y transferencia de materia (Figura 5.f). El
sistema consiste en manojos de fibras huecas entrecruzadas, por fuera de las cuales se
encuentran los hepatocitos formando agregados. Dentro del reactor hay tres manojos de fibras
huecas: dos de ellas son hidrofilicas (300 kDa de tamafio de poro) que son utilizadas para la
perfusion de plasma. Cerrando un extremo de cada manojo, el plasma que ingresa al biorreactor
pasa al espacio extracapilar a través de un manojo de fibras, toma contacto con los hepatocitos,
y abandona el reactor por el otro manojo de fibras. El tercer paquete de fibras huecas es de
membranas hidrofobicas, y se utiliza para el intercambio de gases en el reactor. El biorreactor
contiene hasta 500-600 g de hepatocitos. El sistema LSS" se ha ensayado tanto con hepatocitos

primarios porcinos como con hepatocitos humanos (de 6rganos descartados).
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MELS® es la combinacion de diferentes unidades de terapia, en funcion de las necesidades del
paciente. MELS" consiste en un sistema 1.SS* combinado con un DetoxModule® basado en
una didlisis de un Gnico pasaje con albimina exogena para remover las toxinas unidas a

albumina plasmatica.

1757 AMC-BAL"

Desarrollado en Amsterdam, Holanda (Calise, Mancini e/ @/, 2001). Consiste en un biorreactor
de fibra hueca y un sistema de plasmaféresis. Se utilizan por lo menos 10x10” hepatocitos
porcinos unidos a una matriz hidrofilica tridimensional de poliéster (Figura 5.1). L.a matriz tiene
un espesor de 4 mm y una superficie total de 0,56 m®, dispuesta en espiral alrededor de un
centro macizo. Dentro de las capas de la matriz, se ubican longitudinalmente las fibras huecas
de oxigenacion. El plasma del paciente es perfundido en el biorreactor y antes de regresar al
paciente se reconstituye con globulos rojos separados por el modulo de plasmaféresis. Lo mas
significativo de este disefo es que el plasma esta en contacto directo con los agregados de

hepatocitos, por lo que se consigue una transferencia de materia y oxigenacion optima.

1.7.5.8 BHSS" (Bioartificial Hepatic Support System)

Desarrollado en Udine, Italia (Corno, Donini ¢ al, 1998). Es un biorreactor de fibra hueca con
membranas de 0,6 um de tamafio de poro, que contiene en el espacio extracapilar 15x10’
hepatocitos porcinos criopreservados sobre portadores de dextrano recubierto con colageno
(Similar a la Figura 5.¢). El plasma del paciente antes de ingresar al biorreactor, pasa por una

columna de carbon activado, un oxigenador, y un termostatizador.

1.7.5.9 HBAL® (Hybrid Bioartificial Liver)

Desarrollado en Nanjing, China (Ding, Qiu e/ @/, 2003). Biorreactor de fibra hueca de
polisulfona (PS) con un volumen interno de 360 ml. Mas de 10x10° hepatocitos porcinos
cultivados 12 horas en suspension en el espacio extracapilar. El plasma es perfundido a través
de las fibras huecas con un tamafio de poro de 100 kDa (Similar a la Figura 5.d.). En la Tabla 2
se resumen los disefios de dispositivos BAL que han llegado han superado la fase pre-clinica en

los ensayos clinicos.



Tabia 2: Disesios de dispositives BAL en fase clinica

ELAD HepatAssit® | LSS® y MELS® | AMC-BAL® BLSS®
Cedars-Sinai S i . Excorp Medical
Amphioxus Cell | Medical Ch'.mte’. Acadenut Inc, Oackdale v
. i Universidad de Medical s ’
Institucion Technology, Center y Circe il Gt Univ,
Houston, EEUU | Biomedical Al S Hol c’l Pittsburgh,
EEUU S i EEUU
Fase clinica 11 I1/111 /11 1 1/11
3 F ) . .SS®: porcina e na aislad
g, | Fuente S EA poreing, Cho- | oy 6®: humana: | POFCInS; porcina; aislado
< |celular preservado . aislado fresco | fresco
° aislado fresco
=) . 1010- 10.7
7 o 21011 5x10° 2,5 x10° 1x1010 B0
B totales x1010 6
a
2. | Técnica e Células sobre s g e atrapado en
E cultivo Bregados microportador | *8TEA08 Bregacos coldgeno
3
matriz de
Disefio fibra b fbra | fibra hueca multi- | poliéster manojos de
dispositivo AR Tases IR S compartimentada | enrollada en fibras huecas
espiral
g
‘E Composicién acetato de . po].!ﬂmlda, acetato de
g |de polisulfona polietersulfona, -
- celulosa . . celulosa
s membrana polipropileno
&
¥ L.SS®: 300kDa filtro leucocito | |, -
: -
g Filtro batrera | 70 kDa 0,2 pm MELS®:400kDa | 047 um 100 kDa
E
S . . . pre- dentro del dentro del .
Oxigenacion | pre-biorreactor : 3 2 pre-biorreactor
biorreactor biorreactor biorreactor
TFRT S#.
Dispositivos | columna gffhls s =
adicionales o previa carbon albﬁ:zjn(:a no ©
caudalde |5 500 l-mint [ 400 mlmint | 100-200 ml-min? | 150 mlmint | 100250
o trabajo ml min
a
3 .
2 | Tiempo de [.SS®: 7-16h
E P2 €€ | hasta 168h 6h NRLe iy, | e 12h
g
intlcuagulan heparina citrato heparina heparina heparina
) : (van de R
; (Millis, Cronin ¢t (Demetrion, (Sauer, Kardassis | Kerkhove, Di (?sz‘mcgos,
Referencias Brown ¢ al. ——— Kramer et al.
al. 2002) et al. 2003) Florio et al.
2004) 2002) 2001)

3 Calculado de 70-120 g.
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Tabla 3: Diserios de dispositivos BAL en fase clinica (continwacion)

RFB® TECA-HALSS® HBAL® LiverX®
iiteice Universidad de PLA General Univ. Nanjing, | Algenix Inc.,
Ferrara, Italia Hospital, China China Minneapolis, EEUU
Fase clinica 1/11 0 1 /11
=] . + . F A
?Fb Tipo celular porcina porcina porcina porcina
2
© | Fuente celular | aislado fresco aislado fresco aislado fresco aislado fresco
B
&
§ | Células totales | 6x101% — 7x1010 (9) 1x10M 1x107 1,2x10' — 2.4x101° (7)
g
=% . :
g Teouic agregados agregados agregados PRI
© | cultivo 8re8 greg 8reg colageno
Disefio biotreactor de flujo . = i
TGRS sadial. Petfindiido fibra hueca fibra hueca fibra hueca
o il
2 Composicion
@ | dela poliéster polisulfona polisulfona polisulfona
.g membrana
L
§ Filtro barrera | 0,4 um 100 kDa 100 kDa 100 kDa
2
g Oxigenacion pre-biorreactor pre-biorreactor no reportado no reportado
&)
Dispositivos columna previa columna previa
P no . . , . no
adicionales carbon activado carbon activado
cs:.udal 200-350 ml'min! no reportado no reportado no reportado
o | biorreactor
=
A
§ Tlemp P Ak hasta 24h hasta 5h 6h no reportado
8 tratamiento
=
Anticoagulante | heparina/citrato heparina no reportado no reportado
; (Morsiani, Pazzi et al. | (Xue, Zhao efal. | (Ding, Qiu ¢f al. | (Sielaff, Nyberg ¢/ al
Teferenclay 2002) 2001) 2003) 1997)

1.8 ENSAYOS CLINICOS

El disefio de un estudio clinico para este tipo de dispositivos es un desafio en si mismo. Como

se menciono, la evolucion de la falla hepatica es altamente dependiente de su etiologia vy,

6 Calculado de 200-230 g,
7 Calculado de 40-80 g.
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ademds, una de las manifestaciones de la falla hepatica es la encefalopatia hepatica, es dificil de
cuantificar clinicamente. Por lo tanto, los pacientes deben ser clasificados segin su etiologia y
el grado de avance de los sintomas en que se comenzo la terapia con el dispositivo de soporte

hepatico.

Otro dilema es la determinacion del punto final de estudio, la mayoria de los ensayos clinicos
utilizan como punto final los 30 dias de supervivencia y 30 dias de supervivencia sin trasplante,
sin embargo, los ensayos a menudo son descartados ya que los pacientes de FHF son
trasplantados de manera variable segin la disponibilidad de 6rganos y los criterios de
elegibilidad del centro médico. Ademas, la interpretacion del rol de los hepatocitos vivos
funcionales incorporados puede ser compleja debido a la presencia de otros procedimientos no
biologicos, como la perfusion con carbon activado presente en algunos disefios. La efectividad
del componente celular surgira de una comparacion directa con sistemas no biologicos, con
células diferentes de hepatocitos y hepatocitos muertos, como asi también mediante la
investigacion de la viabilidad y funcionalidad de las cé€lulas durante el tratamiento con BAL,

considerando el tiempo de tratamiento y de recambio de un dispositivo por otro.

De todas maneras, aun cuando los dispositivos no demuestren la eficacia esperada, toda la

informacion obtenida es crucial para la generacion de nuevos dispositivos.
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Fignra 6: Colaboradores| auspiciantes involuerados en los estudios clinicos de BAI.
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Para evaluar la actividad relacionada a dispositivos de soporte hepatico, se analizaron 27
estudios clinicos reportados®, de los cuales 12 estudios estan registrados como completos.
Considerando todos los estudios, se observa que Vital Therapies Inc. que desarrolla la

tecnologia ELAD® es la empresa mas activa (Figura 6).

Si se considera el dispositivo o terapia utilizado, en la Figura 7 se observan los dispositivos mas
utilizados en estos estudios clinicos (A), v aquellos utilizados en los estudios que ya fueron

completados (B):

A Implante B

hepatocitos SPAD, 1

SPAD Prometheus, 2
ELAD
ELAD, 4

Prometheus

MARS

Figura 7: Dispositive utilizado en todos los estudios clinicos analizados (A) y silo en los estudios clinicos completos (B).

En los registros de los estudios clinicos no se encuentran los resultados, pero la mayoria de
ellos (junto a otros estudios no registrados en el NIH) culminaron con publicaciones que a su

vez han sido recopiladas en reviews que realizaron un meta analisis de los resultados.

1.8.1 Supervivencia de los pacientes

En los ensayos clinicos controlados (Margulis BAL, ELAD" y HepatAssist™) no se observo un
efecto significativo en la supervivencia. En general los pacientes con FHF, atn tratados con un
dispositivo BAL, van a trasplante hepatico, por lo que se necesita mayor numero de pacientes
para evaluar el efecto del tratamiento. La mayoria de los dispositivos demostraron mejora en la
supervivencia en modelos animales, pero sus datos son dificiles de comparar ya que se trata de
diferentes especies (perros, cerdos, etc.) v a su vez diferentes modelos de falla hepatica (falla

hepatica aguda inducida por galactosamina, ablacion hepatica, etc.).

8 www.clinicaltrials.gov
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Un meta analisis (de 10 estudios) realizado por Guo Lin He (He ¢7 al., 2015) indica que la terapia
con MARS" puede mejorar la sobrevida de pacientes con FHF, pero en base a la evidencia no

puede concluir lo mismo para la FHAC.

Por el contrario, Zhen Zheng (Zheng, Li, Li, & Ma, 2013) realiz6 un meta-analisis a partir de
19 estudio clinicos (un total de 937 pacientes) donde revelo que los sistemas de soporte hepatico
(artificiales o bioartificiales) redujeron la mortalidad de pacientes con FHAC pero sin efecto

sobre pacientes con FHF.

Esta disparidad en los resultados puede deberse en parte a la diferencia de criterios para
considerar a los pacientes que ingresan, y en general a la calidad metodologica del estudio

clinico, medido por la escala de Jadad (Olivo ez 4/, 2008).

1.8.2 Condicién neurolégica

Ademas de la supervivencia, la eficacia de los diferentes BAL puede analizarse a partir de los

efectos neurologicos y analisis clinicos generales.

En todos los casos se observo una mejora en la condicion neurologica, tomando como

parametro la presion intracraneal, el electroencefalograma o ambos.

1.8.3 Parametros bioquimicos

En la mayoria de los estudios se evaluaron la eliminacion de amonio y bilirrubina. Sin embargo,
los cambios en los parametros bioquimicos no discriminan entre las funciones detoxificadora y
sintética del dispositivo respecto del higado nativo (Colletti, Johnson e# a/. 1994; Hughes and
Williams 1995; Ellis, Hughes e/ a/. 1996)(Ellis ¢/ «/, Hughes y William y Coletti e/ 4/). Una
alternativa podria ser el analisis del plasma a la entrada y salida del dispositivo, para evaluar la

mejoria en parametros bioquimicos del paciente y la eficiencia del dispositivo.

1.8.4 Eventos adversos observados

En cuatro sistemas (ELAD", HepatAssist”, BLSS®, AMC-BAL®) se ha observado hipotensién
al inicio del tratamiento, posiblemente causada por una hipovolemia existente, liberacion de
bradiquinina como reaccion a las membranas del circuito extracorporeo o por antigenos
xenogénicos. La bradiquinina pareceria ser la causa mas probable, también reportada en los
tratamientos con dialisis renal. No se observaron reacciones inmunoldgicas durante los

tratamientos de corto plazo con BAL preparados con hepatocitos alogénicos o xenogénicos.



1.8.5

Eficacia

Los dispositivos BAL que existen en la actualidad han tenido una eficacia limitada. Las posibles

causas se enumeran a continuacion:

D)

2

4)

0)

El dispositivo no siempre fue el Optimo. Si no hay un oxigenador interno, o el mismo

dispositivo no asegura la oxigenacion, puede limitar la viabilidad y funcion celular.
No se dispone de la linea celular humana optima para esta aplicacion.

En los ensayos clinicos publicados, debido a que los pacientes son un grupo muy

heterogéneo, los analisis de intencion de tratamiento no dan resultados satisfactorios.

Si el BAL es utilizado en pacientes con falla hepatica aguda como terapia puente al
trasplante, la sobrevida depende del tratamiento con BAL como asi también del

trasplante.

La gran mayoria de los dispositivos utilizados son reactores de fibra hueca, que difieren
en el modo de oxigenacion, transporte de materia, tipo y forma de cultivo celular. Estos
serian los parametros mas criticos de diseno. Otros aspectos de importancia son matriz
extracelular y la composicion del medio que pueden afectar notablemente la estabilidad

de las funciones del hepatocito.

Los sistemas BAL carecen de sistemas biliares para la excrecion de bilirrubina conjugada
(van de Kerkhove, Hoekstra ¢/ a/. 2004; Chamuleau 2009). La excrecion de metabolitos
en la bilis depende del remanente del higado dafiado. Los hepatocitos en el biorreactor
forman acidos y sales biliares, muchos de ellos toxicos que se unen a proteina, y pueden
aumentar la concentracion en sangre. Esta concentracion puede disminuir con la
incorporacion de un moédulo de detoxificacion en el sistema BAL (HepatAssist®,
TECA-HALSS®, MELS® y HBAL®). Para el caso de la FHF este sistema puede
favorecer la situacion, pero deberia evitarse la remocion de factores hepatotroficos,

especialmente importante si se busca la regeneracion hepatica.

No es posible entonces obtener conclusiones definitivas, y como se detall6 al principio de esta

seccion este tipo de tecnologias atn se encuentran en un estadio incipiente. Para continuar con

el desarrollo de este tipo de dispositivos hacen falta mayor cantidad de estudios para determinar

queé tipo de tratamientos son los adecuados para mejorar la sobrevida en post de un trasplante

hepatico (o evitar el trasplante), pero también mas investigacion basica sobre la fisiologia

hepatica y el desencadenamiento de la falla hepatica y su consecuente mortalidad.

Los desafios actuales en el desarrollo de una nueva terapia de soporte hepatico:

a2



1. En un centro médico suele haber pocos pacientes con falla hepatica, y aun sumando
muchos centros, la etiologia posible es muy variada, por lo que se dificulta la
estandarizacion de toma de datos y el desarrollo de un protocolo de ensayo clinico

adecuado.

2. No se conoce claramente la fisiopatologia de la falla hepatica, con la consecuente

dificultad en disenar un tratamiento terapéutico especifico y racional.

3. Es dificil cuantificar la severidad del dafio hepatico como para determinar la eficacia de

la intervencion terapéutica.

4. No existe un unico marcador preciso y estandarizado para evaluar la masa hepatica

funcional del paciente, v de esa manera determinar el porcentaje de disfuncion hepatica.

5. La progresion de la enfermedad es bastante rapida, con solo una “ventana de

oportunidad” para iniciar el tratamiento.

6. Cada diseno de dispositivo tiene limitaciones inherentes, que se suman al modo de

operacion y la biocompatibilidad de materiales utilizados.

7. Cada fuente celular tiene sus limitaciones propias, donde ademas debe considerarse el

tipo de cultivo, la disponibilidad inmediata y la posibilidad de criopreservacion.

8. La falta de un adecuado procedimiento doble ciego, imposible por las caracteristicas del

sistema de soporte. Esto podria conducir a un aumento en el riesgo de falsos positivos.

1.9 PROYECCIONES FUTURAS

Se estan realizando numerosas investigaciones en todo el mundo sobre aspectos muy diversos
vinculados con la problematica de desarrollar una terapcutica de soporte hepatico. Se sabe que
es fundamental un abordaje multidisciplinario para contemplar desde la seleccion de los
pacientes, el diseno del dispositivo y el tipo de tratamiento. También se consideran otras
aplicaciones de estos dispositivos (modelo de metabolismo de drogas, produccion de proteinas
nativas y tratamientos ambulatorios) por lo que al abrir el campo de aplicacion facilitaria la

economia de escala y podria reducir los costos del tratamiento.

Como se observa en la Figura 8, la tendencia de los dltimos 20 afios muestra un crecimiento
lento con una disminucion en el ano 2001 que se recupero en los afios siguientes. En esta figura

se presentan el numero de solicitudes de patentes representantes de familias publicadas por afio

(5]
(5]



(barras rojas) y nimero de patentes representantes de familias” concedidas por afio (barras
verdes). La proporcion entre las patentes solicitadas y concedidas se encuentra dentro de lo
esperado: en primer lugar, se espera una demora entre la solicitud de la patente y su concesion
que puede prolongarse por varios afios, en segundo lugar, algunas solicitudes no son concedidas
por no reunir los requisitos legales y, en tercer lugar, los solicitantes pueden estratégicamente

no continuar la tramitacion de solicitudes de patente.
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Figura 8: Solicitudes de patentes publicadas y patentes concedidas, por familia.

El desarrollo de la tecnologia en el tiempo puede ser rastreado con la Figura 9, pero el ciclo de
vida de una tecnologia puede ser seguido mediante el estudio del tamafio de las explotaciones

de patentes pertenecientes a las organizaciones solicitantes.

El solicitante que mas se destaca es Gambro Lundia AB, compania que desarroll6 la tecnologia
MARSY. Se destacan ademas Vital Therapies Inc. (tecnologia ELAD®) y Fresenius Medical Care
Gmbh (tecnologia Prometheus™)

? Se denomina familia de patentes a los documentos de patente publicados en diferentes paises
relacionados con la misma invencion. Esto permite contar cada invencion una unica vez, para no contar
las solicitudes del mismo solicitante en diferentes paises para la misma invencion.
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Figura 9: Solicitudes de patentes totales de sistemas BAL, segiin solicitante y aiio.

En tecnologias emergentes se ven muchos solicitantes con poca antigiiedad, con pocas
solicitudes de patente cada uno y un recambio alto. A medida que se desarrolla el sector,
aumenta la especializacion y las solicitudes se concentran en un pequeno grupo de solicitantes
que desarrollan grandes portafolios de patentes a partir de su propia innovacién y a través de
adquisiciones. En este caso, el sector no es maduro y las tecnologias todavia se encuentran

desconcentradas.
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2 OBJETIVO

El objetivo de este plan de tesis consistio en la obtencion y estudio de las propiedades difusivas
de un nuevo material filtrante para su utilizacion como soporte sintético de un higado
bioartificial extracorpéreo de manera de controlar el intercambio de sustancias entre la sangre

y las células.

Este objetivo se enmarca en un desafio que enfrentan diversos grupos de investigacion a nivel
mundial: lograr una terapia puente para la espera del trasplante hepatico (ademas de otras
posibles aplicaciones relacionadas). Este desafio sigue vigente, porque el higado tiene una
bioquimica tan compleja, que el estado actual de la ciencia no conoce todas sus funciones, y de
las que se conocen, muchas no fueron dilucidadas aun. Ia funcion hepatica es esencial para la
remocion de una gran cantidad de toxinas del torrente sanguineo, y que una falla hepatica aguda
puede ser letal en unas pocas horas. El higado ademas produce cientos de proteinas, cuyo rol
en el organismo es poco conocido. En este escenario, intentar imitar una estructura que no se

conoce es un desafio titanico, pero por su relevancia vale el esfuerzo realizar el intento.
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3 DISENO, PREPARACION Y CARACTERIZACION DE UNA

MEMBRANA DIFUSIVA

3.1 REACTOR DE MEMBRANAS

Es conocido que los tejidos provenientes de mamiferos se encuentran entre los mas complejos
de cultivar 7z witro en un reactor. Esto es debido a sus requerimientos nutricionales, la
sensibilidad a los desechos nitrogenados y su fragilidad frente al fuerzas de corte (Strathmann

& Gohl, 1990).

Como fue descripto en el Capitulo 1, los sistemas bio-hibridos compuestos por una estructura
de soporte o contencion artificial conteniendo células funcionales son estudiados en diferentes

centros de investigacion.

Ya sea en sistemas donde las células crecen adheridas a una membrana para lograr una asimetria
espacial, o bien en micro tejidos en suspension, los reactores deben permitir el desarrollo
normal de un cultivo celular. Esto incluye la inoculacion y cosecha de células, recambio de
medio de cultivo y adecuada oxigenacion, asi como el control de pH y temperatura. En lo
posible un biorreactor debe facilitar el control automatico para obtener un procedimiento
reproducible que pueda cumplir con las Buenas Practicas de Manufactura (BMP)(Naughton,

2002; Ratcliffe & Niklason, 2002).

En particular, los sistemas que consisten en c€lulas crecidas sobre una estructura de fibra hueca
pueden lograr un aislamiento inmunoldgico efectivo junto a una gran area de contacto con el
medio de cultivo (Rozga, Williams, 7 @/, 1993; Sardonini & Dibiasio, 1992; Zielinski & Lysaght,
2000)(Colton, 1995; Funatsu & Nakazawa, 2002; Rozga, Holzman, e/ 4/, 1993). Es por esto que
los sistemas basados en fibra hueca tienen una caracteristica importante: combinan el cultivo
celular con alta densidad de células y una transferencia de materia efectiva entre estas y el medio

externo.
3.11 Tipo de membrana: material y porosidad

Mas alla del disefio de un biorreactor, diferentes sistemas de membranas poliméricas se aplican

extensivamente en medicina. La mayor parte del mercado de membranas esta focalizado en
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hemodialisis, liberacion controlada de drogas, otros organos artificiales (oxigenadores,

pancreas) e ingenieria de tejidos.

Estas membranas deben poseer caracteristicas de biocompatibilidad relacionadas con su
funcionalidad: tamafio, forma, porosidad y hemocompatibilidad (minimizando la coagulacion,
la adhesion de plaquetas, la absorcion de proteinas y la hemolisis) (Strathmann & Gohl, 1990).
La estructura de la membrana es relevante para la purificacion extracorporea de sangre y debe
cumplir ciertas caracteristicas generales, al igual que todo dispositivo que esté en contacto con
la sangre. Estas caracteristicas involucran un determinado tamafo de poro, una distribucion de
tamano de poro estrecha, alta porosidad, tortuosidad baja, alto coeficiente de difusion de
solutos, superficie hidrofilica y lisa, y estructura asimétrica (An & Hubbell, 2000; J. L. Hill-West

et al., 1994; Hill-West, Chowdhury, Slepian, & Hubbell, 1994).

En cuanto a la eleccion de los materiales para fabricar membranas sintéticas, estos son los mas

utilizados:

e Copolimeros hidrofilicos o hidrofilizados (polietilenvinil alcohol, polimetilmetacrilato
o poliacrilonitrilo modificado)

e Mezclas hidrofilicas elaboradas a partir de tio-polimeros (polisulfona o poliatil éter
sulfona) con polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona (PVP) (Peppas, Keys,

Torres-Lugo, & Lowman, 1999) o poliamidas alifaticas/aromaticas.

La polisulfona (PS) y sus derivados (como por ejemplo la polietersulfona, PES) son polimeros
amorfos ampliamente utilizados para en desarrollos de membranas de aplicacion en medicina,
facilmente asequibles en el mercado por la diversidad de aplicaciones y consumo masivo

(representan un 60 % de las membranas de dialisis).

La PS consiste en una secuencia repetida de anillos bencénicos que le otorga al material rigidez,
resistencia a esfuerzo de traccion, compresion, estrés térmico, y estabilidad estructural (Figura

10).

CH, 0
0 . | . © < > i
CH, 0

P

Figura 10: Estructura quiniica de la PS.
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Este polimero es muy hidrofobico, para mejorar la hidrofilicidad se realizan diferentes
tratamientos, como por ejemplo la union quimica de motivos hidrofilicos al esqueleto

polimérico, o la mezcla fisica con un polimero hidrofilico (como por ejemplo PVP).

Las membranas de PS disponibles en el mercado difieren notablemente en el espesor, densidad,
porosidad, forma y distribucion del tamano de poro. Estas diferencias son consecuencia del
método de fabricacion e influyen directamente en la capacidad de separacion y adsorcion

inespecifica de proteinas, por lo que debe caracterizarse cada una de ellas.
3.1.1.1 Porosidad y didmetro de poro

Los solutos disueltos en una solucion permearan a través de una membrana dependiendo del
tamafo y numero de poros. Aquellos solutos de mayor tamano que los poros son rechazados.
La terminologia general de los poros en relacion a su tamafio y aplicaciones principales estan
resumidos en el siguiente cuadro (Perry & Green, 2007) (Koros, Ma, & Shimidzu, 1996) (Tabla
4):

Tabla 4: Clasificacion de poros segiin tamaiio

Poro Diametro (nm)  Aplicaciones principales
macropro >50 UF, MF y filtracion
Mesoporo 2a50 UF, NF

microporo <2 NF

super microporo 0,7a2 RO, NF

ultramicroporo <0,7 RO, GS, dialisis
ultraporo <0,35 RO, GS, dialisis

UF: witrafiltracién, ME: microfiltracion, NF: nanofiltracion, RO: osmosis inversa (o reversa), GS: separacion de gases

a mpw

El tamafo del poro puede ser analizado por diferentes técnicas como el analisis de punto de
burbuja, porosimetria (gas-liquido para microfiltracion o liquido-liquido para ultrafiltracion) o
microscopia optica y/o electronica. Sin embargo, la medida del tamano de poro no es absoluta,
ya que los poros de la membrana estan interconectados (formando una red tridimensional) y

no son cilindricos (con excepcion de las membranas frack-efehed).

En el caso de dispositivos extracorporeos para reemplazo hepatico, se han utilizado membranas
de PS de diferente tamafio de poro, pero siempre dentro de lo que se denomina UF. Los filtros

de los sistemas MARS" y SPAD" utilizan la misma membrana con un corte de PM (en inglés
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molecilar weight cut-off, MWCQO) de 50 kDa, no permitiendo el pasaje de la albamina. Por el
contrario, el sistema Promethens emplea una membrana de PS especificamente permeable a la

albumina (MWCO de 250 kDa).

Las membranas de UF tienen normalmente una porosidad superficial de 1 al 5 %. Como
resultado, bajo condiciones difusivas (sin aplicar presion transmembrana), los solutos tienen un
area para difundir muy limitada, por lo que es necesaria una mayor cantidad de membrana para
el mismo volumen de reactor. Ademas se observo una tendencia a adsorber proteinas, y una
baja biocompatibilidad (Colton, 1995). Adicionalmente estas membranas, por el método de
fabricacion, tienen una gran dispersion de diametro de poro, lo que hace que la selectividad sea
relativamente baja si sus PM son similares. Desde el punto de vista practico se considera que
una membrana de UF puede separar de manera eficiente dos proteinas que tengan una

diferencia de PM de aproximadamente 3 a 5 veces en su PM.

Dai y Barbari (Dai & Barbari, 2000b) observaron que en membranas de MF la adsorcion de
proteinas era minima en relacion a la proteina que difundia a través de la membrana. Esto es
consistente con la menor area de especifica disponible respecto de una membrana de UF.

También los procesos difusivos seran mas rapidos.

Como se menciono en el Capitulo 1, para un disefio 6ptimo de un biorreactor de membrana,
ésta debe ser permeable a sustancias esenciales para la viabilidad celular como glucosa y oxigeno.
Adicionalmente debe permitir la difusion de proteinas terapéuticas (y otras sustancias)
secretadas por las células, pero debe ser ademas barrera para los componentes del sistema
inmunologico del hospedador, como las inmunoglobulinas, proteinas del complemento y
cclulas inmunologicas. Si bien hubo muchos intentos para optimizar el transporte de
membranas de UL para inmunoaislamiento en base a regular el MWCO, en este trabajo se

plantea otra alternativa.

3.2 DISENO DE UNA NUEVA MEMBRANA

Con el objetivo de lograr una nueva membrana de alta permeabilidad, pero mayor selectividad,
surgi6 la idea de utilizar una membrana de MF, con poros de diametro cercano al micron y
rellenar los mismos con un hidrogel con el proposito de aumentar la hidrofilicidad y controlar
mas adecuadamente la selectividad en el pasaje de diferentes solutos. Como ademas se requiere

el pasaje bi-direccional, se consider6 adecuado el tipo de transporte difusivo.
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El confinamiento de un hidrogel en el interior de los poros de una membrana le aporta al mismo
un alto grado de resistencia mecanica, incluso para espesores de hidrogel menores al milimetro.
Adicionalmente los hidrogeles han sido usados en medicina por su excelente biocompatibilidad

(Karoor et al., 2003).

En una busqueda bibliografica sobre el tema se encontraron los siguientes estudios: Ding y
Cussler (Ding & Cussler, 1991) desarrollaron fibras huecas con las paredes rellenas de hidrogel
para la extraccion de solutos y demostraron que la conveccion (transferencia de solvente) podria
ser evitada sin disminucion de la transferencia global de materia. Dai y Barbari (Dai & Barbari,
2000) impregnaron las paredes de fibras huecas de éster de celulosa y modificaron el gel para
obtener una estructura asimétrica utilizando glutaraldehido. Kapur (Kapur, Charkoudian, &
Anderson, 1997) sintetizo geles de poiAAm neutra dentro de poros de membranas de MF
(tamafio de poro de 0,5 pum). Ellos midieron el transporte difusivo y convectivo usando
soluciones de ribonucleasa A (13,5 kDa) o albumina sérica bovina (67 kDa) como funcién de
la cantidad de gel en el poro. Ademas, en relacion a su difusion en agua, el gel tuvo cambios

insignificantes en la difusion de KCl y glucosa.

La permeabilidad hidraulica de las membranas con gel en los poros (ky) es principalmente
dependiente del gel, particularmente de la fraccion de volumen, como también la porosidad de

la membrana y la tortuosidad del poro (Kapur, Charkoudian, Kessler, & Anderson, 1996).
3.2.1 Tipos de hidrogeles

Un hidrogel esta compuesto de dos componentes: una estructura tridimensional polimérica y
agua. .a combinacion de esos componentes forma un material que muestra buenas propiedades
mecanica y fluidez. Otra caracteristica interesante de los hidrogeles es que, por tratarse de un
polimero, puede sintetizarse en diversos formatos, como por ejemplo bloques, particulas,

membranas, recubrimientos, entre otros.

Los hidrogeles pueden clasificarse en fisicos o covalentes. Un bidrogel fisico consiste en cadenas
de polimero que interaccionan entre si mediante enlaces hidrofébicos, ionicos o de puentes de
hidrogeno. Al absorber el solvente, un hidrogel fisico se hincha hasta que finalmente se disuelve.
Debido a esto, los hidrogeles fisicos también son conocidos como “reversibles” (Campoccia e#
al., 1998). Por el contrario, un bidrogel covalente (también conocidos como “permanente” o
“quimico”) implica uniones covalentes entre sus cadenas, por lo que, al absorber el solvente, el

hidrogel se hincha hasta un punto maximo segin la tension de sus cadenas lo permitan. FEsta



dilucién de sus cadenas es entropica y el gel no se disuelve. Esta estructura puede hincharse y
retener concentraciones de liquido 100 veces (o mas) que su peso seco si el solvente es
compatible con el componente polimérico. La concentracion en el equilibrio es funcion del
grado de entrecruzamiento, la composicion quimica, y el entorno (otros aditivos de la solucion,

pH, temperatura, etc.).

Los hidrogeles no suelen ser homogéneos, v su falta de homogeneidad esta relacionada a la
polimerizacion. Usualmente contienen regiones de baja absorcion acuosa debido a un alto grado
de entrecruzamiento denominados eusters, que se encuentran dispersos dentro de regiones de
mayor hinchamiento (Drumheller & Hubbell, 1995). Estas heterogeneidades dependen de la
composicion del solvente, la concentracion de solidos y la temperatura durante la formacion
del gel, asi como la cinética de entrecruzamiento. Estas heterogeneidades son frecuentes cuando
las reacciones de entrecruzamiento son catalizadas por iniciadores quimicos, que finalmente

originan alrededor de si mismos los clusters.

La cantidad de agua en el hidrogel, es decir, la fraccion acuosa y la relacion entre el agua unida
y el agua libre determinan la absorcion (o particion) y difusion de los solutos a través del
hidrogel. El entramado de cadenas forma poros donde es dificil de cuantificar factores
importantes como el tamanio promedio de los mismos, distribucion de tamano e interconexion
entre ellos, v se suelen agrupar estas caracteristicas en un parametro unico llamado

“tortuosidad”,

3.2.2 Preparacion de los hidrogeles

En este trabajo se utilizaran polimeros de poliAAm y polimetilmetacrilato poiHEMA. Estos

polimeros se obtienen por polimerizacion radicalaria.

La polimerizacion via radicales es una reaccion en cadena que consiste en una secuencia de tres

pasos: Iniciacion, propagacion y terminacion (Odian, 2004).

e Iniciacion: Se generan radicales en el seno de la solucion.

e Propagacion: El radical inicial reacciona con un monoémero produciendo un re arreglo
de electrones, donde se forma un enlace estable entre ellos y se forma un nuevo radical
con la nueva molécula,

e Terminacion: Se produce con la combinacion de dos extremos de cadena activos o con

la interaccion con otros radicales.

n
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Existen diversas maneras de iniciar la polimerizacion, como la utlizacion de iniciadores
quimicos o foto-iniciadores que se activan utilizando luz visible o ultravioleta (Cruise ef a/., 1999;

Elisseeff ¢/ a/., 2000; Pathak, Sawhney, & Hubbell, 1992; Suggs & Mikos, 1999).

La iniciacion quimica esta limitada por la concentracion y pureza de los iniciadores, puede
provocar diferencias de temperatura y mayores heterogeneidades en la estructura del polimero.
Dado que los mondmeros, iniciadores, agentes entrecruzantes, y otros aditivos son toxicos,

estas sustancias no deben estar presentes en el producto final, lo que dificulta el uso biomédico.
3.2.2.1 Polimerizacion iniciada por radiacion fonizante

La radiacion ionizante (radiacion gamma) genera radicales libres en la solucion irradiada por la
absorcion de energia principalmente por el agua, por efecto fotoeléctrico y/o Compton. La
gran cantidad de radicales generados permite una polimerizacion completa de los monomeros
que se potencia por la alta penetracion de esta radiacion en agua. De esta manera se evita la
contaminacion con mondmeros en el producto final y ademas no utiliza otros agentes quimicos.
Por otra parte, considerando aplicaciones biomédicas, es importante considerar que la

polimerizacion y la radio-esterilizacion ocurren simultaneamente.

Los rayos gamma son una forma de radiacion electromagnética producida por el decaimiento
del “’Co con energfas del rango de MeV. El isétopo *’Co emite una particula beta con 0,31 MeV
de energia por decaimiento beta y se transforma a “’Ni, que tiene una vida media de 5,3 afios
(Ecuacion 1). Este luego decae a su estado basal a través de la emision de dos rayos gamma de

1,17 MeV y 1,33 MeV (1,25 MeV de energia promedio) (Ecuacion 2).
%0Co —» Ni* + e~ + v, Ecnacién 1
60N - SONj + Y Ecracion 2

Al ionizar la solucion se generan diferente tipo de radicales por la radidlisis del agua que
activaran a los monomeros v polimeros formados, que luego se recombinaran formando
uniones covalentes entre las cadenas de polimero, formando una fraccion insoluble. Esta
recombinacion puede ocurrir entre cadenas poliméricas adyacentes (entrecruzamiento inter-
molecular) que aumenta el PM, o dentro de la misma cadena polimérica (entrecruzamiento

intra-molecular) que mantiene el PM reduciendo su radio de giro o expansion en el solvente.
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Si la concentracion de polimero formado es alta y la velocidad de dosis (Gy s™) es relativamente
baja, el nuimero de radicales generados en una cadena de polimero es mucho menor a uno. Esto
causa que se formen mas probablemente uniones inter-moleculares (entre cadenas adyacentes)
que uniones intra-moleculares. En el caso de la formacion de hidrogeles, la red tridimensional
se desarrolla aumentando sostenidamente su PM (Rosiak, Olejniczak, & Charlesby, 1988). En
la Figura 11 se muestran dos condiciones diferentes de cantidad de radicales por molécula de
polimero. En el primer caso se forman macrogeles (cominmente denominados hidrogeles) y

en el segundo caso se generan nanogeles.

)

Radiacidén Recombinacién
ionizante radicalaria

28 28 26

Figura 11: Esquema de reaccion de entrecrnzamiento: inter-molecular (a), intra-molecular (b).

Como fue descripto, el proceso de polimerizacion iniciado por radiacion ionizante produce
entrecruzamiento, sin embargo, es habitual usar un mondmero bifuncional para aumentar la

eficiencia de este proceso.

La cantidad de agua absorbida depende del grado de entrecruzamiento de las cadenas, cuanto
mayor es el grado de entrecruzamiento, menor es la cantidad de agua absorbida. Debido a que
la polimerizacion con radiacion gamma no requiere de catalizadores quimicos, no existira una
contaminacion con estos productos, y tanto la hidrofilicidad como la porosidad pueden ser

controladas de manera independiente de la temperatura (Nguyen & West, 2002).
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Es importante destacar que el oxigeno presente en la solucion debe ser removido ya que genera
reacciones indeseables (provoca la escision de cadenas por la formacion de radicales peroxido).
Sila dosis de irradiacion es muy alta, en lugar del entrecruzamiento se provoca la escision del

enlace C-C, obteniéndose como consecuencia una disminucion del PM del polimero.
3.2.3 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

La presencia de diferentes grupos funcionales afecta directamente la hidrofilicidad del hidrogel,
y por lo tanto su capacidad de hinchamiento, por lo que es esencial caracterizar al hidrogel

desde el punto de vista quimico, comprobando su formacion dentro de la membrana.

La espectroscopia infrarroja es aplicable a grupos funcionales, en particular aquellos cuya
vibracion provoque un cambio en el momento dipolar de la molécula, absorbiendo mas energia
cuanto mayor sea la variacion del momento bipolar durante la vibracion. Es por ello que los
enlaces C=0, O-H, N-H generan bandas de absorcion intensas, mientras que los alquinos

simétricos no son observables.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) es uno de los métodos mas
atiles para la investigacion de la estructura de polimeros y el analisis de los grupos funcionales,

porque permite tanto el analisis cualitativo como cuantitativo.

Es habitual combinar FT-IR con la técnica de reflexion total atenuada (en inglés .A#tennated Total
Reflectance, ATR) que permite analizar muestras opacas (Pihlajamiiki, Viisinen e/ a/. 1998, Belfer,
Fainchtain e /. 2000, Bottino, Capannelli ¢ a/. 2001). Con FT-IR ATR puede obtenerse
informacion de la estructura quimica de una muestra hasta de un espesor de entre 1 um hasta

10 pm, por ello es el método indicado para estudiar supetficies de materiales rugosos y porosos.

En la técnica de ATR la muestra se coloca sobre un cristal transparente a la radiacion IR y con
un indice refractivo alto. La radiacion IR se focaliza en uno de los extremos del cristal, y
entonces el haz se refleja varias veces dentro del cristal antes de llegar al detector. El haz penetra
ligeramente en la muestra en intimo contacto con el cristal en cada reflexion. Las muestras se
analizan en seco para evitar la interferencia de la absorcion IR de los OH del agua (Holmbom
and Stenius, 2000). La penetracion de la radiacion IR en la muestra puede ser controlada

cambiando el angulo de incidencia, utilizando cristales con diferente indice refractivo.

Mediante la interpretacion de los espectros de FT-IR, por comparacion directa de los mismos
y/o extrapolacion a estudios de moléculas simples, se puede establecer la presencia / ausencia
de ciertos grupos funcionales en el material a estudiar. La asignacion de las bandas caracteristicas

de los polimeros se realiza de acuerdo con la bibliografia, asi como con tablas de asignacion.
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3.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS MEMBRANAS

La morfologia y la estructura quimica son caracteristicas importantes de las membranas,
afectando su performance y estabilidad. El objetivo de este ensayo fue confirmar la presencia

del polimero hidrofilico que genera el hidrogel en la membrana de manera homogénea.
3.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es un tipo de microscopia que utiliza un haz de
electrones que barre la superficie de la muestra. Esto causa varios tipos de interacciones
generando diferentes sefales, donde los electrones secundarios y los electrones

retrodispersados son utilizados para formar la imagen (Goldstein ¢# 4/, 2003).

Esta técnica permite caracterizar la morfologia de la membrana, como la geometria, tamafio y
distribucion de tamafio de los poros y porosidad superficial (Schossig-Tiedemann & Paul,
2001). Gracias a su gran profundidad de campo y la resolucion lateral (10-50 nm) es posible
obtener imagenes de las membranas de MF con una gran resolucion (Chahboun e a/, 1992,

Goldstein ez al., 2003).

Debe considerarse que para el SEM convencional funciona en vacio. Esto implica que la
muestra debe ser deshidratada, lo que puede afectar la estructura del poro (Bowen, Hilal ¢/ 4.
1996); (Fritzche et al., 1992). Por otra parte, los polimeros son generalmente aislantes, por lo
que debe ser recubiertos con una capa conductora (carbon, oro, platino o paladio) para eliminar
la carga superficial y minimizar el dafo de la muestra con el haz de electrones (Charcosset &

Bernengo, 2000); Fritzsche ¢/ al., 1992; (Mulder, 1996) Schossig-Tiedemann and Paul, 2001).

3.4 CARACTERIZACION FUNCIONAL

Las membranas tienen como principal funcion regular el pasaje de moléculas a través de su
estructura. Es por ello que la caracterizacion funcional involucra el estudio de la permeabilidad

hidraulica y la permeabilidad de solutos.

3.41 Permeabilidad hidraulica
En cuanto al analisis estructural del gel, la medida de la permeabilidad hidraulica (ki) es un
parametro experimental valioso dado que depende de la microestructura del gel, y por lo tanto

su determinacion nos dara informacion de la misma. Adicionalmente, /Ky es una medida del

espacio promedio entre las cadenas del polimero que componen el hidrogel. Por otra parte,



determinar el ki, junto con los coeficientes de permeabilidad a solutos, nos permite modelar el

transporte molecular a través del gel (Tong and Anderson 1996).

En 1856, Darcy observo que el caudal de agua que fluye a través de un lecho poroso de espesor

L podria estar relacionado con el gradiente presion AP por la simple expresion:

_ uXuxL
h= AP

Ecuacidn 3

Donde k; es la permeabilidad hidraulica de la membrana, v es la velocidad lineal del fluido a
través de la membrana, entendida como el caudal del agua que pasa a través de la membrana
(Q) dividido por el area de la membrana, p es la viscosidad, L es el espesor de la membrana, y
AP es la diferencia de presion a ambos lados de la membrana. La ki, depende de la estructura

de la membrana y no del fluido, siendo k" la resistencia de la membrana (R.).
3.4.1.1 Permeabilidad de un gel y membranas conteniendo a un gel

Para permitir la comparacion con otras membranas de diferente composicion, o bien con el
hidrogel libre, debe considerarse que ki, es funcion de la permeabilidad hidraulica del hidrogel
propiamente dicho (kig), v de la estructura de los poros de la membrana. Esta relacion se

describe con la formula:

kp = kh'gel(e/r) Eenacion 4

Donde ¢ es la porosidad de la membrana (volumen total de poro / volumen total de membrana)

y T es la tortuosidad.

3.4.1.2 Cidlculo de la tortuosidad (t)
La tortuosidad se define como el cociente entre la distancia minima entre un punto y otro y la
distancia efectiva que recorre el soluto que difunde entre los puntos mencionados.

La t puede determinarse a partir de la permeabilidad utilizando un modelo que considera poros

cilindricos, determinada por la ecuacion de Hagen-Poiseuille:

Ecnacion 5
2 3
_ EMoro AP

W 8ur L

A partir de la Ecuacion 3 y Ecuacion 5 la se puede calcular la tortuosidad:



2
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8k, A

Ecuacion 6

3.4.1.3 Determinacion de Ia fraccion de volumen ocupada por el gel

Debido a que el material consta de la membrana con un hidrogel preparado en los poros, para
caracterizar a dicho hidrogel debe considerarse el volumen presente del mismo, definido como

la fraccion de volumen de membrana ocupada por el hidrogel.

La fraccion de volumen de gel se determind con la siguiente ecuacion, a partir de la pesada de

la membrana seca antes de la preparacion del hidrogel (w.,) y postetior al mismo (Wi+y):

. ¥ (Wm+g ~ Wn)

Ecuacidn 7
n(r, —1;)%Lse

Donde r. y 1 son los radios externo ¢ interno de la fibra hueca respectivamente, Lr es el largo
de la fibra, ¢ es la porosidad de la membrana (70 %) y v, el volumen parcial especifico del
polimero utilizado (poliAAm o poliHEMA). Para los calculos se considera el volumen

especifico de la poliAAm y de poliHEMA 0,83 cm™g"' v 0,79 cm’ g respectivamente'’.

3.4.1.4 Consideraciones sobre la compresibilidad

Frecuentemente la medicion experimental de la permeabilidad hidraulica en geles es dificil de
realizar por su compresibilidad; si la estructura del gel se comprime no solo cambia su espesor
si no también la estructura interna. En este trabajo, este problema es notoriamente menor
(considerado despreciable) porque se trata de gel incluido en los poros de una matriz polimérica,
una matriz que no solo restringira su compresibilidad, sino también su hinchamiento,

brindandole al hidrogel una estabilidad mecanica tnica.

Dado que un gel formado por un polimero entrecruzado es un medio elastico, es importante
considerar la relajacion elastica para hacer las medidas de flujo bajo presion. Scherer (Scherer
1989) modelo el tiempo de compresion de un film elastico que es soportado por un plano sobre
la cara opuesta por donde es ejercida la presion. Si se define el tiempo inicial cuando la caida de
presion comienza a afectar el film, entonces ¢l tiempo requerido para que el film vuelva a su

posicion original (T,) esta dado por la siguiente expresion:

10 Calculado a partir de la densidad de los polimeros, http:/ /www.sigmaaldrich.com/
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Ecunacion 8

Donde M. es el moédulo elastico uniaxial en el film. Para geles poliméricos con p=0,1; este
maodulo es del orden de 1 bar y aumenta con ™ (Sellen 1987). Considerando este valor, en un
film de gel de espesor comparable a nuestras membranas (=0,25 mm) se obtiene un ©.=625 s.
Por lo tanto, para evitar errores experimentales derivados de la compresibilidad, las

determinaciones experimentales se realizaron después de equilibrar el sistema por 20-30 min.

3.4.1.5 Caracterizacion de la transferencia de materia

La transferencia de materia en una membrana de microfiltracion involucra transportes
convectivos y difusivos. En el transporte convectivo de solutos, estos se mueven junto con el
fluido que los contiene, mientras que en el segundo caso lo haran por un gradiente de

concentracion.

Considerando el modelo de BAL propuesto, con membranas de MF con los poros rellenos con
hidrogel solo debera presentar un transporte de tipo difusivo. Este tipo de transporte permitiria
una mayor selectividad en el transporte de solutos y favoreceria el pasaje bidireccional de

moléculas.

3.4.1.6 Determinacion de las resistencias de la fase fluida a Ia transferencia de materia

Para realizar la determinacion experimental del transporte difusivo, es pertinente visualizar el
perfil de concentracion de soluto a través de la misma, y para esto, debe considerarse que este
pasaje tiene no solo la resistencia intrinseca de la membrana, sino también las resistencias que

oftecen las fases fluidas de uno y otro lado de la misma.
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Figura 12: Modelo de difusidn en menbrana

En la Figura 12 se representa un corte transversal de la membrana, junto al perfil de

concentracion de soluto y la direccion de la transferencia de materia por difusion.

Donde C; es la concentracion de soluto en el intetior de la fibra (solucién que recircula desde
el reservorio), C. es la concentracion de soluto en el vaso receptor, L. es el espesor de la
membrana, Ri y Re son las resistencias de la fase acuosa del lado interno y externo de la

membrana respectivamente. R, es la resistencia de la membrana propiamente dicha.

En este modelo se asume un sistema de resistencias en serie y el coeficiente de permeabilidad

P de cada soluto se calcula realizando las siguientes correcciones:

1
+—+

1
= =R,, + R, + R; Ecnacion 9
e i

x| =
o]~

Donde k. v ki representan los coeficientes de transferencia de materia en el exterior y en el
lumen de la membrana respectivamente. I. representa el espesor de la membrana y k es el
coeficiente de transferencia total determinada experimentalmente, por lo que k' es la resistencia

total. R refiere a cada resistencia en particular.

La resistencia a la transferencia de materia de la fase fluida se calcula normalmente por analogia
con la transferencia de calor, donde la resistencia de la fase fluida es la reciproca del coeficiente

de transferencia de materia, k, que puede ser determinado a partir de correlaciones del namero
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de Sherwood. Este numero adimensional representa el cociente entre la transferencia de materia

por conveccion y difusion.

kd,s

Sh =
Dy

Ecuacion 10

Donde d.s es el diametro efectivo de la fibra hueca (calculado como 4 veces el area trasversal

dividido el perimetro) y Dy es el coeficiente de difusion para el soluto en el fluido.

3.4.1.7 Propiedades de transporte de las membranas modificadas

Por las caracteristicas del fluido a ambos lados de la membrana, el analisis de transporte puede
considerarse similar a la difusion entre dos compartimentos agitados con mezclado perfecto.
En el caso de solutos con alta permeabilidad, el modelo a aplicar es el psendo-estado estacionario,
donde en la medida que el soluto difunde a través de la membrana, disminuye su concentracion
en el vaso reservorio. Debido a la acumulacion del metabolito en el vaso receptor y a que el
transporte es meramente difusivo, se observa una disminucion en la velocidad de transferencia
en el tiempo como consecuencia de la disminucion de la diferencia de concentracion de soluto

entre ambos recipientes. Cada recipiente corresponde a una de las dos caras de la membrana.

LLa permeabilidad en estos casos se determina a partir del coeficiente global de transferencia de

materia determinado por:

Ecuacion 11

CO-Cm\ 11
C.(0) — C,(0) ‘_“"“(E.*E-)

Donde V. y Vi son los volimenes de los vasos receptor y reservorio, respectivamente. A es el
area transversal de la membrana, C. (t) y Ci (t) son las concentraciones de soluto en el vaso
receptor y reservorio a tiempo t, C. (0) y Ci (0) son las concentraciones de soluto iniciales en los

Vasos receptor y reservorio respectivamente.

En el caso de solutos con permeabilidades bajas, donde la concentracion de soluto del
reservorio permanece constante en relacion a una concentracion extremadamente baja en el
receptor, se puede aplicar un analisis de estado estacionario. Este fue el caso para los solutos
ensayados, donde k es calculada a partir de la ecuacion de #me-lag descripta por Crank (Crank

1956):
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Donde M, es la masa total de soluto que difunde a través de la membrana en un tiempo t, P es
la permeabilidad de la membrana para un soluto, C; es la concentracion del vaso dador que se

considera constante y Dn, es el coeficiente de difusion del soluto en la membrana.

Se utilizd como método estadistico para el analisis de los datos el analisis de varianza (ANOVA)
de dos factores (correspondientes al tipo y concentracion de gel). La normalidad de las
subpoblaciones se comprobo con el método de Shapiro-Wilks. En este caso hay evidencias para

aceptar el supuesto de distribucion normal (p>0.05).

3.4.2 Determinacion experimental de la permeabilidad de macromoléculas

Dado que la finalidad del disefio propuesto es su utilizacion con plasma entero, se realizaron
una serie de experimentos para determinar la permeabilidad y selectividad de los distintos
componentes del plasma humano. Para cllo se utilizo como técnica analitica la Electroforesis

Capilar.

3.4.2.1 Fundamentos de la Electroforesis Capilar (EC)

En este método separativo, la muestra se introduce en un capilar y los analitos migran a lo largo
del mismo por la aplicacion de un campo eléctrico. La separacion de los analitos depende

entonces de una combinacion del flujo electro-osmotico y la interaccion con la fase estacionaria.

Las propiedades de la separacion de la EC tiene caracteristicas semejantes a la combinacion de
la electroforesis en gel de poiAAm (PAGE) y la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

ILa separacion por electroforesis se basa en la diferencia de velocidad de solutos en un campo
eléctrico. Esta velocidad electroforética v. se calcula como el cociente entre el tiempo de
migracion y el largo del capilar hasta el detector (Lg). Esta velocidad depende de la movilidad

electroforética () y la fuerza del campo eléctrico (E).

Eenacion 13

Ve = U E =

tm
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La p.e depende del buffer, el pH y la temperatura y es proporcional al cociente

eléctrica y la fuerza friccional

fuerza eléctrica (Fg)

He & fuerza fricional (Fr)

La fuerza eléctrica esta representada en la siguiente ecuacion:
FE = QE
Y para un ion esférico la fuerza friccional esta determinada por la ecuacion:

Frp = —6mnruv,

Donde:
q: carga ionica
7: viscosidad de la solucion
t: radio ionico

ve: velocidad del ion

En estado estacionario, las fuerzas son iguales y opuestas:

qE = émnrv
Considerando la Ecuacion 15:
qE = 6mruE
q
b= 6mnr

entre la fuerza

Ecnacion 14

Eenacion 15

Ecnacion 16

Ecuacion 17

Ecuacton 18

Ecuacion 19

Para el analisis de proteinas se utiliza un pH alcalino de manera tal de que todas las proteinas

tengan cargas positivas, y se establece una correlacion entre la movilidad electroforética y el

cociente masa/carga. Resulta entonces que la movilidad depende de manera

inversa con el

tamafio del ion (proteina), permitiendo la separacion de diferentes macromoléculas del plasma.
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3.4.2.2 Identificacion de proteinas del plasma sanguineo

El patréon de proteinas que se observa en una EC de plasma sanguineo, esta dado por las
fracciones de los dos principales tipos de proteinas: albumina y globulinas. La albamina, el pico
mas grande mas cerca del anodo (mayor tw), v las globulinas agrupadas en los grupos alfa 1, alfa
2, beta 1, beta 2 y gamma mas cerca del catodo (menor ts). La Figura 13 muestra un patron

tipico de EC de proteinas de plasma sanguineo:

==

—

albumina a-1 a-2 B Y

Figura 13: Patron tipico de EC de una muestra de plasma sangnineo.

Las proteinas que se encuentran en cada fraccion son (O'Connell, Horita ez al. 2005):

o Albumina: La albumina representa el pico mas alto en la electroforesis de proteinas de
suero, usualmente se observa como una unica banda de gran intensidad.

O Zona alfa: La fraccion alfa-1 incluye la alfa-1 antitripsina, transcortina, y globulina
fijadora de tiroxina. Alfa-2 esta compuesta por ceruloplasmina, alfa-2 macroglobulina y
haptoglobina.

o Zona Beta: La zona Beta consiste en beta-1 y beta-2 pero usualmente se encuentra
representada graficamente por una unica banda. Beta-1 consiste mayormente de
transferrina. La banda beta-2 esta formada principalmente por B-lipoproteina,
fibrinogeno y complemento C3. Las inmunoglobulinas IgA, IgM y a veces IgG pueden

identificarse en la banda beta también en algunas situaciones.
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0 Zona Gamma: Las inmunoglobulinas que comprenden principalmente esta banda son

IeG, IgA, IgM, IgD e IgE.
3.4.3 Correlacion con modelos

La difusion de solutos a través de un hidrogel puede cotrelacionarse con diferentes modelos.
Todos ellos brindan una estimacion del retraso que se observa en el movimiento del soluto en
el gel, expresado como el cociente entre la difusion en el gel y la difusion libre. Una limitacion
a la transferencia de materia estara dada por la interaccion entre la matriz del gel y las sustancias
que difunden rindiendo coeficientes de difusion considerablemente menores. El camino a
recorrer por el soluto (path lengh?) aumenta por las obstrucciones causadas por la estructura del

gel, mientras que el volumen disponible para difundir disminuye.

3.4.3.1 Modelo de poros cilindricos rectos

En los hidrogeles, como en otros medios porosos, donde el diametro de poro que corresponde
al espacio entre las cadenas de polimero, y otras dimensiones de la microestructura son
comparables con el tamano de la macromolécula que difunde, la difusividad tiende a disminuir

respecto de la difusion libre.

Un modelo de estudio es asumir que el material poroso consiste en un arreglo de poros
geométricos cilindricos o de otra forma, que permite aplicar la teoria hidrodinamica que
extiende la ecuacion Stokes-Einstein, donde se consideran los efectos de las paredes de los
poros (Deen 1987). Esta teoria, desarrollada principalmente para moléculas esféricas en poros
cilindricos largos y derechos, incluye dos factores que influyen en la difusividad promedio de

una molécula neutra en un poro:

1. Un aumento del arrastre hidrodinamico sobre la molécula (y su consecuente reduccion
en la movilidad) causada por las paredes de los cilindros,

2. Las restricciones estéricas. Los datos de difusion experimentales, determinados en
membranas de poros perfectos (#rack-efched membranes), en general concuerdan con este

modelo (Deen 1987).

3.4.3.2 Permeabilidad hidrdulica en el modelo de poros cilindricos rectos

La permeabilidad Darcy es expresada en general en funcion de la fraccion de volumen ocupada

por las cadenas del polimero:
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ky = rpzf (¢) Ecuacidn 20

Donde 1, es el radio de las cadenas de polimero y una funcion f(y) que depende de la disposicion
espacial de las mismas. Muchos modelos estan basados en una disposicion regular periodica de
los cilindros. Sangani (Sangani & Acrivos, 1982) considero un arreglo regular cuadrado de
cilindros, con el flujo orientado perpendicularmente a los ejes de los cilindros, en un angulo de
45° respecto del alineamiento del arteglo. Ellos resolvieron numéricamente las ecuaciones de
Stokes para esta disposicion espacial y calcularon la friccion de cada cilindro. Tsay (Tsay and
Weinbaum 1991) convirti6 el arrastre de cada cilindro en permeabilidad Darcy, y obtuvo la

siguiente expresion empirica de los calculos de Sangani:

2,377 Ecuacion 21
i 2
ky = 0,0572 a -2 [

Drummond (Drummond and Tahir 1984) también resolvio las ecuaciones de Stokes para un
flujo que pasa a través de arreglos regulares de cilindros paralelos. Lo expreso en la siguiente
ecuacion:

Ecuacion 22

1
kn =5 [—ing — 1,476 + 2¢ — 1,771¢? + 4,076¢°]r,,?

La diferencia entre ambas expresiones (Ecuacion 21 y Ecuacion 22) es menor o igual al 6 %
para hidrogeles donde el polimero ocupa una fraccion de volumen en el rango de

(0,01<<0,15),

Jackson y James (Jackson and James 1986) revisaron los datos experimentales para el flujo a
través de medio fibroso (desde cadenas de polimeros hasta fibra de vidrio) sobre una variacion
amplia de r, y hallaron la siguiente expresion, de naturaleza semi-empirica, que ajusta a la mayor

parte de los datos:

3

kn = =200

[ln(cb) + 0,0931]Tp2 Ecacicén 23

3.4.3.3 Permeabilidad a solutos en el modelo de poros cilindricos rectos

Por mucho tiempo la permeabilidad de una membrana polimérica a un soluto fue descripta por

un procesos denominado madelo particion — difusion (Baker 2004). El soluto debe disolverse en el
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material de la membrana y luego difundir a través de la membrana en direccion decreciente de
su gradiente de concentracion. La solubilidad (coeficiente de particion) del soluto en la
membrana contribuye con el componente termodinamico del equilibrio y la difusion del soluto
a través de la membrana con el componente cinético en el proceso de permeacion a través de
la membrana. En un sistema de membrana con hidrogel, el mecanismo de transporte es

levemente diferente ya que una parte importante de la membrana esta ocupada por agua.

Hay algunos puntos en comun entre la difusion de esferas rigidas en soluciones y geles muy
diluidos. El impedimento a la difusion es despreciable, y la difusividad esta dada por la ecuacion
Einstein-Stokes. Cuando el sistema no es tan diluido, pero la macromolécula (el soluto) es mas
chica que la separacion media entre las cadenas de polimero (r.<ki'?), los factores
hidrodinamicos y estéricos afectan a la difusion de manera similar. Para macromoléculas

mayores (r.>>k,'?), un gel o una solucién de polimero se comportaran de manera diferente.

3.4.3.4 Modelo de Ogston

Ogston (Ogston, 1958) desarrolld6 un modelo de exclusion de volumen donde se considera la
probabilidad de la ubicacion de esferas rigidas de radio r,, para geles modelados como un
conjunto de cilindros (cadenas de polimero) colocados de manera aleatoria de radio r,. Los
parametros para caracterizar son 1, fp y la fraccion volumen ¢, Este concepto es la base de
muchos de los trabajos tedricos sobre el transporte limitado en geles, que estan enfocados

principalmente en la particion y la difusion.
Su resultado puede ser expresado como definicion del coeficiente de particion (K):
% -
K=exp|—¢|1+— Ecuaciin 24
)
Este modelo asume que:

o La interaccion soluto- cadenas de polimero es puramente como una esfera rigida

o las cadenas de polimero son infinitamente largas y estan ubicadas de manera aleatoria
en la matriz

o La concentracion de soluto es muy baja, por lo que la interaccion soluto - soluto seria

despreciable en ambas fases.
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3.4.3.5 Modelo de Brinkiman

Un factor no considerado en el modelo de Ogston son las interacciones hidrodinamicas,
analogo a aquello observado en los poros, entre las cadenas de polimero del hidrogel y la

difusion de macromoléculas.

Phillips (Phillips, Deen e a/. 1989) abordo este tema usando la dinamica de Stokes y la teoria
generalizada de dispersion de Taylor para calcular la difusion macroscépica de una esfera
moviéndose en un fluido viscoso a través de un arreglo de fibras paralelas. Se propuso que el
coeficiente de difusividad podria estimarse para otros arreglos de fibras si se consideraba el

arreglo de fibras como un medio efectivo caracterizado por su parametro de permeabilidad de
Darcy, ki. Como se menciono anteriormente, ki, es la permeabilidad intrinseca y \/k_h es del
orden de magnitud del espaciado entre las fibras. Usando la ecuacion de Brinkman (Brinkman
1949) para calcular la friccion de una esfera moviéndose en ese medio, donde D*' y D, son la

difusion en el gel v en una solucion respectivamente, se obtiene:

Ecnacion 25

past ~F( % )= 1
Do Ven! 14 (/) + 5 (r/Rn)

Brinkman (Brinkman 1949) realizo6 el calculo para esferas quietas en un fluido en movimiento,
mientras que Kapur (Kapur, Charkoudian e a/. 1997) lo calcul6 para el movimiento de una
esfera en un fluido estacionario, obteniendo el coeficiente 1/9 en lugar de 1/3 en la Ecuacion

25.

Debe destacarse que el modelo de Brinkman no considera algunos factores potencialmente
importantes como son el movimiento Browniano de la propia red de gel (Sellen, 1987), los
efectos hidrodinamicos por cercania a la red polimérica sobre la difusividad del soluto y el efecto
de obstaculizacion de la red propiamente dicha, que requiere que el soluto difunda alrededor de

la cadena de polimero.

3.4.3.6 Modelo Ogston-Brinkman

El tramado del gel presenta dos barreras para el movimiento aleatorio (coeficiente de difusion)
de las moléculas. Por un lado, la red crea una resistencia hidrodinamica a la molécula que
difunde que es transmitida a través del solvente viscoso (modelo de Brinkman), y, por otra
parte, la red presenta obstaculos (el entramado de las cadenas de polimero que componen el

hidrogel) que la molécula debe sortear para difundir (modelo de Ogston).
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Combinando la Ecuacién 24 y la Ecuacion 25 se obtiene una expresion para el coeficiente de

difusion efectivo, incorporando la fraccion de volumen ocupada por el gel (y):

-
i L
ol exp (;b(l +?Tp)

Do 141/ \ln+5(r/\Rn)

Ecuacion 26

Johnson e#al (Johnson, Berk 7 al. 1995) propusieron una modificacion que incluye el efecto de
la obstaculizacion (tortuosidad) del gel en la difusion del soluto, que significa una adecuacion

de la Ecuacion 26 para obtener la siguiente expresion:

2y 1,09

exp |—0,84( ¢ (1 i :—p)

Do 14n/ Sl +5(n/VRR)

el B »
b# Ecnacion 27

Estos modelos seran comparados con los datos experimentales en la seccion de resultados.
3.4.4 Transferencia oxigeno

3.4.4.1 Importancia de la transferencia de oxigeno

El oxigeno es uno de los nutrientes celulares mas importantes, siendo el principal en todos los
ciclos metabolicos aerébicos. Sin embargo, frecuentemente es el reactivo limitante en el cultivo
tisular 7z vifro. Esto se debe a la baja solubilidad del oxigeno en el medio de cultivo, que dificulta
la transferencia del mismo hasta la supetficie celular. La solubilidad del oxigeno en un medio
de cultivo tipico esta limitada a 0,2 mM cuando se utiliza el oxigeno atmosférico (es decir, una
presion parcial de oxigeno de 0,21 atmosferas) (Glacken, Fleischaker, & Sinskey, 1983).
Considerando que por cada mol de glucosa se consumen 6 moles de O; la disponibilidad del
oxigeno sera mucho menor. Como consecuencia, el oxigeno debe ser suministrado
continuamente, ya sea directamente en el biorreactor o en un circuito de oxigenacion en

paralelo.

Desde el punto de vista de la transferencia de materia, la solucién mas simple serfa aumentar la
presion parcial de oxigeno, ya sea utilizando oxigeno puro o aumentando la presion total, pero
debe considerarse ademas, que un exceso de oxigeno en el medio circundante a las c¢lulas, sin
un transportador adecuado como es la hemoglobina, induce la presencia de radicales libres,

sumamente citotoxicos (Freshney, 2010). Tanto el estrés hipo- e hiperoxico estan implicados
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en la apoptosis, que parece ser la principal forma de muerte celular de muchas lineas celulares

cultivadas (Stefanelli e al., 1995).

3.4.4.2 Oxigenadores de membrana

Los oxigenadores de membrana son utilizados desde hace algunos anos. En 1953 Gibbon
(Gibbon Jh, 1937) (Gibbon, 1954) llevd a cabo la primera operacion a corazon abierto
utilizando un oxigenador de membrana. La siguiente generacion en aireadores sanguineos
fueron los aireadores por burbujeo. En estos dispositivos el oxigeno se transfiere de manera
eficiente reduciendo notablemente ¢l volumen muerto; sin embargo, se forma espuma y
favorece la hemolisis y la formacion de micro-embolia. En los oxigenadores de membrana y los
de burbujeo, se establece un contacto directo entre la fase gaseosa y la sangre. Para mejorar la
biocompatibilidad, se coloco una membrana no porosa en la interfase, originando los
oxigenadores sanguineos de membrana. La gran limitacion de los primeros oxigenadores de
membrana fue la falta de materiales que fueran lo suficientemente permeables a los gases de la
respiracion. Por otro lado, estos oxigenadores estaban disenados con poco analisis reologico,
por lo que se establecia una pelicula estanca afectando a la transferencia de gases. Los avances
en la tecnologia de membranas en la década de 1960-1970 introdujeron oxigenadores

comerciales basados en membranas de silicona (Bramson e/ a/., 1965).

La alternativa mas adecuada en un disefio de biorreactor de membranas es utilizar algunas de
cllas para el transporte de oxigeno. Por lo tanto, para poder realizar un disefio adecuado v
estimar la cantidad de fibras de oxigenacion necesarias, debe determinarse la transterencia de

oxigeno a través de las mismas.

3.4.4.3 Medida de Ia transferencia de oxigeno

Debido a la baja solubilidad del O en agua (7 mg*1" a 35°C) y a que las células son capaces de
utilizar tnicamente el O: disuelto, es evidente que éste debera ser suministrado al medio de
cultivo de manera continua. Para logratlo, es necesario transterir O» desde la fase gascosa

(normalmente aire) a la fase liquida (medio de cultivo).

Macroscopicamente, la transferencia de O: puede describirse mediante la Ecuacion 28:

Ro, = kpa(C* —Cp) Ecuacién 28
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Donde R, es la velocidad de transferencia de O, kia es el coeficiente volumétrico de

transferencia de Oa, C* es la concentracion de oxigeno disuelto que se encuentra en equilibrio
con la presion parcial de O en el seno de la fase gaseosa (Segin la ley de Henry, Py, = H - C)
y Cres el valor de la concentracion de O: en el seno del liquido. La diferencia de estos dos
altimos términos es la fuerza impulsora de la transferencia. El kia es una constante de
proporcionalidad que puede tomar diferentes formas dependiendo del modelo que se utilice
para explicarla. Si se utiliza el modelo de la pelicula descripto en la Figura 61, se aplica la

siguiente ecuacion (Ecuacion 29):

D
KLzﬁ,a:éyKLazKan Ecnacion 29
L V
Donde Dy, es la difusividad del Oz en el medio utilizado, L es la longitud de la pelicula estanca

de liquido que rodea a la burbuja, A es el area total de transferencia de materia y V es el volumen

del medio liquido, por lo que a=A/V es el area especifica.

3.4.4.4 Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno: kia.
Para la determinacion del kia existe una diversidad de métodos. En este trabajo de tesis se
consideraron 3 métodos diferentes:

34441 Mctodo dinamico (Gassing-in)

Este método es relativamente sencillo y no requiere que un cultivo celular o que una reaccion
quimica consuma oxigeno. El método consiste en reducir el oxigeno disuelto al minimo (puede
ser por desplazamiento con otro gas, como por ejemplo nitrogeno), para luego proceder a la

oxigenacion (o aireacion) como se ilustra en la Figura 14.
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aireacion

Oxigeno disuelto (C,)

v

Tiempo

Figura 14: Curva de aireacion.

A medida que se oxigena la solucion se mide la concentracion del oxigeno disuelto en el medio

en funcion del tiempo (Ecuacion 30):

_ ln (CL - CLD)/(CLO - Ct)
B t—tg

Eenacion 30

La

La Ecuacion 31se obtiene al integrar la Ecuacion 30, asumiendo un C;, uniforme, que la fase
gaseosa no cambia, y por lo tanto C* es constante, y la ausencia de consumo de oxigeno en el

sistema. El kia se calcula como la pendiente de la ecuacion lineal (Ecuacion 31).

In (C* - CLO)/(C* - C,) =kpaxt Ecuacién 31

Donde C* es la concentracion saturante de oxigeno disuelto, €y es la concentracion de oxigeno

disuelto inicial a tiempo to. Ci. es la concentracion de oxigeno disuelto a cualquier tiempo t

(Figura 15).
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~ Pendiente=K a

Velocidad de transferencia de O,
/

Tiempo

Figura 15: Determinacion del kya a partir de la correlacion de la Velocidad de transferencia de Oz en
funcion del tiempo (Ecuacion 31).

Para la evaluacion correcta del &4 por este método debe considerarse el tiempo de respuesta

del electrodo de oxigeno.

3.4.4.4.2 Método de oxidacion de sulfito

El método de oxidacion del sulfito, también conocido como método de Cooper (Cooper,
Fernstrom, & Miller, 1944)) se basa en la reaccion entre el sulfito de sodio con el O; en medio
ligeramente alcalino y en presencia de iones Cu™ o Co™ Utilizando una solucion de sulfito en
exceso, se mide la transferencia de oxigeno al medio por la oxidacion de sulfito a sulfato, ya que
el oxigeno disuelto es nulo por ser el reactivo limitante de la reaccion. El inconveniente de esta
técnica es que se suele sobrestimar al kia porque la alta concentracion de sales disminuye la
coalescencia del medio. Es por ello que una alternativa es el método de Cooper modificado, en
el cual se agrega una solucion de concentracion conocida de Na:SO; (previamente
desoxigenada) a un caudal tal que toda la sal se consume al momento de ingresar al reactor (en
este caso, el sulfito es el reactivo limitante). Debido al corto tiempo de residencia y la baja

produccion de H', no se requiere controlar el pH activamente.

Como la velocidad de ingreso de sulfito es menor a la velocidad de transferencia de Oy, la

concentracion de O disuelto es distinta de 0, y puede medirse con un electrodo.



La Ecuacion 32 representa a la reaccion que ocurre entre sulfito y Oy
2Na,S0, + 0, —“52Na, SO0, Eouacin 32

La velocidad de la reaccion puede representarse segin la Ecuacion 33:
V= km,ﬂ X [Na2 SO, ]m X [02 ]” Eenacion 33

Donde £ es la constante de velocidad y » y # son coeficientes que deben determinarse

experimentalmente y representan al orden de la reaccion para sulfito y oxigeno respectivamente.

Para la medida del kia, las condiciones de reaccion deberian ser tales que la reaccion ocurra en
el seno del liquido y no en la interfase gas-liquido. Para ello, el catalizador es utilizado con una
concentracion de sulfito suficiente para que la velocidad de oxidacion sea independiente de la
concentracion de sulfito. Haciendo una analogia con la cinética de un cultivo continuo, la

velocidad de consumo de sulfito esta dada por la Ecuacion 34:

d[S0%~ - L
_ [ dtS ] _ D(SR _ S) D= Q/VL Ecunacion 34

Donde:

o D es la velocidad de dilucion, la relacion entre el caudal de la solucion de sulfito (Q) v
el volumen liquido del sistema (17).
o Sk es la concentracion de sulfito en el reservorio de la alimentacion

o S Esla concentracion de sulfito en la solucién cuando llega al estado estacionario

A partir de la Ecuacion 31 y Ecuacion 34 se determina el kja utilizando la siguiente expresion:

kg = Q[(Sr—3) — 2(Crr — C)]
A 2V, (C* = Cp)

Ecnacion 35

Donde:

Cir es la concentracion de oxigeno disuelto en el reservorio

Cy. es la concentracion de oxigeno disuelto en el sistema
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C*es la concentracion de oxigeno disuelto saturante, en equilibrio con la presion parcial de

oxigeno

3.4.4.43 Método de Balance de Materia

Esta técnica consiste en el calculo del balance molar entre los gases de entrada y salida del
sistema. En este procedimiento, se establece un sistema en continuo alimentado con una
solucion de concentracion conocida de Na:SOs. Una vez que se logra el estado estacionario se
determina la fraccion de oxigeno en la entrada y salida de gases con un analizador de oxigeno
paramagnético. La concentracion de oxigeno disuelto de determina con un electrodo de
oxigeno. Se miden ademas los caudales de entrada y salida de gases, el volumen del liquido del

sistema y la temperatura.

El kia se obtiene a partir del siguiente balance de oxigeno (Ecuacion 306):

Ecnacion 36

F T X X
mol i 4 ST . |
Ro, (MY ) g, X X R X, 1 XS]

Donde F es el caudal de gas, Xi y Xs son las fracciones en masa del oxigeno en la mezcla de

gases (E: entrada, S: salida), Vi. es el volumen de la solucion de sulfito en el sistema.
La Ecuacion 36 tiene algunos supuestos que deben considerarse en el procedimiento:

1. Se asume que no hay evaporacion (controlando los volimenes se comprobd que este
efecto era despreciable en el tiempo en el que transcurre el experimento).

2. Esta ecuacion no considera el oxigeno que ingresa y sale del reactor solubilizado en el
liquido. En este procedimiento, con la concentracion de sulfito utilizada, el oxigeno
disuelto es practicamente nulo.

3. Requiere medidas precisas del caudal y concentracion de gases

4. La fraccion de oxigeno en la entrada y la salida debe diferir de manera significativa para

obtener una medida de kia confiable
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3.5 MATERIALES Y METODOS

3.5.1 Sintesis de los hidrogeles confinados en las membranas

3.5.1.1 Materiales y reactivos

Membranas de microfiltracién de PS de fibra hueca fueron cedidas por A/G Technology Co
(Needham, MA, USA). Las fibras huecas tienen diametros internos y externos de 1 y 1,5 mm,
respectivamente. El poro nominal promedio de las membranas es de 0,65 pm y una porosidad
nominal del 70 %. Los monomeros de acrilamida (AAm), N,N’-metilen bisacrilamida (bis-
AAm), el hidroxietil metacrilato (HEMA) y el dietilenglicol dimetacrilato (DEGDMA) fueron
obtenidos de Silgma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y utilizados sin purificacion previa. Las
soluciones grado terapéutico de albimina humana (HSA, PM: 66 kDa) y la inmunoglobulina G
humana (IgG, PM: 150 kDa) fueron obtenidas del Laboratorio de Hemoderivados, UNC. La
tanza monofilamento de Nylon® Nitanyl” (diametro de 0,8 mm) fue obtenida de Nicieza y
Taberna SA, Argentina. y la vaselina liquida EWE® fue obtenida de Sanitas SA, Argentina. El
resto de los reactivos son grado analitico. Se utilizo buffer fosfato salino (PBS, conteniendo

0,0027 M KCl, 0,137 M NaCl, 0,01 M Sales Buffer Fostato, pH 7,4) como solvente.

3.5.1.2 Sintesis del hidrogel

La sintesis de hidrogeles confinados al interior de una membrana se realizé de acuerdo al
siguiente procedimiento: en primer lugar, se enhebraron las fibras huecas (membranas de MF)
con la tanza de Nylon®™. Luego se sumergieron en la solucién de monémeros (previamente
desgaseada con N3) y se mantuvieron en agitacion por 5 min. Se escurtieron las fibras quitandole
el excedente de solucion de monomeros y se sumergieron completamente en vaselina liquida
en un recipiente cerrado herméticamente. Estas fibras fueron irradiadas con una fuente
Gammacell “Co en el Centro Atémico de Ezeiza (CNEA'), segtn la técnica de polimerizacion
iniciada por irradiacion ionizante. La dosis fue de 10 kGy y la velocidad de dosis 1 kGy-h™. Las
soluciones de los monomeros de AAm y HEMA fueron preparadas en agua y etanol: agua (1:1

Viv) respectivamente.

Se utilizaron soluciones de AAm y bis-AAm y soluciones de HEMA y DEGDMA. La

concentracion del monomero se calculd en base a la cantidad molar de dobles enlaces presentes

11 CNEA: Comision Nacional de Energia Atémica
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(uno por mondémero y dos por mondmero entrecruzante). La composicion de cada hidrogel se

detalla en la Tabla 6.

Tabla 5: Composicion quimica de los bidrogeles estudiados

Concentracion  Entrecruzamiento  Entrecruzamiento

Nombre Monodmeros
(M) (%6 mol/mol) (%o p/p)
AAm /
PoliAAm 1 % CL 0,1/05/1 1 1,01
bis-AAm
AAm /
PoliAAm 10 % CL 01/05/1 10 12
bis-AAm
HEMA
PoliHEMA 1 % CL o 0,1/05/1 1 0,98
/DEGMA
HEMA
PoliHEMA 10 % CL 0,1/05/1 10 10,88
/DEGMA

El remanente de las soluciones de monomeros fue irradiado en viales de vidrio, a fin de ser

utilizadas como control de polimerizacion.

Las membranas irradiadas fueron cuidadosamente lavadas y enjuagadas con etanol: agua (1:1

v:v) v almacenadas en buffer PBS a 5°C hasta su utilizacion.

El grado de modificacion se determino en base a la variacion de peso seco (Grasselli e7 al., 1999).
Para determinar la dosis suministrada al sistema se utilizé6 como dosimetro una solucion de
Fricke y film radiocromico. Se midi6 el cambio de absorbancia de estos dosimetros luego de la
irradiacion. La longitud de onda utilizada para la medicion espectrofotométrica fue 304 nm para

la solucion de Fricke y 605 nm para el film radiocromico.

3.5.2 Espectroscopia infrarroja

Se caracterizaron membranas (sin modificar, y con hidrogel) analizando sus grupos funcionales
mediante FT-IR, utilizando un espectrofotometro Nicolet Magna-IRTM 750 equipado con un
detector DTGS. Para analizar los primeros micrones del film, los espectros fueron obtenidos
con el modulo Attennated Total Reflection (ATR), utilizando un cristal de diamante de reflexion

unica. Los espectros fueron obtenidos con 32 acumulaciones en una resolucion de 2 cm™,

3.5.3 Microscopias

Las muestras de membranas fueron deshidratadas por liofilizacion. Previamente fueron

incubadas en agua, glicerol 20 % y trehalosa 12 % hasta alcanzar el equilibrio. Luego, las
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muestras deshidratadas fueron recubiertas con una capa delgada de oro para lograr la
conductividad necesaria para SEM. Se tomaron fotografias con un Microscopio electronico de
barrido JEOL JSM 5600LV (SEM) con diferentes aumentos de la superficie y de fracturas para

observar la estructura interna de los mismos.

3.5.4 Determinacion de la permeabilidad hidrdulica

La permeabilidad hidraulica de las membranas se determin6 por medio de un equipo de
fabricacion ad hoc como se describe en Wolman e al (Wolman, Grasselli ¢ a/. 2000, Rozga
2006). Brevemente, ¢l agua desionizada es presurizada a 0,1 MPa con nitrégeno gaseoso a
temperatura ambiente. Manteniendo la presion constante, la permeabilidad de la membrana se
determiné midiendo el volumen permeado de agua por gravimetria en funcion del tiempo,

corrigiendo la viscosidad para la temperatura medida durante el experimento.

3.5.5 Determinacion de la permeabilidad de solutos

Los solutos utilizados para determinar la permeabilidad fueron glucosa, HSA e IgG. En la Tabla
6 se presentan algunas caracteristicas fisicoquimicas utiles de los solutos utilizados para la

realizacion de calculos.

Tabla 6: Caracteristicas fisicoguimicas de los solutos utilizados en los ensayos de permeabilidad

Soluto de  Valores normales ~ Peso molecular ~ Radio Stokes  Difusividad en agua a

interés en sangre'” (g*1") (Da) (nm) 37°C (em*s™)?

glucosa 0,7-1 180 0,35 0,9 x10°
HSA 35-55 69.000 3,51 1,11 x10°
IeG 6-18 150.000 5,29 6,00 x107

Los valores de radio de Stokes fueron calculados a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein:

kgT
T. =
S 6umD,

Ecuwacion 37

12 En ayunas
13 Extrapolado a 37°C usando D.»/T=constante

78



Donde ks es la constante de Boltzmann (1,3806503 x 10* m*kg. s K). El radio de Stokes-
Einstein obtenido para proteinas es muy cercano a los obtenidos por otros métodos, como los

mencionados en Jackson ef a/ (Jackson and James 1986).

3.5.6 Disefio de un dispositivo de medicién

El aparato disefiado (Figura 16) consta de dos vasos termostatizados a 37°C (mediante doble
pared con recirculacion de agua), cada uno con un agitador magnético. La membrana (fibra
hueca) esta completamente sumergida en el vaso receptor (Figura 17) y conectada mediante
mangueras de silicona al vaso reservorio. El caudal interno de la manguera se controlé con una
bomba peristaltica de caudal variable con cabezal de tres puntos de contacto. Las conexiones
manguera-fibra hueca se realizaron con puntas descartables de micropipeta y tubos de

poliolefina termocontraibles, sin utilizar adhesivos.

Bomba peristaltica

Vaso dador

Vaso receptor — | |
i ,;’ Membrana

‘x,:../_

Agitador — @ '

magnético
Figura 16: Esquema dispositivo de medicidn de permeabilidad de solutos
La determinacion de las permeabilidades se realizo utilizando el sistema experimental descripto

en la Figura 16. En todos los casos, el vaso receptor contuvo solucion PBS 30 mM pH 7,4, con

0,01 % de Azida de sodio utilizada como bactericida.
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Figura 17: Detalle fibra sumergida en vaso termostatizado con agitacion

Para la medicién de glucosa, el vaso reservorio contuvo una solucion de glucosa de 1g-1"' en
PBS 30 mM pH 7,4, con 0,01 % de Azida y para los experimentos con proteinas, el vaso
reservorio contuvo ademas HSA e IgG en concentraciones similares a las plasmaticas, que son

detalladas en la Tabla 6.

De ambos vasos se extrajeron muestras a intervalos regulares de tiempo, con la precaucion de
que el volumen total de muestreo sea inferior al 10 % del volumen total del vaso. El sistema
fue termostatizado a 37°C. La longitud de la membrana sumergida fue de 10 cm y el caudal de
recirculacion de la solucién del vaso reservorio fue 0,17 ml-s™. Los volimenes de los vasos

reservorio y receptor fueron 30 y 45 ml respectivamente.

El flujo convectivo fue despreciable en las condiciones experimentales utilizadas (determinado
por el mantenimiento constante de los volumenes de los reservorios durante el experimento).
La determinacion de la glucosa se realizo fuera de linea mediante el método enzimatico de la

glucosa oxidasa (Wiener SRL) (Trinder 1969). La cuantificacion de proteinas se realizé por EC.

Para la separacion de las proteinas por EC se utilizaron columnas capilares de silica fundida
(diametro interno de 75 mm, 35 cm de largo v 27 cm el detector) de Polymicro Technologies,
Phoenix, AZ, USA. El equipo de EC es de Waters, Miliford, MA, USA. Se utilizo6 como
electrolito una solucion de buffer borato 30 mM (pH 8,3) conteniendo LiCl 15 mM, a 25°C,

con deteccion UV a 200 nm.
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3.5.7 Transferencia de oxigeno

Se desarrollo un sistema ad hoe (Figura 18) que consiste en el dispositivo (10 fibras de 10 cm de
largo) conectado a un analizador de CO; (Servomex Gas Anlyser 1440), un analizador de O,
(Servomex Paramagnetic Oxygen 1100), un aireador (CX 1000, Atman®™) y un rotamero
(Nikron™) y un electrodo de oxigeno disuelto polarografico senslON+ (HACH™) en la
disposicion que indica el esquema. I.as mangueras utilizadas fueron de silicona con aislamiento
de aluminio y la camara de medida del O, disuelto se fabricé con un conector de tubos tipo
“T” y tapas de polipropileno. Por el circuito interior de las fibras (flechas azules) se circula aire
a presion atmosférica, a caudal controlado y constante. Por el circuito externo se recircula una
solucion de Na:SOs; con CuSOy (flechas verdes). El reservorio de la solucion es gaseado con

Nz, v se mantiene control de temperatura y pH.

Para el método de Sulfito y método de Balance de materia, se utilizo el dispositivo anterior y
una solucion de Na,SO; con CuSOy desoxigenada con Na. Para el método dinamico (Gassing
in) se utilizo el mismo dispositivo, pero sin la solucion de sulfito; en este caso el solvente fue
agua destilada desoxigenada con una ventilacion con Nz Se ensayaron varios caudales de
aireacion y de agua destilada manteniendo en ambos casos una condicion de flujo piston

(Numero de Peclet >100).

Sensor oxigeno disuelto

0, 209 %

Analizador de gases

Caudalimetro Q

\
Termometro ——

Aireador { y
I Solucion Na,S0,
Cu2+
" Camara de medida de O, disuelto:
simula la medida en el interior del
-] reactor de membrana
Agitador

Figura 18: Sisterea desarvollado ad hoc para la medicion de & a.
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3.6 RESULTADOS

En este Capitulo se estudia la preparacion y caracterizacion de una nueva membrana de alta
permeabilidad y mayor selectividad para el desarrollo de un BAL del tipo reactor de fibra hueca.
Las membranas, de tipo difusivas, estan constituidas por una membrana de MF comercial
rellenas con un hidrogel que controle la difusion de diferentes solutos de manera bidireccional.

Se seleccionaron para el trabajo membranas de fibra hueca de PS de 1,5 mm de diametro
externo y un diametro promedio de poro de 0,65 pm.

3.6.1 Seleccion de hidrogeles

Se eligieron 2 copolimeros por su amplia disponibilidad en el mercado y su vasta trayectoria en

la utilizacion para dispositivos médicos: el poliHEMA y la poliAAm.

El poliHEMA o poli (2-hidroxietil metacrilato) fue inventado en 1955 para la fabricacion de
lentes de contacto (Wichterie, 1961; Wichterle & Lim, 1960). Los copolimeros de poliHEMA
son ampliamente usados hoy en dia. En nuestro caso trabajamos con un copolimero de 2-
hidroxietilmetacrilato (HEMA) y etilen dimetacrilato (DEGDMA). El poiHEMA no es
biodegradable y es estable en el rango de pH 2-13 (Figura 19).

>_§D\\//\\OH

2-hidroxietilmetacrilato (HEMA)

Dietilen dimetacrilato (DEGDMA)

poliHEMA

Figura 19: Estructura quiniica del politHEMA y mondneeros que lo constituyen

La poliAAm, poli (2-propenamida) o poli (1-carbamoiletileno), es un polimero formado a partir

de subunidades de acrilamida. Patentada en 1966 (Bashaw, 1966) puede ser sintetizada de
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manera lineal o entrecruzada, en este ultimo caso utilizando generalmente N,N'-metilen

bisacrilamida (Figura 20).
H H
N N

N,N'-metilen bisacrilamida

NH

yany

O

Acrilamida

poliAcrilamida

Figura 20: Estructura quimica de la poliAAwm y los mondmeros que la constituyen.

La poliAAm no es biodegradable, es quimicamente inerte, transparente y estable en un amplio
intervalo de pH (2-10), temperatura y fuerza idnica. Se utiliza en lentes de contacto, implantes
de tejidos, transportadores de hormonas y drogas, como floculante y coagulante de residuos

solidos de agua, y lavado y pelado de frutas y vegetales.

3.6.2 Sintesis de los hidrogeles confinados en las membranas

Para la sintesis de hidrogeles confinados al interior de una membrana de MF, las fibras huecas
se enhebraron con tanzas de Nylon™ (material inerte) para que el lumen de la fibra no quede
obstruido por hidrogel, de manera de lograr la polimerizacion del hidrogel solo en los poros de

la membrana, sin afectar el lumen de la fibra hueca, como se ilustra en la Figura 21.



U

Figura 21: Esquemna de la preparaciin de membranas con hidrogel confinado.

La solucion de monomeros se degased con N, para quitar el oxigeno disuelto, que afecta la
polimerizacion. Las fibras utilizadas midieron aproximadamente 12 cm de largo, luego de la
polimerizacion se cortaron y se utilizaron 10 cm para evitar efectos de borde. Para asegurar que
la superficie de la membrana quede libre de solucion de monémero, y de esta manera evitar la
formacion de hidrogel en toda la solucion, las membranas embebidas en la solucion de
monomero fueron sumergidas en vaselina liquida durante la irradiacion. Esta sustancia inerte
evito que la solucion de monomeros se escurriera de las fibras y por su viscosidad no penetrod

en los poros de la membrana.

De esta manera se logré polimerizar hidrogeles con diferentes estructuras quimicas confinados
en membranas de fibra hueca. Esta técnica nos permitio preparar hidrogeles de diferentes
concentraciones y grado de entrecruzamiento dentro de las membranas, sin obstruir el lumen

de la fibra hueca, como muestra el esquema de la Figura 22:
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Fignra 22: Esquema del detalle de la modificacion de las membranas de MF

No se encontraron en la bibliografia antecedentes de la generacion 2z sitw de un hidrogel en fibra
hueca. Si bien los poros rellenos de gel ya habian sido descriptos previamente (Dai & Barbari,
1999), estas otras técnicas utilizan polimeros solubles (en reemplazo de monoémeros) y
presentan obstaculos experimentales relacionados con el procedimiento de llenado,
principalmente como consecuencia de la viscosidad de las soluciones poliméricas y pre-

poliméricas (Dai & Barbari, 2000; Suryanarayan, Mika, & Childs, 20006).

Las soluciones utilizadas para embeber las membranas fueron preparadas a partir de dos tipos
diferentes de monémeros, uno basado en monémeros de acrilamida y el otro en monémero de
metacrilato. Se caracterizaron tres concentraciones de monomeros entre 0,1 y 1 M, cada una
con dos grados de entrecruzamiento (relacion monomero / entrecruzante) (1 % y 10 % de
entrecruzante). Para controlar el grado de entrecruzamiento, DEGMA y bis-AAm fueron
usados como entrecruzantes en soluciones de HEMA vy AAm respectivamente (ver Tabla 5).
Las concentraciones de monomeros y la relacion con el entrecruzante fueron expresadas en

base molar para permitir una comparacion directa entre hidrogeles quimicamente diferentes.

A través de determinaciones de peso seco se determinoé la efectiva incorporacion de materia,

equivalente al contenido de monémero utilizado, para las respectivas membranas.
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3.6.3 Espectroscopia infrarroja
3.6.3.1 Membrana de PS

Se caracterizo como control la membrana de PS sin tratar (Figura 23). Su espectro reflejo las
bandas caracteristicas esperadas, como la vibracion de estiramiento aromatico de C=C en las
dos bandas cercanas a 1500 cm™, el estiramiento asimétrico de O=S=0 con un doblete en la
cercania del 1300 cm™ y la banda en 1050 em™; la banda del éter aromatico se encuentra en
aproximadamente 1250 cm™. Las bandas débiles en 1365 - 1385 cm™ corresponden a grupos

metilos (flexion C-H en alcanos).

0.40 =
0.35-
0.30 -

0.25 -

0.20 -

Iﬂ
] MM\‘; \J

4000 3000 ' ' 2000 1000
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-0.00 -

Numero de onda (cm?)

Figura 23: Espectro F1-IR de una membrana de PS virgen.

Con la finalidad de determinar la presencia de los hidrogeles en las membranas, se realizé el
espectro FT-IR ATR de las membranas de PS con poliAAm para identificar las bandas de

absorcion correspondientes a los grupos funcionales incorporados.

En la Figura 24 se observan tres espectros combinados: la membrana de PS (en linea roja) y
concentraciones crecientes de poliAAm (lineas verdes y azul). En estos espectros se aprecian
las bandas tipicas de la PS, pero ademis se acenttan las bandas entre 3200 cm™ y 3400 cm™
correspondientes al estiramiento de los grupos -NH. Aparece la sefial caracteristica del
carbonilo (antes ausente) con vibraciones de estiramiento del grupo C=0 entre 1650 y 1700
cm’, sumandose a las vibraciones de flexion del enlace NH,. También se observa una banda en
1425 cm’' correspondiente a las vibraciones de estiramiento del enlace C-N. La absorcién

correspondiente al doble enlace C=C presente en la PS no aumenta de manera apreciable con
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la incorporacion de la poliAAm, indicando que la polimerizacion fue completa ya que este

enlace esta presente inicamente en el monoémero de AAm.
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Figura 24: Membrana de PS con diferentes concentraciones de poliAAm, (10 % de entrecruzamiento)

Para observar el efecto del entrecruzamiento, se analizaron espectros con la misma

concentracion de poiAAm (1 M) y diferente grado de entrecruzamiento, como en la Figura 25.
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Figura 25: Membrana de PS con poliAAm 1 M, entrecruzamiento de 1 % y 10 %

| (BT

1000

Se observa que la sefial a 1657-1661 em™ es mas intensa con el grado de entrecruzamiento

indicando una mayor densidad del grupo carbonilo. Lo mismo ocurre con las bandas entre 3200
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cm’ y 3400 cm’ correspondientes al estiramiento de los grupos —NH. Este efecto es el mismo
observado con el aumento de concentracion de poliAAm, solo que en este caso la cantidad de
moléculas total no aumenta, pero cambia la proporcion de carbonilos y aminos por el aumento

de proporcion de la molécula de bisAAm.

Analogamente al analisis con la incorporacion de la poliAAm en la membrana de PS, se

analizaron las membranas de PS modificadas con poiHEMA (Figura 26):

Absorbancia
3]

|
3000

Numero de onda (cm™)

Figura 26: Membrana de PS con poliHEMA a diferentes concentraciones, entrecruzamiento de 1 % y 10 %

Las bandas mas caracteristicas del espectro de FTIR de poliHEMA son las asignadas al
estiramiento del enlace -C=0 correspondiente al éster en el intervalo de 1730-1780 ecm™, y el
resto de las bandas caracteristicas de la PS. Esto se observa al comparar el efecto de la
concentracion de poliHEMA. Se analizaron los espectros obtenidos a partir de las membranas
modificadas: membrana de PS sin modificar (linea roja); 0,1 M (linea negra) 0,5 M (linea celeste)
v 1 M (linea fucsia) de concentracion final, todas con un 1 % de entrecruzamiento. Al comparar
diferentes concentraciones se hace evidente que el aumento de la senal del éster aumenta con

la concentracion del polimero.
3.6.4 Caracterizacion superficial por microscopia electronica de barrido

En la Figura 27 se observa la superficie de la membrana sin hidrogel y la seccion transversal de
la membrana sin hidrogel utilizando un Microscopio Electronico SEM. La incorporacion del
hidrogel se puede apreciar en las microscopias “con hidrogel”, pero debe considerarse que,

debido a la deshidratacion de la muestra, el hidrogel pierde su forma. De todos modos, como

88



fueron muy cuidadas las condiciones de desecacion, se pueden observar estructuras facilmente

diferenciables de las membranas sin hidrogel.

En las microscopias SEM de la superficie de las membranas no se observan los poros que
presenta la membrana de PS original. En las microscopias de la seccion transversal de la

membrana con hidrogel se aprecia a una estructura mas compacta con poros mas cerrados.
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Figura 27: Microfotografias SEM de la superficie y del corte transversal de las membranas sin hidrogel y con bidrogel
de poliAAm 0,5 M 1 % CL.

3.6.5 Caracterizacion funcional

Las membranas con hidrogel desarrolladas para el uso en 6rganos bio-artificiales deben tener
la minima resistencia al transporte de nutrientes esenciales para mantener la viabilidad celular
como el oxigeno y la glucosa. Simultaneamente, la membrana deberia facilitar la difusion de
proteinas terapéuticas secretadas por las células y aquellas que, como en el caso de la HSA,
transportan metabolitos a detoxificar por los hepatocitos. Por otra parte, deberia ser

practicamente impermeable al sistema inmunolégico del hospedador, como las
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inmunoglobulinas, las proteinas de complemento y las células del sistema inmunoldgico.
Debido a la escasa diferencia de tamano entre algunas proteinas terapéuticas (PM: 20-60 kDa)
y la IgG (PM: 150 kDa), la molécula mas pequefia del sistema inmunologico del hospedador, el

objetivo principal de este trabajo de tesis sera obtener una separacion en este rango de MWCO.

3.6.6 Permeabilidad hidraulica

En las membranas de MF con un hidrogel confinado en los poros, la permeabilidad hidraulica
(k) es funcion principalmente de la composicion y concentracion del hidrogel. Para la
determinacion de 4, se utilizo un equipo de fabricacion casera que utiliza agua desionizada
presurizada a 0,1 MPa, segin se describe en la seccion Materiales y Métodos Los datos
experimentales de £&; fueron compilados en la Figura 28 en funcion de la concentracion de

hidrogel.
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Figura 28: Medida de la permeabilidad hidrinlica en funcion de la concentracidn del hidroge!

Como se observa en la Figura 28, en todos los casos hay una disminucion de la permeabilidad
con el aumento de la concentracion del hidrogel. En cambio, no se observa una diferencia
apreciable en la permeabilidad hidraulica (ks) respecto del grado de entrecruzamiento para

ambos sistemas de polimeros.

90



En las membranas sin hidrogel se determinaron valores de £; del orden de 1x10™" em®. Debido
a que £, disminuye entre 1 y 4 6rdenes de magnitud en presencia del hidrogel, este parametro
fue considerado como un primer indicador de la presencia e integridad del hidrogel en los poros.
Para los ensayos siguientes esta determinacion se utilizé como un control de polimerizacion

dentro del poro.

3.6.6.1 Importancia desde el punto de vista funcional

De los hidrogeles sintetizados de acuerdo a la composicion descripta en la Tabla 7 se
descartaron las membranas cuya permeabilidad hidraulica permitiera un transporte convectivo.
Las membranas preparadas con 0,1 M de monomeros fueron descartadas para futuros

experimentos por presentar transporte convectivo.

Al asegurar un transporte difusivo y no convectivo, se descartan los problemas obstruccion de
los poros, que solo podria ocutrir con una adsorcion inespecifica del soluto en el hidrogel. El

transporte difusivo no dificultaria el pasaje bidireccional de solutos.

Tabla 7: Permeabilidad bidrdniica abtenida en funcion de la composicin y concentracion del gel

Composicion gel ~ Concentracion (M) Permeabilidad hidraulica (cm?)
poliAAm 1 %
poliAAm 10 % a1 Permeabilidad hidraulica alta: permiten un
poliHEMA 1 % , transporte convectivo

poliHEMA 10 %
poliAAm 1 %
poliAAm 10 %

0,5
poliHEMA 1 %
ETE R 403 Permeabilidad hidraulica despreciable:

oliHEM/ 0 .
P 1x10" — 1x10™", se puede considerar que

oliAAm 1 %
P HAA no hay transporte convectivo.
poliAAm 10 %

1

poliHEMA 1 %
poliHEMA 10 %

3.6.7 Permeabilidad hidraulica: comparaciéon con modelos

La permeabilidad de la membrana con un hidrogel contenido en los poros depende fuertemente

de la fraccion de volumen de poro ocupada por el gel. Kapur (Kapur, Charkoudian e/ a/. 1996)
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hall6 una ecuacion empirica de determinar la permeabilidad para geles de poliAAm (6 % p/p
de entrecruzamiento) dentro de poros de membranas de PDVF y lo correlaciono con la fraccion

ocupada (Ecuacion 38).
k;, = 4,35x10718¢~3:34 Ecuacion 38

Tokita (Tokita and Tanaka, 1991) midi6 la permeabilidad hidraulica en geles de poliAAm (2,2
% p/p de entrecruzamiento) en bloque sintetizados como peliculas de 1 mm de espesor,
evitando hinchamiento o compresion del gel en sus mediciones. Sus datos estan representados

por la siguiente expresion (Tong and Anderson, 1996):

ky = 2,64x10"16¢~142 Ecnaciin 39

White (White, 1960) también midié la permeabilidad en geles de poiAAm (5 % p/p de
entrecruzamiento) en bloque. Obtuvo datos que se ajustan a la siguiente expresion empirica

dentro del rango de densidad del polimero baja (0,04<¢<0,11):
ks, = 1,015% 1001083 Ecuacion 40

Estas permeabilidades son menores que las obtenidas por Tokita (Ecuacion 39), posiblemente
debido a su compresibilidad. Las medidas de White fucron realizadas a presiones 20 veces
mayores que las medidas por Tokita, por lo que se espera una mayor compresion del gel y, por
lo tanto, una disminucion en su permeabilidad, por lo que se espera que los resultados de Tokita

serfan entonces mas representativos de los geles en bloque (Figura 29).

Se compararon los datos experimentales obtenidos en geles de poliAAm con las correlaciones
obtenidas por estos tres autores (ecuaciones 38, 39 y 40) en la Figura 29, donde se muestran los
valores de permeabilidad hidraulica obtenidos respecto de la fraccion de volumen ocupado por

el gel para geles de poliAAm, con entrecruzamiento de 1y 10 %.

Como se puede apreciar en la Figura 29, los geles en membranas parecen ser mas permeables
que los geles en bloque (Ecuacion 39 y Ecuacion 40) con una fraccion de volumen ocupada

por el gel menor al 8 % (p=0,08).

92



1.00E-09

1.00E-10

1.00E-11

1.00E-12

ky (cm?)

1.00E-13

1.00E-14

1.00E-15
0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800

Figura 29: Permeabilidad hidranlica (k;) versus fraccion de volumen del gel (ip) para geles de poliAAm®, y las
curvas corvesponden a la Eenacion 38 (Kapur, Charkondian et al, 1996), —— Ecuaciin 39 (Tokita &
Tanaka, 1991), ===w== Enacion 40 (White, 1960) determinadas de manera empirica.

Como se observa en la Figura 29, los datos experimentales presentan una tendencia similar a
las ecuaciones mostradas, especialmente las Ecuaciones 38 y 39. Con los datos experimentales
obtenidos se obtuvo la Ecuacion 41 y no se encontraron diferencias significativas respecto del
grado de entrecruzamiento, al igual de los resultados obtenidos por Kapur (Kapur,
Charkoudian, Kessler, & Anderson, 1996), ambos geles de poliAAm, soportados en

membranas.

ky = 2x10718¢~3129 Ecnacion 41

Considerando el modelo de arreglo de cilindros descripto en la Introduccion de este Capitulo,
y dada la ventaja que representa para comparar entre distintos polimeros, a continuacion se
analiza la relacion entre el radio hidrodinamico de la cadena de polimero y la fraccion de
volumen ocupada por el mismo, segin las diferentes aproximaciones de Sangani y Acrivos
(Sangani & Acrivos, 1982), Drummond y Tahir (Drummond & Tahir, 1984) y el modelo de
Jackson y James (Jackson & James, 19806).
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Figura 30: Permeabilidad bidranlica (ki) en funcion de la fraccion de hidrogel (p) para los hidrogeles ®
poliAAnm ® poliHEMA. Las lineas representan el Modelo de Sangani y Acrives (Ecuacidn 21) —
- Modelo de Drummond y Tabir (Ecuacion 22) y —— Modelo de [ackson y James (Ecnacion 23).

En la Figura 30 se describen los datos experimentales junto con las ecuaciones del modelo de
arreglo de cilindros. Las ki para los hidrogeles de poliAAm y poiHEMA se ajustan
razonablemente (considerando un error aleatorio) a las aproximaciones de Sangani y Acrivos
(Ecuacion 21) y Drummond y Tahir (Ecuacion 22), v en menor medida al modelo de Jackson
y James (Ecuacion 23). También se observa una gran desviacion (mayor permeabilidad) para
hidrogeles de muy baja fraccion de hidrogel. Este efecto es esperable porque los hidrogeles son

muy fragiles y posiblemente haya algtn tipo de ruptura mecanica por la presion aplicada.

3.6.8 Transporte de solutos

Como se describe en la Introduccion del Capitulo, para determinar la permeabilidad a un soluto
determinado hay que también considerar las resistencias de la fase acuosa del lado interno y
externo de la membrana. Dado la configuracion de la membrana de fibra hueca, se puede
diferenciar dos caras diferentes: una cara interna y una cara externa. Se calculo la resistencia de

cada lado:

La resistencia del lado interno (lumen) de la fibra se calculo estimando el numero de Sherwood

segtn la aproximacion de Leveque (Leveque, 1928):

Sh = 1,62 (Gz)%33 Ecnacion 42
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Donde Gz es el numero de Graetz, nimero adimensional que caracteriza el flujo laminar en un

conducto, y esta dado por:

d?cv
Tr = f Ecuacion 43
DyL f

Donde v es la velocidad del fluido y L¢la longitud de la fibra. La ecuacion de Leveque (Ecuacion
42) se utiliza para la transferencia de materia en un tubo con un perfil de velocidad
completamente desarrollado, como fue el caso de este trabajo, donde el nimero de Reynolds
fue menor de 2000, indicando un flujo laminar y la relacion longitud respecto del diametro de
la fibra de 70, por lo que se puede asumir de longitud infinita, donde la solucion fluye

paralelamente a la membrana.

La resistencia del lado interno, calculada a partir de la Ecuacion 10 fue menor al 10 % de la
resistencia total, razon por la cual se considerd despreciable. La resistencia del lado externo es
despreciable debido a que el reservorio externo se mantiene con agitacion. Por lo tanto, la
resistencia de la membrana constituye mas del 90 % de la resistencia total en todos los solutos

estudiados.

Utilizando el disefio experimental esquematizado en la Figura 17 se realiz6 la determinacion del
transporte de los diferentes solutos descriptos en la Tabla 6. Cada fibra analizada corresponde
a una unidad experimental. L.a Permeabilidad (P) se calcula a partir de la pendiente de la recta
obtenida a partir de la regresion lineal (masa vs. tiempo) y la ecuacion de Crank (Ecuacion 12)
que responde a un modelo que considera que a bajos coeficientes de difusion la concentracion

del lado dador permanece invariable (Figura 31):
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Figara 31: Determinacion de la permeabiflidad solutos segiin el modelo de estado psendo-estacionario. En el grafico de la
izquierda se muestran los pardmetros segiin la ecnacion de Crank y en el grifico de la derecha datos experinentales
corvespondientes a una menbrana con un hidrogel de poliAAm 0,5 M 1 %o entrecruzamicnto
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Todas las regresiones lineales utilizadas para el calculo de la permeabilidad tuvieron un

coeficiente de determinacion (R”) mayor a 0,99.

Se comprobo la distribucion homocedacea de los datos experimentales, concluyendo que tanto
el tipo de hidrogel (poliHEMA o poliAAm) como la concentracion (0,5 y 1 M) afectan a la
permeabilidad, y la concentracion no afecta mas a un tipo de gel que a otro cuando se mide

permeabilidad a glucosa, HSA o IgG.

En la Figura 32 y en la Figura 33 se presentan los coeficientes de permeabilidad a glucosa
(Paucosa) €n funcion de la concentracion de cada hidrogel v del grado de entrecruzamiento. No
se observa una disminucion marcada en el coeficiente con el aumento en la concentracion de
hidrogel. Sin embargo, en ambos casos los hidrogeles preparados con menor entrecruzamiento
presentan una mayor permeabilidad a bajas concentraciones de hidrogel. Los hidrogeles
preparados en base a poliHEMA presentan un comportamiento difusivo a glucosa levemente

menor que los de poliAAm para condiciones equivalentes de preparacion.
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. m  poliAAm 10 %CL
i
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.
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Fignra 32: Efecto de la concentracion de bidrogel de poli-AAm sobre el coeficiente de permeabilidad a glucosa
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Figura 33: Efecto de la concentracion de hidrogel de poliHEMA sobre ef coeficiente de permeabifidad a glicosa

Debido a que los polimeros que constituyen estos hidrogeles no interaccionan de manera
diferente con el soluto que difunde, es posible considerarlos como una red tridimensional que
ocupa un volumen, y que los solutos difunden a través de los huecos no ocupados por ella. La
permeabilidad depende entonces del volumen hueco del hidrogel y del tamano del soluto. Fstas
suposiciones se confirman con los resultados obtenidos para los diferentes solutos presentados

en la Tabla 8.

Debe destacarse que las concentraciones ensayadas no son las usuales para la caracterizacion
de la permeabilidad, donde se utilizan concentraciones muy diluidas de soluto, o en su defecto
diferentes concentraciones para inferir el efecto de la interaccion soluto — soluto. En este caso
se eligio trabajar con concentraciones similares a las plasmaticas para hacer un abordaje
funcional de la caracterizacion de las membranas, y eventualmente como se vera mas adelante,

se comparo lo observado con los resultados hallados en la bibliografia.

3.6.9 Transporte de solutos: Comparacién con modelos

Se compararon los resultados experimentales con los modelos teoricos de transporte en geles
existentes en la literatura, como una forma de validacion de los resultados experimentales

obtenidos.
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Para realizar una comparacion respecto de geles en bloque o confinados en poros se utiliza la
difusion efectiva del soluto en el gel, que permite descartar el efecto sobre la transferencia de
materia de la membrana propiamente dicha. La difusion efectiva (también definida en la

bibliografia como permeabilidad intrinseca) esta dada por:
e 177 o
=|{=)= Eenacidn 44
Der [(r) L] k (

Donde ¢ es la porosidad de la membrana y t la tortuosidad y L el espesor de la membrana.

Siendo kg la permeabilidad hidraulica de la membrana sin gel, A el area de la membrana utilizada
en el ensayo, ¢ la porosidad superficial (70 % para las membranas utilizadas) y .. €l radio de
poro (0,65 um para las membranas utilizadas). A partir de la Ecuacion 6 se obtuvo un valor de

tortuosidad de 1,17 para el agua.

Si la ley Darcy (Ecuacion 3) es valida en la fase de gel de la membrana, entonces la presion
obedece la ecuacion de Laplace en los poros rellenos con gel porque V-v=0. Ia
concentracion de soluto dentro de los poros de la membrana sin gel también sigue la ecuacion
de Laplace en la difusion. Considerando la analogia matematica entre la presion en los
experimentos con flujo bajo presion en las membranas con gel y la concentracion de soluto
dentro de las membranas desnudas en los experimentos de difusion se puede concluir que el
factor de tortuosidad es el mismo en ambos procesos. Por lo tanto, considerando la Ecuacion
4, la permeabilidad hidraulica del gel en si mismo (ki z) es relativo a la permeabilidad hidraulica
de la membrana (ki) con e7=0,6.

Para poder hacer una comparacion adecuada entre diferentes solutos, se utiliza la relacion entre
la difusion efectiva y la difusion libre, Dei/Dy, comparando de esta forma el efecto relativo del

gel sobre la difusion de dicho analito. En la Figura 34 se observa el efecto del gel sobre la
difusion de la glucosa, HSA e IgG.
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Figura 34: Efecto de la fraccion de volumen ocupada por el gel en la difusiin relativa de glucosa, HSA
ies

En la Figura 34 se observa que en la medida que aumenta la fraccion de volumen ocupada por
el gel (i) la difusion se ve impedida de mayor manera. A valores altos de ¢ no se obtuvieron
datos para HSA e IgG, como es de esperar debido a la relacion de tamafos entre las

macromoléculas y ¢l espacio menor en ¢l entramado del hidrogel, impidiendo la difusion.

En la Introduccion de este Capitulo se presentaron modelos que permiten estimar D*'/Dy a
partir de parametros del hidrogel, 1, 1, ki v . En la Figura 35 se presentan, junto con los datos
de glucosa en gel de poliAAm, los diferentes valores estimados segun diferentes modelos. El
modelo de medio efectivo a partir de la ecuacion de Brinkman (Brinkman 1949) incluye la
permeabilidad hidraulica (ki) (Ecuacion 25). El modelo Brinkman y el modelo Ogston,
considera ademas la fraccion de volumen ocupada por el gel () y el radio de la cadena de
polimero (ry) se describe a través de la Ecuacion 26. Por dltimo, la Ecuacion 27 es un modelo

mejorado del anterior donde ademas se considera la tortuosidad del gel.

Utilizando el parametro Dy, tanto la porosidad de la membrana como asi también la tortuosidad
son normalizadas. De esta manera D, representa el producto de la particion del soluto entre el
medio y el entramado del gel (K) y el coeficiente de difusion basado en los gradientes de

concentracion dentro del gel (D*) (Kim & Anderson, 1991):

D, = KD9¢! Ecnacion 45
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Fignra 35: Dyif Do para datos propios de glucosa en gel poliAAm O, _ _ _ Modelo de Brinkman
(Ecuacion 25), _ _ _ Modelo Ogston-Brinfeman (Ecunaciin 26), y modificacion de Jobuson (Johnson,
Berfk, Jain, & Deen, 1995) (Ecnacion 27).

El coeficiente de particion para un soluto (K) se define como la relacion en equilibrio de la
concentracion de ese soluto en el gel (basado en el volumen total de gel) y la concentracion en
la solucion:

Cgel
K=— Ecttasion 46

~ (solucion
Donde C esta expresado como la concentracion del soluto en la fase designada (gel o solucion).
Si no existen interacciones de atraccion entre el soluto y la red del gel, K es menor a 1 porque
el volumen ocupado por la red del gel excluye al soluto en funcion de su tamano. Este efecto
de exclusion por tamafio depende de la fraccion de volumen que ocupa la red polimérica (), el
radio de las cadenas del polimero, y el tamafo y la forma del soluto. Se espera que el gel tenga

mayor efecto en la difusion de solutos mayores, cuyo tamafo sea comparable con la distancia

media entre las cadenas, la cual se encuentra en el orden de / kj,.

De acuerdo a la Figura 34, el hidrogel de poliHEMA muestra una importante dependencia de
D.i/D para la glucosa (soluto de bajo PM) con el ¢ en el rango estudiado. Para el caso de la
poliAAm este efecto es practicamente despreciable. El efecto se hace mas evidente en poliAAm
cuando se utiliza un soluto de alto PM. Mayor PM mayor es la disminucion de De/D para el

mismo hidrogel (poliAAm).
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El efecto de la obstaculizacion del gel en la difusion de solutos es considerado en el modelo de
exclusion de volumen desarrollado por Ogston (Ogston 1958), que tiene en cuenta los tamanos
relativos de los solutos (r), el entramado del gel (radio de la cadena de polimero, 1) y la fraccion
de volumen ocupada por el mismo (¢). Kapur correlaciono este grupo de parametros con la
difusion relativa de los solutos, segun la Ecuacion 47 (Kapur, Charkoudian e a/. 1997):

&}: B 1,365

= ex B _—
Dy p 0,34 + In(rs /rqu) cHacion

En la Figura 36 se representa la curva correspondiente a la Ecuacion 47 segun los datos de los

hidrogeles de poliAAm y los datos experimentales de difusion relativa de glucosa, HSA e IgG.

A modo de comparacion también se agregaron los datos experimentales obtenidos por Kapur
para la RNAasa y BSA (Kapur, Charkoudian, & Anderson, 1997). Se considero que el radio de
giro de la cadena de poliAAm es r,=6 A (Sellen, 1987). En dicho grafico se observa un excelente
ajuste de la Ecuacion 47 que como se explico previamente, permite comparar solutos de

diferentes tamanos (r,) difundiendo en geles constituidos por cadenas de polimero de diferente

radio (tp).
1.00 ;
0.10 1
] # glucosa
B HSA
Q‘j AlgG
A o0l X RNAasa
@ BSA
0.00 — — - -
0.0010 0.0100 0.1000 1.0000

(r/ro)d

Figira 36: Efecto de la obstaculizacion del gel en la difusion relativa de solutos segiin el modelo de exclusion de volumen
(Modelo de Ogston)

En este modelo, se puede correlacionar los parametros 1, y ¢, considerando al hidrogel como
un modelo con reticulos cubicos uniformes formados por cilindros de radio r, que se

intersectan (Kapur ¢ al., 1997). Por lo tanto, la dimension del reticulo £ se puede estimar por:
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.f =1 | Ecnacion 48

Para una fraccion de volumen de gel de $=0,04 los hidrogeles tendrian un reticulado de 92 A,
(45 A de radio). El radio hidrodinimico de la IgG es leventemente mayor a este reticulado (ver
Tabla 6), sin embargo, experimentalmente se observa difusion a través del hidrogel (No se esta

tomando en cuenta que la IgG es una molécula asimétrica).

Kapur (Kapur, Charkoudian ¢z al., 1997) observé este mismo fenémeno para geles de poliAAm
(=6 A y ©=0,08) con un tamano calculado de reticulado de a 65 A, donde la esfera de mayor
tamafio que puede entrar en ese espacio tendria un radio de 32 A y sin embargo, fue observado
que la BSA (1,=36 A) puede atravesar este hidrogel. Al igual que lo descripto por Kapur y Tong
(Tong & Anderson, 1996) se observo pasaje de macromoléculas mayores al tamafo del reticulo,

como la IgG (53 ﬁ).

Por lo tanto, el modelo de gel reticulado uniforme no puede explicar completamente la particion
y transporte de macromoléculas; en su lugar se debe tener en cuenta la distribucion de los
espacios fluidos dentro de cualquier estructura de gel. Si bien los geles de poliAAm son
considerados homogéneos en cuanto a su estructura, en relacion a otros geles, hay
distribuciones en el espacio entre cadenas que resulta del movimiento Browniano de las cadenas
de polimero (Sellen, 1987) y heterogeneidades estructurales creadas por las reacciones de

entrecruzamiento.
3.6.10 Determinacion de la selectividad

Conociendo las permeabilidades para los diferentes solutos, se pueden determinar las relaciones
entre cllas para un hidrogel dado. El cociente entre las permeabilidades para dos solutos
corresponde a la selectividad del primero sobre el segundo: La selectividad del soluto A sobre
el soluto B sera igual a Pa/ Ps. Como consecuencia de un transporte selectivo, se puede lograr
que la relacion entre las concentraciones de dos solutos sea diferente a ambos lados de la

membrana en condiciones fuera del equilibrio quimico.
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Tabia &: Resumen permeabilidad y selectividad para membranas de poli-AAm.

Permeabilidad (x10° em’s™) Selectividad ~ Selectividad
Membrana glucosa Glucosa /
HSA IeG HSA / IeG
. G _
poliAAm 0,1 M 1 % n.d. n.d. n.d. - -
poliAAm 0,1 M 10 % n.d. n.d. n.d. - -
poliAAm 0,5 M 1 % 2,67 0,12 0,055 48,54 2,18
poliAAm 0,5 M 10 % 229 0,36 0,16 14,31 2,24
poiAAm 1 M 1% 2,72 <0,0001 <0,0001 - -
poliAAm 1 M 10 % 2,85 <0,0001 <0,0001 - -

n.d.: no determinado porque las membranas presentaban permeabilidad hidrdulica.

<0,0001: por debajo del limite de deteccion

3.6.11 Selectividad: comparacion con modelos de literatura

En cuanto a la selectividad, se observo que la relacion entre las permeabilidades Pgucos/ Prec
respecto de Pre y Pusa/Pre tespecto de P disminuyen, y que las propiedades de transporte
de los hidrogeles estudiados (contenidos en los poros de membranas) es consistente con la
caracterizacion de hidrogeles en membranas y como bloques caracterizados por otros autores;
en la Figura 37 se comparan los datos experimentales propios con los obtenidos por Dai y
Barbari (Dai and Barbari 2000), quienes sintetizaron un hidrogel de PVA en los poros de una

membrana en configuracion de fibra hueca.
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Figura 37: Selectividad de las membranas, de Pasivina/ Pic; v5 pyc; para bidrageles de PV A en blogue (Dai &
Barbari, 1999), para menbranas impregnadars con hidragel de P17 A (Dai & Barbari, 2000a) y para fibras hiuecas
con hidroge! de P1"A (Dai & Barbari, 20000). Selectividad de las membranas desarrolladas en este trabajo, de
Pojucssal Pruc; 5 Proc; con hidrogel de poliAAm de 0,5 M y 1 % y 10 % de entrecruzamiento

En este grafico (Figura 37) se observa una excelente correlacion para la relacion Puucow/Piec vs
Py para las membranas con hidrogel de poliAAm 0,5 M con la relacion Pesnina/ Prya vs P
para hidrogeles de PVA, polimerizados en bloque o impregnados en membranas. Esta
correlacion indica que las propiedades de transporte de las membranas mencionadas son

consistentes entre si.

3.6.12 Transferencia de plasma sanguineo

Para contextualizar el analisis de transporte de solutos en una situacion mas proxima a una
aplicacion practica (con la utilizacion de plasma sanguineo), se utilizo el diseno experimental
esquematizado en la Figura 16 para la determinacion del transporte de macromoléculas a través
de una membrana ocluida con hidrogel utilizando como solucion dadora plasma humano
(diluido hasta lograr una concentracion normal de proteinas en sangre). A diferentes intervalos
de tiempo fueron recolectadas fracciones en el vaso receptor y posteriormente analizado el
contenido de proteinas mediante la técnica de EC. En la Figura 38 se muestran como ejemplo

clectroferogramas del perfil proteico obtenido para diferentes muestras.

Como se observa en la Figura 38, la fraccion correspondiente a la HSA aumenta notablemente
en el tiempo, entre los 30 y 200 minutos del experimento, las IgG en cambio, se mantienen

constantes en las mismas muestras analizadas y comienza a difundir a partir de los 150 min.
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Figura 38: Electroferogramas del perfil proteico de la solucion receptora en un experimento de difusion sobre una
membrana con un hidrogel de poliAAm 0,5 M y 1% entrecruzamiento.

A partir de las areas de los electroferogramas se calcularon la permeabilidad para la fraccion
correspondiente a la HSA y la fraccion correspondiente a las IgG, obteniéndose una selectividad
aproximada de 1,81 para la fraccion con HSA respecto de la fraccion con IgG. Este valor fue
ligeramente menor al obtenido en los ensayos de transferencia de solutos (Tabla 8). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que en este caso se esta utilizando el plasma completo como
muestra, donde existen una importante cantidad de otras proteinas que pueden afectar la

difusion de las mismas.

3.6.13 Transferencia de oxigeno

Las determinaciones de transferencia de oxigeno fueron realizadas con el objetivo de tener una
estimacion experimental de este parametro para el modulo a desarrollar en este trabajo. El
objetivo fue obtener datos aproximados que permitan dimensionar el sistema de aireacion del

biorreactor, en funcion de la densidad celular y el consumo de oxigeno.

3.6.14 Método de Oxidacién de sulfito y Balance gaseoso

Estos métodos se aplicaron en simultaneo en 10 experiencias utilizando el sistema descripto en
la Figura 18. En el caso del método de Balance gaseoso, se observaron resultados muy dispersos

por lo que no fueron tomados en cuenta. El origen de estas fluctuaciones es probablemente
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una consecuencia de la introduccion de errores en las mediciones debido a la baja sensibilidad
del analizador de gases a caudales bajos. Para corroborar esto se calculé el arrastre del error en
el calculo, en las condiciones experimentales. Se comprobd que una variacion del 1 % en la
determinacion de la fraccion de oxigeno en el aire de entrada puede resultar en alteraciones de

hasta el 70 % en la estimacion del kja.

Considerando el método de Oxidacion de sulfito, la medida del k;a obtenida fue de 175 h' con

un error estimado del 10 %.
3.6.15 M¢étodo dinamico (Gassing in)

El método, asi como fue descripto en la Introduccion de este Capitulo, se aplica a reactores
trabajando en lotes. En nuestro caso, al tratarse del estudio de fibras huecas se debi6 asimilar la

situacion a un sistema continuo, considerando ademas una membrana (Figura 39).

Membrana

Capa estanca gaseosa
Capa estanca liquida

Figura 39: Esquema de la transferencia de oxigeno a través de la membrana

Las formulas se adaptaron de la siguiente manera: El flujo en el interior del tubo puede

suponerse piston (eventualmente con dispersion axial).

Segun la ley de Henry: Pg=CgRT=C*H C*=CgRT/H
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ROZ = kLa(C* - CL) Ecuacicn 49

ki es el coeficiente de transferencia ligado a la capa limite formada por el liquido, que depende

del caudal del liquido y la difusividad del gas en el liquido.
ki =f (Fy) si Fi. = constante. entonces ki = constante.

Otra barrera para la transferencia es la membrana en si misma, que la representamos con k.. Si

kn es una constante asociada a la membrana, se puede asumir que kr = f (ki, ky) = cte.

ROZ = kra(C* —Cp) Ecnacion 50
Se supone flujo piston para gas y el liquido. A= area transversal
F, dC, K (C RT 7 ) Eeunacidn 51
e e B ity a e i
A, dz TENE R R
F,dC; RT Ecnacion 52
4 dr Tl (cor =)=,

Si Fg es lo suficientemente grande se puede considerar Cg = constante para todo Z.
Ci=0en Z=0 porque el agua que ingresa al sistema es gaseada previamente con Nz para eliminar

el aire (oxigeno).

———=+tkrar(C*—C,) — 1y, Ecnacion 53

{ aire F, dC,
9 (0,puro A, dz

En este método el oxigeno no se consume, por lo que 15, = 0.

F, dC
A_id_; =-$kwar (" — (1) Ecuacion 54

A= area de transferencia del tubo con liquido

L= largo del tubo.
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d.CL _ kTaTAL
(c*—cp Fy

dz

_kTaTALZ
CL =C*l1—¢e Fy, Eenacion 55

ParaZ = L:

Ecnacidn 56

I c*— CL(L) _ kTaTALL
i —— =TT R

(C* puede se puede aumentar con oxigeno puro)

A partir de la Ecuacion 56:

Ecuacidn 57

Cs - CL(L) FL
g AL

k‘ra-'r = _In(
El factor critico a fue asegurar un flujo piston de gases y liquido para no provocar un error
expetimental relevante, Las medidas fueron confiables cuando el tiempo de respuesta del
electrodo de oxigeno es menor al kya”'. Considerando este requisito, el kia se estimé en 175 h'!

con un error del 15 Y.

Como resumen de la determinacion de la transferencia de oxigeno a través de las membranas
incluidas con hidrogel de poliAAm, obtuvo un valor de kia de 175 h' determinado por dos
métodos diferentes (oxidacion de sulfito y gassing-in). El tercer método, el método del balance
gasecoso, no permitio obtener valores confiables debido a la baja precision. A partir de la
superficie total de intercambio de gases, se calculé un ki de 72,2 h'em, medida que puede

utilizarse para posteriores disefios.

3.7 CONCLUSIONES

En este Capitulo se describe la preparacion y caracterizacion de membranas difusivas a partir

de membranas de MF y la sintesis de un hidrogel ocluyendo los poros de la misma.
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Las membradas con hidrogel se caracterizaron por espectroscopia infrarroja, donde se
comprobo la presencia del hidrogel. Se utilizo microscopia SEM para observar los cambios

ocurridos en la superficie y corte de las membranas.

Para evaluar la funcionalidad se disendé un sistema experimental para determinar la
permeabilidad hidraulica y otro para la permeabilidad a glucosa, HSA e IgG. La permeabilidad
a proteinas de plasma sanguineo humano se comprobé con electroforesis capilar. Se estimaron
los valores de selectividad para las membranas utilizadas, lograndose una selectividad mayor de
dos para la albumina respecto de las IgGs. Este resultado fue corroborado con una muestra de

plasma humano.

Adicionalmente debe destacarse que las primeras inmunoglobulinas en reaccionar frente a
componentes xenogénicos son las correspondientes a las IgM (Karoor, Molina e a/. 2003).
Estas IgM son las que activan el sistema de complemento luego del contacto con células
xenogénicas llevando a la destruccion total del componente biologico extrafio en unas pocas
horas. Estas IgM xenorreactivas representan < 0,1 % de las inmunoglobulinas totales (las IgG
representan el 85 %), y tienen un PM mayor a seis veces (950 kDa frente a 150 kDa), por lo

que se espera que la exposicion de los esferoides hepaticos a dichas inmunoglobulinas seria

practicamente despreciable.

Respecto de los datos de transferencia de masa determinados se compararon los valores
obtenidos con valores de literatura para membranas similares (segan el concepto membranas
macroporosas con hidrogel). Para ello, debe tenerse en cuenta que, como fue demostrado por
Righetti (Righetti, Gelfi ¢ o/ 1981), los geles aun de la misma composicion, que fueron
sintetizados con diferentes iniciadores pueden tener diferentes propiedades. Es por ello que se
compararon los resultados obtenidas con los de otros autores a través de diferentes modelos,
que permitieron contrastar las mediciones de permeabilidad hidraulica y permeabilidad a
solutos, aun tratandose de condiciones diferentes (membranas, monomeros, polimerizacion y
moléculas que difunden). A partir de las correlaciones analizadas, se observo que las variables
importantes para la comparacion entre diferentes ensayos son los radios de cadena de polimero
y de soluto, junto a la fraccion de volumen ocupada por el gel. Se demostré que los resultados
hallados en los geles confinados son consistentes con otras configuraciones, como por ejemplo

los geles en membranas planas e incluso geles en bloque.
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Finalmente se obtuvo una estimacion de la transferencia de oxigeno, por el método de
Oxidacion del sulfito y el método de gassing in, adaptados al sistema experimental planteado en

este trabajo de tesis, resultando en un ky de 72,2 h''.
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4 PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL COMPONENTE

BI10LOGICO

La seleccion del componente biolégico a utilizar en un dispositivo de remplazo hepatico debe
considerar la eficiencia para proveer funciones hepaticas especificas, sus potenciales efectos

adversos y su disponibilidad (A. Lorenti e 4/, 2005).

Como se describio en la Introduccion General, el cultivo primario humano es la mejor opcion
en cuanto a la funcionalidad, pero debe considerarse que la procuracion es tan limitada como

los érganos para trasplante de higado completo (Barbich ¢z al., 2004).

La alternativa mas cercana es la utilizacion de un cultivo primario de células animales. El animal
de eleccion suele ser el cerdo, dado que su higado tiene similitud anatomica al higado humano,

y pueden conseguirse criaderos con las condiciones de bioseguridad adecuadas.

Posteriormente se debe considerar el modo de uso de las células, ya sea simplemente aisladas o
mediante un cultivo previo. Se sabe que el cultivo de hepatocitos es influenciado por la matriz
extracelular, el contacto célula-célula, factores de crecimiento, reguladores, condiciones de

cultivo que determinan la viabilidad y crecimiento celular.

Las células hepaticas tienen un mayor potencial para recuperar las caracteristicas originales en
cultivo cuando son co-cultivadas con células no parenquimales. De hecho, se ha demostrado
que tanto la supervivencia como varias funciones de los hepatocitos # vzve son reguladas a través
de interacciones c¢lula - célula, y la estabilidad de las funciones solo se mantiene cuando las
células conservan la regulacion compleja que les brinda su microentorno (Bader e al., 1996;

Nakamura, Yoshimoto, Nakayama, Tomita, & Ichihara, 1983)

Es por ello que para la realizacion de este trabajo durante el aislamiento no se realizo una
seleccion especifica de un tipo celular. Es mas, durante el cultivo se favorecieron la formacion
de agregados multicelulares, llamados esferoides, con caracteristicas morfologicas bien
definidas y la funcionalidad especifica necesaria. Previamente en el ICBME se realizaron
cultivos de esferoides hepaticos (Lorenti, 2005), que fueron caracterizados en cuanto a su ultra-

estructura y metabolismo.

Los hepatocitos que conforman el esferoide presentan una estructura compacta con gran
concentracion de uniones estrechas que, junto a la ausencia de una red vascular, presentan un
obstaculo para la transferencia de materia, especialmente relevante para la transferencia de

oxigeno.



El objetivo en esta etapa fue la caracterizacion del componente biologico (esferoides hepaticos)
en cuanto a sus cinéticas de detoxificacion y consumo de nutrientes, con el fin de estimar la
biomasa necesaria en un tratamiento de un paciente con falla hepatica, asi como las necesidades
nutricionales celulares. Solo a partir de esta informacion puede realizarse un escalado adecuado

considerando conjuntamente el componente sintético.

4.1.1 Estado fisiologico de los hepatocitos

Se puede evaluar el estado fisiologico de las células que forman los esferoides a partir de la
cuantificacion de enzimas hepaticas, de la misma manera que se suele utilizar en bioquimica
clinica para evaluar el estado del higado del paciente. En este caso, nos brindan informacion

adicional sobre la viabilidad y funcionalidad de los esferoides hepaticos.

4.1.2 Consumo de oxigeno

La velocidad de consumo de oxigeno de los esferoides hepaticos es un parametro importante
para el disefio de un dispositivo de remplazo hepatico. El biorreactor, debe estar disenado de
manera de asegurar las condiciones optimas de viabilidad y funcionalidad adecuadas del

componente celular, en este caso, los esferoides hepaticos.

El oxigeno, si bien es requerido para la viabilidad y crecimiento celular, puede ser toxico a altas
concentraciones. Los efectos de diferentes concentraciones de oxigeno, expresadas en presion

parcial de oxigeno (mm Hg) sobre distintas propiedades de células cultivadas estan expresadas

en la Tabla 9.

Tabla 9: Efectos de la presion parcial de oxcigeno (mim Hg) sobre células en cultivo

Efecto negativo  Sin efecto
Tipo celular
sobre el crecimiento

TKG6
>510 80-425
(Oller, Buser, Tyo, & Thilly, 1989)
Vero
>310 80-215
(Oller, Buser, Tyo, & Thilly, 1989)
SP2/0 hibridoma
>425 80-310
(Oller, Buser, Tyo, & Thilly, 1989)(Miller ez o/ 1988)
Hibridoma murino
143 7,5-135
(Meilhoc, Wittrup, & Bailey, 1990) (Ozturk & Palsson, 1990)
Hibridoma murino/humano
<1,6; >320 12-160

(Kilburn, Lilly & Webb, 1969)

116



Como se observa en la Tabla 9 el valor puede ser muy diferente segun la especie y tipo celular.
Las lineas celulares establecidas serian mas adaptables a un rango amplio de presion parcial de
oxigeno (~15-90 %), mientras que los cultivos primarios sobreviven mejor a menores presiones
parciales de oxigeno, entorno mas similar a las condiciones ## vivo. Respecto de la velocidad
especifica de consumo de oxigeno (g,, en la Tabla 10 se resumen los datos encontrados en

literatura.

Tabla 10: Velocidades especificas de consumo de oxigeno reportada en bibliografia (Wood, 1999)

x10™"
Linea celular o,

(mol O;.cel'! 1h1)

KSI/4 (hibridoma)

0,15-0,16
(Backer, Metzger, Slaber, Nevitt, & Boder, 1988)
NB1 (hibridoma

(bd ) 0,21-0,25
(Boraston, Thompson, Garland, & Birch, 1983)
Cla (hibridoma) :
0,234+0,014

(Dorresteijn, de Gooijet, Tramper, & Beuvery, 1994)
I'S-4 (células humanas diploides) .52
(Fleischaker & Sinskey, 1981) o
AB2-143.2 (hibridoma)

0,19-0,4

(Miller, Wilke, & Blanch, 1987)
167.AG5.3 (hibridoma)
(Ozturk & Palsson, 1990)
HB-32 (hibridoma)

0,023-0,087

0,33-0,37
(Ramirez & Mutharasan, 1990)
Hibridoma
0,15
(Singh, 1996)
NSO (mieloma) _
0,219-0,406
(Yoon & Konstantinov, 1994)
MAK (hibridoma)
0,46%0,05
(Zhou & Hu, 1994)
X-D (hibridoma)
0,23-0,42

(Hiller, Aeschlimann, Clark, & Blanch, 1991)
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La qg, cobra mayor importancia en cultivos celulares densos, y en este caso en particular, al
tratarse de una conformacion tridimensional, es importante que el oxigeno llegue hasta las

cclulas centrales del esferoide.

De lo mencionado se deduce la importancia de conocer el requerimiento de g, de las células
o tejido a utilizar. Si se disefa el dispositivo que oxigene por debajo de los valores adecuados
se generarian zonas donde las células estén hipo-metabolicas o inviables debido a la baja tension
de oxigeno; en cambio si el dispositivo esta muy oxigenado, podria ser toxico para las células

afectando su viabilidad.

4.1.2.1 Determinacion de Ia velocidad especifica de consumo de oxigeno

Los métodos manométricos para estimar el intercambio de gases se han utilizado durante
décadas para estudiar reacciones quimicas y biologicas. El instrumento que se utilizo en este
trabajo de tesis es conocido como “respirometro de Warburg” (Warburg e a/, 1926). Se trata
de un método basado en el principio de que, a temperatura constante y volumen de gas
constante, cualquier cambio en la cantdad de gas puede ser medido como cambios en la presion
del mismo. Inicialmente fue desarrollado por Barcroft y Haldane (1902) y Brodie (1910), v

modificado por fisi6logo aleman Otto Heinrich Warburg,

Este tipo de respirometros es del tipo GSS (clasificacion de la IWA - International Water
Abssociation), en el que la medida de la concentracion de oxigeno se realiza de manera indirecta y
tanto la muestra liquida como el gas permanecen de manera estatica en el interior del recipiente,

sin que exista renovacion alguna de ambos durante la determinacion respirométrica.

El aparato (Figura 40) consiste en un frasco desacoplable, algunas veces conectados a uno o

mas reservorios laterales, unido a un manometro que contiene un liquido de densidad conocida.

4.1.2.2 Principios generales

El oxigeno utilizado se mide con respecto al tiempo, registrando la disminucion de presion en
el recipiente donde se esta realizando la respirometria, que tiene volumen constante (hermético
v a temperatura constante). En el recipiente se coloca la muestra a analizar dejando una camara
de aire y en el pocillo interno se coloca una solucion de hidroxido de potasio para que absorba
el diéxido de carbono producido. Como consecuencia, la presion de este gas en el aire es
despreciable dentro de los limites de medicion, y la variacion en la presion medida en el

manometro corresponde Gnicamente al consumo de oxigeno.
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4.1.2.3 Procedimiento

El manometro tiene un extremo cerrado y un extremo abierto. Se elige un punto de referencia
en el brazo cerrado del manometro, y el liquido en el brazo cerrado se ajusta siempre a este

punto (con la valvula abierta) antes de realizar las medidas de presion (Figura 40).

Valvula de purga

Brazo abierto

En movimiento

Muestra

Pocillo de KOH

Fluido de
Krebs

Brazo cerrado

Mordaza de tornillo

Depdsito de fluido

Figura 40: Esquema del vespirdmetro de Warburg.

El recipiente se sumerge en un bafio de agua a temperatura constante. Entre mediciones se agita
el sistema para favorecer el rapido intercambio gaseoso entre el fluido y la fase gaseosa. Se
asume que la temperatura del manémetro, que no esta sumergido, no difiere significativamente

con el recipiente.

119



Posteriormente se cierra la valvula y se registra la medida del brazo abierto. Luego de 10 min se
observa que en el brazo abierto el liquido desciende mientras asciende en el brazo cerrado,
debido a la disminucion de presion. En ese momento se corrige el brazo cerrado, llevando el

fluido a su posicion inicial, y se mide la diferencia de altura del liquido en ambos brazos.

Si se conoce el volumen de gas y el volumen de fluido del recipiente, la temperatura de
operacion, el gas intercambiado, y la densidad del fluido manométrico, es posible calcular la
cantidad de gas consumida (o liberada), suponiendo que s6lo un gas cambio su volumen. El
método se basa en mantener los volimenes de fluidos y gases constante, y medir la diferencia

de presion cuando cambia la cantidad de gas.

4.1.2.4 Cidlculo de Ia constante del respirometro

Consiste en la calibracion necesaria del sistema, donde a partir de los cambios de presion
observados, se puede calcular la cantidad (en mm” o ul a 0 °C 760 mmHg) de gas utilizado o
liberado. De manetra que con la medida del cambio de altura del fluido en el brazo abierto del

respirometro (4) se puede calcular la cantidad de gas intercambiado (x):
X = kw -h Ecnacion 58

Para calcular el valor de £ del sistema, se debe traducir 4 en el volumen de gas, para ello se
expresa la cantidad de gas en funcion del volumen y presion antes y después del ensayo, y a su

vez, considerando el gas presente en la fase gascosa y el gas disuelto (Ecuacion 59):

273°K (P, — P, P,—P
Cantidad de gas al comienzo = I TE P'i V) + Vﬂ:[% Fcnacion 59
fase gaseosa fase fluida

Donde:
h: El cambio observado en el brazo abierto del manometro, medido en mm.
x: ul de gas (a 0 °C y 760 mmHg)
Vg Volumen de gas en la fase gaseosa en el recipiente, incluyendo los tubos conectores
hasta el punto de referencia en el brazo cerrado.

Vi: Volumen de fluido en el vaso.

P,: Presion inicial en el vaso del gas a ser determinado. Esta es la presion parcial de un
gas en particular en una mezcla de gases. Si la mezcla de gases contiene vapor de agua,
la presion parcial del gas determinado sera inferior a la que habria sin vapor. Es por ello

que debe usarse P,-Py para gases humedos.
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Py: Presion estandar, 760 mmHg o 10,000 mm en fluido de Krebs.
T: temperatura en K

a: Solubilidad del gas medido en el liquido de reaccioén (expresado en mly./mliquiso
cuando el gas esta a una presion de 760 mmHg a la temperatura T. La expresion (P-
Pv)/Pu convierte la solubilidad a una atmosfera a la existente en el sistema.

Py: presion de vapor del agua (u otro fluido) a la temperatura T. El fluido en el vaso

ejerce una presion de vapor (Py) en la fase gaseosa y parte del gas se disuelve en el fluido.

Al finalizar el tiempo de observacion el gas habra cambiado en una cantidad x, como resultado
del cambio de presion de h mm. Si el gas fue consumido, h es negativa; si el gas fue producido,
h es positiva. Por las caracteristicas del ensayo descripto, se asume entonces que el gas es

consumido. La presion ahora es (P,-Py-h) en lugar que el valor inicial (Py-Pv).

273 K(P,—Py—h P,—Py—h
Co=bv=m Lo v
TPy Py Ecuacion 60

fase gaseosa fase fluida

Cantidad de gas al final =V,

La cantidad de gas consumido (x) es la diferencia entre la cantidad de gas presente al inicio y la

cantidad de gas al finalizar la observacion:
x = gas inicial — gas final Ecuacion 61

273K(Py = Py) |, (Pg—Py) 273 K(Py — Py — h)

- 1 —
X [Vg TPg L P{) 1 g T Po
Eenacion 62
+V a—(Pg — Py h)]
L .PO
X
B 273 K(Pg — Py
e T Py Ecnacicn 63
(Pg—Pv) 273K(P9—Py—h) (Pg—PV—h)

+ VLﬂ' PU —l{g T PO —VLC[ P0

v 273K h Ly h

X = _— J— = i
97T P, L@ P, Ecuacion 64
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RIEL S o
g ] = hky Ecnacion 65

Esta expresion indica que la cantidad de gas intercambiado es equivalente al cambio de altura

en el brazo abierto por la constante (Ecuacion 66):

273 K
V= + V.

Py

ky = constante = | ] Ecuacién 66

La constante k depende de V,, T, &, Vi v Py, que son conocidas y para un experimento dado

SON constantes.

4.1.2.5 La solubilidad del oxigeno

Teoricamente la solubilidad del Oz y el CO; en los reactivos deberia ser tomada en cuenta, pero
en la mayoria de los experimentos se considera un valor despreciable. La correccion de la

solubilidad puede complicar los cilculos sin aportar mayor precision en la medida.

El fluido utilizado en el barometro fue desarrollado por Krebs (Krebs, 1951), cuya composicion

es: 44 g NaBr, 0,3 g Triton X-100, 0,3 ¢ fucsina en 1000 ml de agua.

Tanto el fluido de Krebs como la solucion de los esferoides fueron expuestos al O» del aire, y
estan, por lo tanto, en equilibrio con la concentracion de O, existente en los vasos en el inicio
del experimento. Debido a que el cambio en la cantidad de O; determinado en el experimento

es muy pequeiio, la solubilidad se puede despreciar.

4.1.2.6 Correccion de ky por la variacion de temperatura

Se estudi6 la influencia de las fluctuaciones de la presion ambiente y de la temperatura del bafio
de agua utilizando el respirometro como un termo-barémetro conteniendo agua. Una vez
conocida la influencia, pueden corregirse los datos en funcion de medidas independientes de

presion y temperatura del agua.

A partir de las mediciones, se deduce que 1 °C de diferencia de temperatura introduce un error
cercano al 0,3 % en las mediciones. Se minimizaron las fluctuaciones de temperatura mediante

la agitacion del bano termostatico.
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4.1.2.7 Determinaciones experimentales

A intervalos regulares de tiempo se mide la longitud h en mm de la columna, se le resta la
medida inicial, y en cada punto se corrige por presion y temperatura (a partir de los datos
elaborados con el termobarometro). A partir de estas mediciones y la constante Ky, se obtienen
los ul de oxigeno consumido, que en funcion del tiempo es el Ry, para la cantidad de biomasa

establecida.

4.1.3 Analisis metabolico de los esferoides

La funcion de detoxificacion es la funcion mas importante en la falla hepatica, y continda siendo
irremplazable por los tratamientos que se aplican actualmente. De hecho, la carencia de estas
vias de detoxificacion y la acumulacion de endotoxinas provocan la encefalopatia hepatica. Si
bien no se conocen exactamente los mecanismos por los cuales esto ocurre, la ausencia de la
detoxificacion ya es considerada como la causa principal. Varios estudios se enfocan en la
caracterizacion de las multiples isoformas del citocromo P450 para la detoxificacion de

endotoxinas y xenobioticos (Behnia e al., 2000).

Una manera de cuantificar este proceso de detoxificacion puede ser a través de la cuantificacion
de la degradacion de un farmaco bien establecido. El diazepam (7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-
fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona) es una benzodiacepina utlizada como ansiolitico. Es
metabolizada en humanos por el higado a través de dos vias metabdlicas (que incluyen al
citocromo P450) a sus 3 principales metabolitos: N-desmetil-diazepam (nordiazepam),
temazepam y oxazepam, el cual es conjugado y excretado principalmente como derivado

glucuronico en la orina (Figura 41).
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Figura 41: Metabolismo del diazepam descripto para los hepatocitos.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Ablacién hepatica

Para el aislamiento de células hepaticas se utilizaron cerdos Landrance de ambos sexos de entre
8 a 12 kg de peso y se siguieron los mismos protocolos descriptos por Lorenti (Lorenti, 2005).

Los animales fueron adquiridos en criaderos que mantienen las condiciones de bioseguridad,
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controles sanitarios, antiparasitarios y vacunas. Previo a la cirugia los animales estuvieron en

ayunas durante 12 h con agua ad lbitum.

Los procedimientos de ablacion hepatica estuvieron a cargo de médicos cirujanos
especializados en trasplante, en un quiréfano de animales especialmente instalado, proximo al

bioterio en el Hospital Italiano de San Justo “Agustin Roca”.

Todas las cirugias se realizaron bajo anestesia general inhalatoria con Sevorane™ y monitoreo
cardiaco y de la saturacion de oxigeno. Luego de antisepsia de la piel con Povidona yodada se
colocaron campos quirurgicos estériles y se ingreso en la cavidad abdominal por laparotomia
mediana xifopubiana. Se realizo una inspeccion minuciosa para descartar patologias que
pudieran contraindicar la ablacion (tumores, traumatismos, malformaciones, etc.). Se extrajo la
vesicula biliar y se lig6 el conducto biliar. A continuacion, se identifico y se diseco la vena porta
dejandola reparada. Se ligo la arteria hepatica en su tronco y se seccionaron tanto el ligamento
menor como las adherencias del higado al diafragma para excluir toda perfusion de sangre
distinta de la provista por la vena porta. Con la mayor rapidez posible se ligo la vena cava infra-
hepatica, se introdujo en la vena porta una canula conectada al frasco de la solucion de
preservacion Universidad de Wisconsin (UW, a 4 °C), se abri6 la cavidad toracica y luego de
seccionar la vena cava supra-hepatica (para permitir el vaciado de la sangre del higado) se inicio,
in sitn, el lavado del organo con UW. Inmediatamente se cubrio el higado con hielo picado. Se
lavo el 6rgano con 1000 ml UW mientras se verificaba que el drenaje venoso por la vena supra-
hepatica seccionada se encontrase perfectamente permeable, con el fin de prevenir la
congestion del 6rgano. Una vez completado el lavado se introdujo el higado en una bolsa de
polietileno estéril con 500 ml UW a 4 °C y se trasladé al laboratorio (en un doble recipiente

estéril) en una conservadora con cubos de hielo para mantenerlo en frio.

El transporte hasta la sede del Instituto de Ciencias Basicas y Medicina Experimental (Hospital
Italiano de Buenos Aires) situado en Almagro en todos los casos demoro entre 30 y 45 min,
donde se prosiguio con el protocolo de aislamiento de hepatocitos dentro de un gabinete de

flujo laminar de seguridad biologica.

4.2.2 Aislamiento de hepatocitos

Una vez que se tiene el higado en la cabina de flujo laminar (Figura 42). Fiste es perfundido a

través de un sistema de perfusion que se esquematiza en la Figura 43.



Figura 42: Detalle de perfusion del higado ablacionado.
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Fignra 43: Esquema del sistema de perfision utilizado para el aislamiento de hepatocitos.
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El primer paso es termostatizar el buffer a

37°C, para ello se utiliz6 un bafio de agua a

.
/

buffer37°C | : 42°C. La diferencia de temperatura permite

compensar la pérdida de calor del sistema

\E_._ (Figura 44).

\“bma La perfusion del higado (Figura 43) se inicia a

.- Ei*’"g‘;ﬁ“ través de la canula colocada en la vena porta

| - (Figura 45), durante 20 -30 min, a un caudal de

B2 100 ml'min’', con una solucion de perfusion
conteniendo: 7,85 ml'min' NaCl (Biopack,

Argentina), 0,5 ml'min’ KCl (Biopack,

Figura 44: Acondicionamiento del buffer a 37°C.  Atrgentina), 0,09 mlmin" NaHPO, (Merck,

Darmstadt, Alemania), 0,06 ml'min"' KH-PO,
(Mallinckrodt, St, Louis, MO, USA), 25 mM
de acido  hidroxi- etl-  piperazina-
etanosulfonico (HEPES) (Signa Chemical Co,
ol St. Louis, MO, USA), 5 pg'ml" insulina
.' (GIBCO BRL, Gaithersburg, Maryland,
' 1 USA), 0,4 pg'ml' dexametasona (FADA,

: -- ; Buenos Aires, Argentina), 0,15 mM glucosa
' (Sigma), 20 mM acido etilen-diamino-

| - —
buffer 37°C

%, bomba

De_r_lslaluaa . .
tetraacético (EDTA) (Merck) a 37°C.
¥_f serpentinen
| bafio T
| termostitico bombace  DiSte paso de perfusion se establece una

frascos de oL

wade condicion sin el agregado del ion calcio, de

it - ' manera de favorecer la desintegracion de las

ey —

uniones desmosomicas. Adicionalmente este
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Figura 45: Perfusion con buffer sin caleio, 37 °C. proceso de perfusion a 37°C facilita la

atemperacion del organo para la siguiente

perfusion enzimatica.
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Figura 46: Perfusion con colagenasa

La segunda perfusion (Figura 46) con
recirculacion fue realizada durante 20 — 30
min a 37°C, a un caudal de 100 ml-min”,
con una solucion perfusion igual a la
anterior sin EDTA y con el agregado de
0,025 % de colagenasa tipo II
(Worthington, Lakewood, NJ, USA) y 0,7
ml'min" CaCl (Biopack, Argentina). Esta
solucion restituye el calcio para una funcion
optima de la colagenasa. Luego las células
liberadas fueron filtradas a través de una
malla metalica de 260 um de tamafio de
poro, y centrifugadas a 50 G, durante 5 min

a4 °C. Luego de dos lavados con buffer

Hanks (Hanks Balanced Salt Solution-HBSS) que contiene 0,8 ml-min™' NaCl, 0,4 ml-min"' KCl,
0,0358 mg'ml' Na:HPO,, 0,06 mlmin’ KH:PO,, 0,288 ml-min® CaCl, 0,492 ml-min’
MgSO4 7TH,0, 0,035 ml'min' NaHCO; y 5,95 ml'min' HEPES, pH 7,2, las células son

resuspendidas a una concentracion de 4 x10° células viables'ml” en PBS (ver Figura 47).

Figura 47: Células atsladas en tubos Faleon®™ antes de la concentracion mediante centrifugacion
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4.2.3 Viabilidad y funcionalidad

El test de exclusion del Azul Tripan es una técnica muy utilizada para determinar viabilidad
celular (R. R. Mitry e7 a/., 2003; Terry, Dhawan, Mitry, & Hughes, 2006), que consiste en medir
la integridad de la membrana. En este método las células muertas son permeables al colorante
v se tinen de azul, mientras que las cclulas vivas no captan el colorante, por lo que puede
contarse facilmente con camara de Neubauer en microscopio 6ptico. La viabilidad celular se

mide en porcentaje y se calcula con la Ecuacion 67:

Yviabilidad celular

_ (promedio n° total de células — promedio n° total de células muertas)x100 Ecuacion 67
- promedio n® total de células

4.2.4 Cultivo de esferoides

Para lograr la formacion de esferoides hepaticos, los hepatocitos se cultivaron en frascos

agitados magnéticamente, siguiendo el protocolo esquematizado en la Figura 48:

Figira 48: Frascos de cultivo preparados para ser incitbados

Las células aisladas fueron resuspendidas a una concentracion de 4x10° células viables /ml, y
colocadas en frascos para agitacion magnética (Spinner flasks) de 500 ml y 1000 ml de volumen
total, con agitador tipo pendular, conteniendo 100-150 y 300-350 ml de medio de cultivo

respectivamente, segun el tamano del frasco (Figura 49 y Figura 50).
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(i LY }enriquecido -
: \R \
Hepatocitos Frascos de
aislados 500y 1000 ml
20-30rpm

95% aire — 5% CO,
37°C humedad a saturacion

Cambio parcial de medio a las 4h
y cambio total a las 24h
Control de viabilidad y morfologia

Figura 49: Esquema de cultivo de hepatocitos para la formacion de esferoides

MCS-1048 sesogesi sumrm

Figura 50: Frascos de cultive, adentro de la estufa con plataforma giratoria.
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El medio de cultivo utilizado fue el DMEM, suplementado con 5 ng'ml™ factor de crecimiento
epidérmico (EGF, Gibco), 5 pg'ml” insulina (Gibco), 5 pg'ml " transferrina (Gibco), 0,5 pug'ml
" hidrocortisona (Sigma), extracto pituitario bovino (equivalente a 50 pg proteinas ‘ml’', BPE
Gibco), 4 uM glutamina (Gibco), 20 % suero tetal bovino (BioSer, Nutrientes celulares,
Argentina), 0,5 mM acido ascorbico (Sigma) y antibiotico - antimicotico (penicilina 100 U-ml”,

estreptomicina 100 pugml’, anfotericina B 0,25 pg'ml", Gibco).

La suspension celular fue incubada con agitacion constante en una plataforma de agitacion
magnética (Figura 50) (Wheaton, Millville, NJ, USA), a 20-30 rpm, dentro de una incubadora
con atmosfera de 5 % de CO: — 95 % aire, saturada de humedad, a 37 °C. Las células fueron
oxigenadas cada 12 h, durante 15 min cada vez, con carbogeno 95 % O:-5 % COa.. El medio
de cultivo fue renovado en un 50 % a las 4 h de iniciado el cultivo y totalmente al dia siguiente.
El proceso de renovacion fue realizado por decantacion por accion de la gravedad porque se
observo de esta manera que se descartaban con mayor eficiencia las células muertas y detritos

celulares.
4.2.5 Cuantificacion de la biomasa

En este trabajo los parametros metabolicos se refirieron a la biomasa equivalente a células aisladas. De

esa manera, se facilita la comprension del metabolismo 7 vitro.

4.2.5.1 Determinacion del peso hiimedo en esferoides hepdticos

Se centrifugaron las muestras de esferoides hepaticos a 50 G durante 10 min cada muestra en
tubos de 15 ml previamente tarados, se eliminé el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta

y se peso en una balanza analitica.

4.2.5.2 Determinacion del peso seco en esferoides hepdticos

Luego de determinar el peso humedo las muestras fueron re-suspendidas en agua destilada y
vertidos en un vaso de precipitado pequefio previamente tarado. Se enjuagé el tubo que

contenia la muestra 2 veces con 5 ml de agua destilada, que se vertieron en el mismo vaso.

Los vasos con muestras se colocaron en estufa a 80 °C durante 48 h (previamente se determino
que este tiempo era suficiente para obtener un peso constante). Postetiormente se enfriaron

hasta temperatura ambiente en un desecador de vidrio, y se pesaron en balanza analitica.

Considerando el diametro de un hepatocito porcino aislado fresco reportado por Darr (Darr &
Hubel, 1997) 18,3 + 3,2 pm, y la densidad de 1 g.ml”, el peso de un hepatocito setia de 3,26
x107 g.



4.2.5.3 Determinacion proteinas totales

Se extrajeron la totalidad de las proteinas de los esferoides con el siguiente protocolo:

E_n

Se lavaron los esferoides con buffer fosfato salino (PBS 20 mM pH 7,4) a 4 °C

Se agrego buffer de lisis (IGEPAL 1 %, deoxicolato de sodio 0,5 %, SDS 0,1 %,
aprotinina 10 pg-mly leupeptina 10 pg-ml! en buffer PBS 20 mM pH 7,4) a 4 °C a
razon de 1 ml de buffer de lisis cada 100 mg de esferoides.

Se incubd 60 min en el buffer de lisis a 4 °C y se resuspendié con agitador de vortice
cada 5 min (A partir de este momento puede guardarse a -20 °C).

Se centrifugo la muestra 20 min a 14.000 rpm a 4 °C y se tomo el sobrenadante.

Se cuantificéd proteinas con la técnica de Bradford (Bradford, 1976).

4.2.5.4 Determinacion ADN total

Se extrajo ADN de los esferoides de acuerdo el siguiente protocolo:

10.
1l

Se agregd proteinasa K en una relacion de 100 ul por cada ml de suspension de
esferoides, y se incubo 30 min a 40 °C.

Se agrego un volumen equivalente de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).
Se agito suavemente para homogeneizar y se centrifugo a 14 rpm durante 10 min.

Se quito la fase acuosa (superior).

Se repitieron los pasos 2 y 3 hasta que no se observo interfase (donde se elimina la
fraccion proteica).

Se adicionaron 500 ul de Cloroformo y luego de resuspender suavemente se centrifugd
a 14.000 rpm durante 10 min.

Se extrajo la fase acuosa.

Se agregd 1 ml de isopropanol frio y se conservd la muestra refrigerada a -20 °C.

Se centrifugd a 14.000 rpm por 5 min, se descartd el sobrenadante y se lavo el
precipitado con 1 ml de etanol 70 %.

Se centrifugo a 14.000 rpm por 5 min

Se resuspendio el ADN aislado con 100 pl de agua bidestilada a 55 °C durante 5 min.
Se cuantifico el ADN por absorbancia a 260 nm y se determinaron posibles
contaminaciones proteicas determinando la telacién de las absorbancias 260 nm/ 280

nm (se considera optimo obtener un cociente igual a 2).
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4.2.5.5 [Estado fisiolégico de las células

Luego del cultivo primario, se cosecharon los esferoides y se distribuyeron en placas de Petri
para los ensayos metabolicos. La evaluacion del estado fisiologico de los esferoides sin el
agregado de amonio o diazepam se utiliz6 como control positivo. Para ello, se incubaron
esferoides con una concentracion (calculada referida a la original) de por lo menos 2,05 x10°
células viables'ml” en placas de cultivo de 100 mm, conteniendo 25 ml finales de buffer Hanks

—glucosa (Hanks 9,8; 25 ml de HEPES, 0,35 g NaHCO:;, glucosa 0,9 g en 1 litro, a pH 7,2).

Las placas fueron incubadas a 37 °C en estufa gaseada con 5 % COz y 95 % aire. Las muestras

fueron tomadas por duplicado a los tiempos 0, 1, 2y 4 h.

En las muestras tomadas se determinaron los niveles de alanina transaminasa (ALT), y lactato
deshidrogenasa (LDH) en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital Italiano de Buenos
Aires (Synchron LX, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Todas las muestras
colectadas fueron mantenidas en frio y trasladadas inmediatamente al laboratorio para hacer las

determinaciones.

Luego del ensayo se cosecharon los esferoides, se lavaron con agua destilada (dos veces) en
tubos de centrifuga Falcon™ de 15 ml, tarados para realizar posteriormente la cuantificacion

celular.

4.2.5.6 Medida del consumo de oxigeno

Inmediatamente después de la cosecha se midio el consumo de oxigeno de los esteroides. Para
ello se utilizo un respirometro de Warburg. El liquido que se utilizo en el manometro fue el

fluido de Krebs, y todo el sistema se mantuvo a 37 °C constante en un bafio termostatizado.
El procedimiento fue el siguiente:

1. En el reservorio accesotio se colocd una solucién de glucosa (1 g'l'') en buffer HEPES
pH 7,2.

2. Seagreg6 0,2 mlde KOH 20 % en el pocillo central, luego de engrasar el borde superior

del mismo.

Se engrasaron las conexiones del manometro.

En el recipiente se agregd 1 ml de la suspension de esferoides en buffer HEPES pH 7,2

Se conecto el recipiente con el manémetro.

Se coloco el equipo en un bafio de agua a temperatura constante.

Luego de 5 min en el bafo termostatizado se volvieron a ajustar las conexiones.

S T S

Se consideraron 10 min para lograr el equilibrio del sistema.



9. Se ajustod la altura del fluido del mandmetro al punto de referencia abriendo la valvula.

10. Se certo la valvula.

Comenzaron las medidas, siempre registrando la temperatura para realizar las correcciones que

fueran necesarias.

Una de las precauciones claves fue no colocar un exceso de biomasa de manera que la demanda

sea mayor que la transferencia de oxigeno de la camara de aire al medio (kia)

4.2.6 Metabolismo y determinacion del ion amonio

Para analizar la capacidad de detoxificacion de amonio por los esferoides, éstos fueron
incubados con una concentracion (calculada referida a la original) de por lo menos 2,05 x10°
células viables:ml" en placas de cultivo de 100 mm, conteniendo 25 ml finales de buffer Hanks
—glucosa (Hanks 9,8: 25 ml de HEPES, 0,35 g NaHCOs, glucosa 0,9 g en 1 litro, a pH 7,2). Las

placas fueron incubadas a 37 °C en estufa gaseada con 5 % CO, y 95 % aire.

Al iniciar la cinética, la solucion fue suplementada con NH,Cl 2 mM (Mallinckrodt), para lograr
concentraciones de 370 a 880 pg-dl'. Las muestras fueron tomadas por duplicado a los tiempos

0,1,2,3y4h.

La concentracion inicial fue seleccionada en base en las concentraciones halladas en pacientes
con hiperamonemia. L.a determinacion del ion amonio fue realizada por el método enzimatico
basado en la condensacion de amonio y a-cetoglutarato para producir glutamato (Synchron LX,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Asi mismo se determinoé la concentracion de urea

por el método de diacetil-monoxima (Sigma).

De las mismas placas se tomaron ademas muestras para determinar los niveles de ALT, y LDH
en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital Italiano de Buenos Aires (Synchron LX,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Todas las muestras colectadas fueron mantenidas

en frio y trasladadas inmediatamente al laboratorio para hacer las determinaciones.

Luego del ensayo, se cosecharon los esferoides, se lavaron con agua destilada (dos veces) en
tubos de centrifuga Falcon™ de 15 ml, tarados para realizar posteriormente la cuantificacion

celular.,

4.2.7 Metabolismo y determinacion de diazepam

El metabolismo no inducido por drogas, dependiente del citocromo P-450, fue analizado

mediante el suministro de diazepam y la posterior determinacion del mismo y sus metabolitos.



Para analizar la capacidad de detoxificacion de amonio por los esferoides, éstos fueron
incubados con una concentracion (calculada referida a la original) de por lo menos 2,05 x10°
células viables'ml” en placas de cultivo de 100 mm, conteniendo 25 ml finales de buffer Hanks
—glucosa (Hanks 9,8, 25 ml de HEPES, 0,35 ¢ NaHCO:;, glucosa 0,9 g en 1 litro, a pH 7,2). Las
placas fueron incubadas a 37 °C en estufa gaseada con 5 % CO; y 95 % aire. Al iniciar la cinética,
las placas fueron suplementadas con diazepam 50 pg'ml’. Las muestras fueron tomadas por

duplicado a los tiempos 0,1, 2,3 y 4 h.

El diazepam y sus metabolitos se determinaron mediante un método analitico por HPLC (ver
Anexo 1), para ellos, las muestras fueron conservadas a -20 °C hasta su procesamiento. Las
mismas fueron descongeladas en el momento de ser utilizadas para su analisis, se les agrego una
cantidad conocida de solucion de midazolam como estandar interno y se concentraron por
centrifugacion durante 5 min a maxima velocidad (spéir down), se evaporaron con vacio a 30 °C
(Eppendorf concentrator 5301) hasta sequedad v se resuspendié cada una en 50 pl de buffer de

corrida. Seguidamente se filtraron con una malla de 0,22 nm.

De las mismas placas se tomaron ademas muestras para determinar los niveles de ALT, y LDH
en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital Italiano de Buenos Aires (Synchron 1.X,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Todas las muestras colectadas fueron mantenidas

en frio y trasladadas inmediatamente al laboratorio para hacer las determinaciones.

Luego del ensayo, se cosecharon los esferoides, se lavaron con agua destilada (dos veces) en
tubos de centrifuga Falcon™ de 15 ml, tarados para realizar posteriormente la cuantificacion

celular.

4.3 RESULTADOS

En este Capitulo se describe la obtencion del componente biologico y su caracterizacion
biologica y fisiologica que permita el disefio de un BAL del tipo reactor de fibra hueca. En base
a las consideraciones mencionadas en la Introduccion del Capitulo, se decidio utilizar un cultivo

primario porcino en formato de esferoides.

4.3.1 Aislamiento y preparacion de los esferoides

Betry y Friend en 1969 fueron los primetos en desatrollar el procedimiento para el aislamiento
de hepatocitos de rata mediante la perfusion del higado 7 sifx utilizando colagenasa, y sentaron
las bases de los protocolos actuales (Berry & Friend, 1969). La colagenasa es una enzima

proteolitica que permite la digestion del tejido extracelular hepatico y el aislamiento de sus



componentes celulares (Berry & Friend, 1969; Ragai R. Mitry, Hughes, & Dhawan, 2002; Terry
et al., 2000).

Los procedimientos de ablacion hepatica estuvieron a cargo de médicos cirujanos
especializados en trasplante, en un quir6fano de animales especialmente instalado, proximo al

bioterio, en el Hospital Italiano de San Justo “Agustin Roca”.

En experiencias previas en el [ICBME se observo que tanto el rendimiento del cultivo primario
como la viabilidad celular presentaron un descenso a medida que aumentaba el tiempo de
isquemia fria, por lo tanto, en este trabajo se procedio a transportar ¢l higado ablacionado en
solucion de la Universidad de Wisconsin (UW), de forma analoga al utilizado en el transporte

de higados humanos para trasplante.

La solucion de preservacion empleada, la logistica para realizar la ablacion, traslado y
procesamiento del organo entero en el menor tiempo posible, la variabilidad de la actividad
especifica de la colagenasa, la necesidad de mantener el tejido a 37 °C durante la perfusion con
colagenasa y la digestion incompleta del tejido han sido aspectos clave del proceso que se han

ido optimizando en este trabajo.

Durante el transcurso de este trabajo de tesis se realizaron ocho procedimientos de ablacion
con un numero de células hepaticas obtenidas que oscilo entre 3,75 x 107 y 9 x 10°, con un
promedio de 6,05 x 10°. En la Tabla 11 se detallan los procedimientos realizados. No se
consideraron los datos de los procedimientos 4 y 6 ya que la baja cantidad de cé¢lulas obtenidas
y la baja viabilidad fueron causadas por problemas previos a la obtencion de las células Tabla

11.
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Tabia 11: Caracteristicas de los aislamientos de células realizados en un trabajo a partir de ablaciones

Procedimiento  Nro. de células

N obtenidas Viabilidad Observaciones

1 8,05x109 94 %

2 5,30x109 93 %

3 3,75x109 93 %

¢ Inconveniente en la cirugia, el

5,30x107 36 % higado no estaba lavado

correctamente.

5 9,00x109 93 %

6 | 27x108 _— Animal mas pequefio, higado mas
pequefio y labil

7 5,35x109 94 9%

8 4,85x109 97 %

La viabilidad promedio, determinada por tincion de azul Tripan fue del 94 %, oscilando entre
93 % y 97 %. Las células aisladas fueron sometidas a las condiciones de cultivo para la
generacion de esferoides, segin se describe en la Seccion 4.4.4. A partir de las células aisladas
se formaron camulos a las 24 h de cultivo con agitacion constante. Las células que
permanecieron aisladas a las 24 h no fueron viables y se eliminaron con los cambios de medio
de cultivo. A las 48 h, los camulos de células tuvieron una apariencia compacta, de bordes

alisados de tamano menor a 150 pm (Figura 51). Estos camulos constituyen lo que se

denominan Hsferoides hepaticos.

La etapa de disgregacion con colagenasa es critica para obtener las células aisladas, ya que un
tiempo insuficiente reduce el rendimiento del aislamiento y un tiempo excesivamente largo

disminuye notablemente la viabilidad celular, afectando no solo al rendimiento, si no a la

reproducibilidad de los resultados posteriores.



Figura 51: Microscopia optica de un esferoide bepatico

Durante las perfusiones con colagenasa se realizo un masaje manual suave del 6rgano (Figura
43) v constante facilitando la irrigacion del mismo con las soluciones y permitiendo determinar

los cambios en la turgencia del 6rgano.

Cuando el higado presenta, visualmente y al tacto, una disminucion de la turgencia se rompio
la capsula y se realizo digestion mecanica con bisturi y tijeras para continuar con el proceso de

aislamiento celular.

4.3.2 Cuantificacion de la biomasa

La cuantificacion de la biomasa es un parametro esencial, ya sea para el estudio metabolico de
los esferoides hepaticos (v su comparacion con otras estrategias de cultivo), asi como también
el control de proceso y calidad del material biologico del dispositivo. Por un lado, permitira
determinar las velocidades especificas de consumo y produccion de metabolitos y por otro
adecuar la terapia a las necesidades del paciente y poder disefiar el escalado del dispositivo.
Tradicionalmente, el nimero de células ha sido determinado a través del recuento en
microscopio utilizando una Camara de Newbaner. Sin embargo, cuando se trabaja con esferoides,
por su tamafio no pueden contabilizarse de esa manera, y es por ello que se suelen cuantificar
por otros métodos indirectos, como proteinas totales, ADN total, peso himedo, peso seco,
entre los mas utilizados. Otra alternativa utilizada es referenciar al nimero inicial de células

(Lorenti ef al., 2003). Sin embargo, esta estimacion sobreestima la cantidad de biomasa porque
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en la formacion de los esferoides, una parte de las células iniciales termina siendo descartada en

los procesos de lavado.

En la Figura 52 se muestran los resultados de las determinaciones de peso seco y peso humedo.
Como se observa en la misma se confirma la correlacion entre las dos determinaciones. Se

obtuvo un ajuste del R°=0,98 en la regresion lineal.
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Figira 52: Corvelacion entre peso biimedo y peso seco

Estos métodos de cuantificacion por peso son sencillos. Si bien son precisos, no son
especificos, porque pueden ser afectados por impurezas, ya que no pueden distinguir entre

células, fragmentos y otros restos celulares.

4.3.3 Cuantificacién de proteinas totales y ADN total

Las curvas de calibracion de los métodos de Bradford para determinacion de proteinas y el
método convencional (proteinasa K y absorcion 260/280 nm) para cuantificacion de ADN
dieron la linealidad esperada en los rangos de concentracion estudiados (de 0,25 a 4 mg'ml "
para proteinas y 2 a 300 ng para ADN). Las muestras analizadas mostraron una importante
disparidad entre los duplicados tanto en la medida de proteinas totales como la de ADN total.
Posiblemente este error experimental se deba a problemas en la correcta disgregacion del tejido
para el aislamiento de los componentes mencionados. Por lo constatado por electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), los protocolos aplicables a tejido resultaron muy agresivos
(obteniéndose una muestra muy deteriorada) y los aplicables a células no lograban la

recuperacion total de proteinas o ADN presentes.



Dado la poca reproducibilidad de estas determinaciones se eligi6 como método de

cuantificacion a la determinacion de peso humedo y con ella su correlacion con el peso seco.

4.3.4 Estado fisiologico de las células

Se realiz6 una medida indirecta a través de la cuantificacion de las enzimas intracelulares tipicas
de los hepatocitos. Las enzimas liberadas en el medio de reaccion se consideraron indicador de

dano celular. Se cuantificaron las enzimas ALT y LDH.
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Figura 53: Presencia de ALT en el sobrenadante del cultive de esferoides hepaticos.

300.00 A

250.00

150.00 {

Actividad enzimatica especifica de LDH
(U gu?)

100.00
Valor normal,
limite superior
50.00
0.00 ; : T T )
0 1 2 3 4 5

Tiempo de incubacién (h)
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Como se observa en las Figuras 53 y Figura 54, las enzimas AL'T y LDH se mantuvieron dentro
de los limites normales para cerdos. Los valores se calcularon en funcion de la masa celular para

poder integrar todas las muestras y obtener graficos comparables con otras experiencias.

4.3.5 Evaluacién del Consumo de oxigeno

Mediante el uso del respirometro de Warburg se realizaron las determinaciones del consumo
de oxigeno por parte de los esferoides. Los resultados se expresaron en base a la biomasa seca

por tiempo como se describe en la Ecuacion 68:

_ ul 0,
~ mg de biomasa - hora

do, Ecnacion 68
El valor de consumo especifico de oxigeno para los esferoides fue aproximadamente de 33
attomol.cel '*seg” (0,12 x10"* mol O'cel’-h™). Este valor se encuentra dentro de los valores

presentados en la Tabla 10.

Si bien las mediciones no fueron realizadas en la cantidad suficiente como para ser
estadisticamente relevantes, se realizaron con el fin de confirmar el estado metabolico global y

estimar un rango de g, con el fin de disefiar adecuadamente la oxigenacion del dispositivo.

4.3.6 Evaluacién metabolismo amonio y diazepam

Las benzodiacepinas y la hiperamonemia cumplen un rol clave en la patogénesis de la
encefalopatia hepatica (Basile ¢ @/, 1991). Se ha demostrado que existe una relacion directa
entre la concentracion de ligandos al receptor de benzodiacepinas en plasma y la severidad de
las encefalopatias hepaticas. Estos resultados sumaron evidencia del rol de los ligandos de

receptores de benzodiacepinas en la patogénesis de la encefalopatia hepatica asociada a la FHF.

Itzhak (Itzhak, Roig-Cantisano, Dombro, & Norenberg, 1995) establecié la relacion entre
benzodiacepinas, el aumento de la amonemia y la FHF. Sus resultados llevaron a la deduccion
de un mecanismo integrado por el cual un nivel alto de amonio en el plasma induce la activacion
de receptores tipo periféricos diacepinicos. Esto a su vez provoca un aumento de neuro-
esteroides derivados de la pregnenolona. Se sabe que estos ultimos incrementan la
neurotransmision GABAérgica. En la bibliografia se encuentra mas evidencia sobre el rol de
las benzodiacepinas endogenas en la encefalopatia hepatica (Baker, Morrow, Vergalla, Paul, &
Jones, 1990; Bauer ¢ al., 1995; Olasmaa ¢f al., 1990), quimicamente analogas a la droga sintética

diazepam y sus metabolitos en la encefalopatia hepatica.
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La hiperamonemia ha sido implicada en la regulacion de receptores periféricos de
benzodiacepinas y la neurotransmision GABAérgica. Es debido a estas evidencias que se
consideré a la capacidad de metabolizar diazepam y amonio como elementos clave en la

evaluacion de un dispositivo BAL de remplazo hepatico, para evaluar su funcionalidad.

4.3.6.1 Metabolismo del ion amonio

El higado juega un papel fundamental en el metabolismo del amonio a través del ciclo de la
urea, a través de la actividad de las enzimas carbamoil fosfatosintetasa, ornitina
transcarbalimalasa, argininosuccinato sintetasa y liasa del acido argininosuccinico y arginasa. En

los hepatocitos el amonio se metaboliza en urea que luego es excretada por la orina.

En la Figura 55 se observa la capacidad de detoxificacion de amonio por los esferoides cuando
fueron expuestos a una concentracion de entre 370 y 880 gl de amonio. Esta capacidad de
detoxificacion puede evaluarse de manera mas precisa en funcion de la produccion de urea

(Figura 56) dado que el método utilizado para medir amonio no es lo suficientemente sensible.
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Fignra 55: Metabolizacion del amonio por los esferoides hepdticos que fieron expuestos a sna concentracion
de entre 370 y 880 wg 1 de amonio en el wedio.
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Figura 56: Produccion de urea por los esfervides fueron expuestos a nna concentracion de entre 370 y 880
gt de amonio en el medio.

De los valores obtenidos, es el metabolismo del ion amonio es el que se considerara en el diseno
del dispositivo que, al calcular la velocidad de degradacion como velocidad especifica, se obtiene

un valor de 14,1 pg-celula’-h™.

4.3.6.2 Metabolismo del diazepam

Los compuestos hidrofébicos xenobidticos como drogas o toxinas son metabolizados en el
higado de mamiferos a derivados mas polares. La ruta metabdlica principal incluye una
hidroxilacion por la citocromo P450 hidroxilasa y la citocromo reductasa asociada a NADPH.
Luego se produce una conjugacion para formar sustancias mas polares (Behnia e/ a/, 2000). Es
por ello que se utilizé diazepam como la droga modelo para evaluar la actividad del citocromo
P450. Para la evaluacion del metabolismo del diazepam, se incubaron entre 247 y 357 mg de
esferoides en 20 ml de buffer Hanks con 50 ug'ml" de diazepam. En experimentos previos (A.
Lorenti ef al., 2005) se demostro que la concentracion y tiempo de incubacion eran adecuados

para obtener una cuantificacion significativa en HPLC del diazepam y sus metabolitos.

La identidad del diazepam y sus principales metabolitos (temazepam, N-desmetil-diazepam y
oxazepam) fue analizada en el sobrenadante de las muestras mediante una técnica analitica de
HPLC descripta en el Anexo 1. La presencia de los diferentes metabolitos fue confirmada
mediante la utilizacion de estandares grado HPLC. Para el analisis cuantitativo se realizaron

curvas de calibracion y se utilizo midazolam como estandar interno.
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4.3.6.3 Curva de calibracion

A partir del area bajo el pico de elucion de cada metabolito (Figura 57) se obtuvo una curva de
calibracion (Figura 58) para la evaluacion cuantitativa de las muestras biologicas en base a la

relacion de masa inyectada.
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Fignra 57: Cromatograma HPLC del diazepam y sus metabolitos de acuerdo al miétodo descripto en el
Apendice 1

Como se muestra en la Figura 59, a partir de las 2 h se observa una tendencia a la metabolizacion

que se confirma a las 4 h de incubacion de los esferoides hepaticos.
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Figura 59: Degradacion del diazegpam por los esferoides cuando son expuestos a una concentracion de 50
g ml! de diazepan.

Los metabolitos generados a partir de la transformacion del diazepam también fueron

detectados (Figura 60). La formacion del temazepam fue cuantitativamente mayor, indicando

la importancia de la hidroxilacion (de diazepam a temazepam) como la via metabdlica mas
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importante que la desmetilacion en estos hepatocitos. Sin embargo, no se descartan las otras

vias metabolicas de degradacion del diazepam.
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Figura 60: Evolucidn de la generacion de metabolitos de degradacion por los esferoides cuande son expuestos a
una concentracion de 50 pg-mt' de diazepam.

La actividad de detoxificacion observada es una buena sefial de la viabilidad e integridad de los
hepatocitos en el esferoide, ya que las enzimas del citocromo P450 son unas de las enzimas mas
sensibles, que en condiciones desfavorables se inactivan. Los valores de degradacion especifica
del diazepam depende del tiempo de incubacion, obteniéndose valores desde 0,53 hasta 1,35
pe-celula’-h™. Estos valores estuvieron en el rango de los reportados en bibliografia de0,47 y

2,62 pg-celula’h' (Bader, De Bartolo, & Haverich, 2000).

4.4 CONCLUSIONES

El componente biologico del dispositivo BAL considerado en este trabajo consiste en
esferoides hepaticos porcinos. Para obtenerlos, las células hepaticas (mayormente hepatocitos)
se aislaron a partir de higados ablacionados siguiendo los protocolos utilizados para trasplante,
y luego con un tratamiento combinado de quelacion, hidrolisis enzimatica y disgregacion
mecanica. Los esferoides se formaron a partir de las células obtenidas, a partir de cultivo en
frascos agitados con medio de cultivo nutritivo. La biomasa fue cuantificada por peso humedo,

y los esferoides fueron caracterizados en cuanto a su potencial funcionalidad en el dispositivo.
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Se obtuvieron esferoides funcionales con un consumo de oxigeno de 0,12 pmol-célula’-h™; un
metabolismo del amonio de 14,1 pg-célula’h" y un metabolismo del diazepam en el orden de
0,53 — 1,35 pg-célula’-h'. Durante los diferentes ensayos, se realizé ademas un seguimiento de
las enzimas LDH y ALT liberadas, hallandose valores dentro del rango que se considera normal

en porcinos, lo que ratifica el buen estado fisiologico general de los esferoides obtenidos.
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5 DISENO DE UN BIORREACTOR

5.1 INTRODUCCION

Como se describe en el Capitulo 1, el higado ocupa un lugar central en el metabolismo corporal
manteniendo la homeostasis, y es por ello que restituir o reemplazar las multiples funciones
hepaticas requiere un enfoque multidisciplinario para el desarrollo de un dispositivo hibrido de

componentes biologicos y sintéticos.

En este Capitulo se analiza el disefio y construccion del componente sintético a partir de los

resultados y conclusiones desarrollados en los Capitulos anteriores.

5.1.1 Aspectos criticos del disefio

Como también se menciono en el Capitulo 1, la construccion de un dispositivo de soporte
hepatico que contenga células, tiene algunos aspectos criticos fundamentales a tener en cuenta
(Ellis, Jarman-Smith e7 a/. 2005, Portner, Nagel-Heyer ¢ a/. 2005, Burdick & Mauck 2010, Salehi-
Nik, Amoabediny ez a/ 2013):

e Mantener la funcion y viabilidad celular de una cantidad 6ptima de biomasa para el
tratamiento de los metabolitos: disposicion espacial, nutrientes, temperatura, pH y
evitar fuerzas de corte; y a su vez, proveer los requisitos nutricionales de estas células.

e Asegurar la transferencia de materia: de manera bidireccional, requerido para
proporcionar nutrientes vitales para las cclulas, evitar el contacto con el sistema
inmunologico del paciente y simultaneamente permitir la exportacion de catabolitos
celulares.

e Proveer oxigeno a las células en las concentraciones adecuadas y de manera constante.

e [liscalado a niveles terapéuticos efectivos, sumado a los aspectos logisticos como el
almacenado y transporte, para disponer de dispositivos flexibles e independientes.
Costos significativamente menores a un trasplante y compatibilidad con otros
tratamientos v procedimientos que se realicen en la terapia intensiva.

e Considerar el modo de operacion y la inoculacion del reactor, a fin de reponer biomasa

si fuera necesario para prolongar el tiempo de tratamiento

Los tejidos para que sean funcionales son necesariamente de mayor tamafio que las células y
lograr este aumento de masa y por lo tanto una reduccion de la relacion area/volumen afecta a

uno de los aspectos mas criticos del disefio de un biorreactor: la transferencia de materia. La
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viabilidad del tejido depende de gradientes de moléculas difundiendo hacia adentro y afuera del

mismo, asi como también estimulos mecanicos adecuados.

Es por ello que la transferencia de materia en el biorreactor es critica, y es uno de los principales
desafios en los cultivos de tejidos en escala. Los nutrientes, el oxigeno y las moléculas
regulatorias deben ser transferidas desde el medio de cultivo a la superficie del tejido
(transferencia de materia externa), asi como desde la superficie del tejido al interior de cada

célula (transferencia de materia interna), como se describe en la Figura 61, donde:

a) La transferencia de gas en la burbuja es rapida.

b) La interfaz gas-liquido contribuye con una resistencia a la transferencia despreciable.

c) La pelicula liquida alrededor de las burbujas representa la resistencia principal a la
transferencia de oxigeno.

d) La transferencia en el seno del liquido es rapida si hay un buen mezclado.

¢) La pelicula liquida alrededor del tejido o camulo de células representa una resistencia a
la transferencia de oxigeno que puede ser importante.

f) La resistencia en la interfaz liquido-tejido suele ser despreciable.

g) La resistencia intra-particula (camulo de células o tejido celular) puede ser significativa
porque el oxigeno debe transportarse hasta las células que se encuentren mas lejos de

la superficie: la magnitud de esta resistencia depende del espesor del tejido.

\.\_\ Seno del liquido Tejido celular

Sitio de reaccion
Film liquido
Célula individual

|

|

|

|

|

|

II

I.l del 02
'}

!

\Pe!iculaliquida Interfaz sélido - liquido

Interfaz gas - liquido

Figura 61: Transferencia de oxigeno desde la burbuja gaseosa a la célnla, adaptado de (Doran, 1995)



Analogamente, pero en sentido opuesto, el CO; y los metabolitos producidos por las células
deben transferirse desde el interior de las células donde se genera, a la superficie del tejido y

luego al medio de cultivo.

La velocidad de la transferencia de materia externa depende esencialmente de las condiciones
hidrodinamicas del biorreactor y la velocidad de transferencia interna. A su vez, la velocidad de
transferencia de materia interna depende de la combinacion de la difusion y la conveccion hacia
dentro del tejido y de la matriz donde se sembraron las células (si este fuera el caso),

considerando tamano, forma y porosidad (Doran, 1995).

Dentro de la transferencia de materia, la transferencia de oxigeno es de los procesos mas criticos
debido a la baja solubilidad de oxigeno en el medio (35,8 mg'1" en agua a 35°C con O, puro a
1 atm, 7 mg'l" en agua a 35°C con O, 0,21 atm). Esto se suma a que ademas la profundidad de
penetracion del O: en un tejido 7 vive debido a la difusion se encuentra en el orden de 100 a
200 pum (dado que un hepatocito mide aproximadamente 25 pm de diametro, esto seria el
equivalente a entre 4 y 8 células). Ademas, los tejidos tienen un rango de tension de oxigeno
adecuado por debajo del cual sufren necrosis y por encima de éste, estrés oxidativo. Es por ello
que considerar las distancias de difusion es clave en el disefio de un biorreactor (Schumpe &

Deckwer, 1979).

Para suministrar oxigeno a un cultivo celular, pueden utilizarse uno, o una combinacion de los
siguientes métodos: aeracion superficial, burbujeo directo, burbujeo indirecto y/o aireacién con
membranas (difusion), perfusion del medio (en un cultivo alimentado), incremento en la
presion parcial de oxigeno, incremento en la presion atmosférica (presion total). Los dos
altimos métodos buscan aumentar la solubilidad del oxigeno, mientras que los anteriores

aumentan el area de intercambio gaseoso aire - medio de cultivo.

La concentracion de O; en el medio de cultivo es por lo tanto un balance entre el O; transferido
y el O, consumido, y debido a ello es que puede ser unas 10 veces menor que el calculado a

partir del equilibrio con la fase gaseosa.

En un dispositivo de soporte hepatico que contenga células, el suministro de oxigeno puede
realizarse como parte del mismo dispositivo o como un dispositivo independiente que oxigene

por ejemplo el plasma sanguineo a detoxificar.



5.1.2 Eleccion de la membrana

Para elegir el tipo de membrana de fibra hueca mas adecuado para la construccion de un
biorreactor deben considerarse los siguientes parametros y su influencia sobre el dispositivo

final (Tabla 12).

Tabla 12: Pardmetros de la fibra hueca y su importancia en ef diseiio del biorreactor

Parametro Importancia en el disefio

Material Propiedades de difusion, hidrofilicidad, hemocompatibilidad,
resistencia al ensamblado e irradiacion

Dispersion de Permeabilidad hidraulica y a solutos

tamafno de poro

Porosidad superficial Supertficie util

Espesor de la Transferencia

membrana

Didmetro de la fibra:  Superficie / volumen, caudal de recirculacion

Latgo de la fibra: Gradiente de concentracion, superficie total de membrana

Numero de fibras: Superficie total de membrana, ensamblado dispositivo

Otros aspectos importantes a considerar en la construccion de un modulo de fibra hueca son:

e disponibilidad de los materiales
e métodos de esterilizacion

® Costo

En el Capitulo 2 se describio el desarrollo de nuevas membranas con la incorporacion de
hidrogeles en sus poros. De los hidrogeles sintetizados de acuerdo a la composicion descripta
en la Tabla 5 se descartaron las membranas cuya permeabilidad hidraulica permitiera transporte
convectivo, como asi también las que impidieran totalmente el transporte de proteinas. Luego

se estudio la selectividad de las membranas restantes como se mostro en la Tabla 8.

A partir de los resultados obtenidos se decidi6 trabajar con las membranas de PS con gel de

poliAAm porque mostraron una mayor influencia de la composicion quimica sobre la

permeabilidad.



5.1.3 Diseiio de un biorreactor de fibra hueca

Los biorreactores de fibra hueca permiten un incremento en la densidad celular respecto de
otros biorreactores, facilitando el cultivo de tejidos tridimensionales y asegurando un
microentorno adecuado a la funcionalidad celular debido a la comunicacion célula - célula
necesaria para muchos procesos metabolicos. Esto no es posible con un cultivo de baja
densidad o en monocapa. Otra ventaja no menos importante de los reactores de fibra hueca es
que los modulos de expansion del cultivo (escalado hacia arriba) pueden fabricarse

industrialmente,

El moédulo de fibras huecas puede considerarse como un manojo de fibras contenidas en la

carcasa. Una seccion transversal del mismo se describe en la Figura 62:

Espaciointra
capilar

Espacio extra
capilar

Figura 62: Corte transversal de un niddulo de fibras huecas

Los reactores de fibras huecas utilizan membranas semipermeables. Estas membranas son
selectivamente permeables a solutos segun su tamafo, por lo que su permeabilidad esta sujeta
al tamafio de poro. Las membranas son utilizadas generalmente para separar dos
compartimentos independientes, y gracias a ellas se puede transferir o retener sustancias en un

compartimcnto u otro.

Las membranas semi-permeables se han utilizado en multiples aplicaciones biomédicas, como
por ejemplo rifones artificiales para el tratamiento de falla renal cronica (Klinkmann & Vienken
1995, Clark 2000) o en higados artificiales, como los mencionados en la Introduccion General
y el proposito de diseno de esta tesis (Gerlach 1994, Flendrig e/ al. 1997). Otras aplicaciones

frecuentes de las membranas semi-permeables es en los oxigenadores, utilizados en cirugias
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corazon abierto (Wegner 1997, Mueller, Tevaearai ¢f /. 2000) y como tratamiento de neonatos

con insuficiencia respiratoria.

El biorreactor de fibras huecas inspirado en modulos de hemodialisis fue descripto por Knazek
(Knazek, Gullino ¢/ a/. 1972). Las células pueden ser inoculadas en el lumen de las fibras o en
el espacio extracapilar, segun la aplicacion. El oxigeno es transportado por conveccion (por el
fluido perfundido) y difusion a través de la membrana desde el lumen de las membranas de

aireacion.
5.1.4 Esquema de un reactor de fibras huecas

La 63 muestra un esquema que describe la estructura de un dispositivo de fibras huecas, que
consiste en un modulo con fibras huecas fijadas en los extremos de la carcasa. Los espacios
intracapilares de las fibras estan conectados entre si en los extremos del dispositivo, formando
un unico espacio intracapilar. El espacio intracapilar y el espacio extracapilar estan separados

por la membrana semipermeable.

Espacio
intracapilar

BN

Espacio extra
capilar

Figiira 63: Esquema de un reactor de fibras buecas, las membranas de fibra hueca estdn representadas en amarillo.
Las extremos representados en azul conectan los limenes de las mismas.

La membrana semipermeable permite la difusion de algunas moléculas a través de la misma,
Dada la situacion donde dos fluidos con diferente concentracion de una sustancia cuyo PM es

menor al MWCO, circulan uno por el espacio intracapilar y el otro por el extracapilar, la
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sustancia mencionada difunde a través de la membrana desde el compartimento donde esta en

mas concentracion hacia el otro compartimento.

Desde el punto de vista funcional, el sistema consta de al menos dos compartimentos

distintivos, que son:

e FHl circuito intracapilar de recirculacion del fluido a tratar (como ser plasma del
paciente). El fluido intracapilar se recircula por lo que el gradiente de concentracion
axial de metabolitos es despreciable.

e Ll espacio entre las fibras que aloja al componente biologico. L.os metabolitos a
detoxificar de tamano menor al MWCO de la membrana difunden al espacio
extracapilar.

e Puede agregarse un tercer compartimento si se destinan algunas fibras para el
intercambio de gases. Los gases difunden desde y hacia el espacio intracapilar de las

fibras de aireacion y el espacio extracapilar.

Completan el sistema:

e Bomba peristaltica: moviliza el fluido intracapilar.

¢ Intercambiador de calor: mantiene a la temperatura 6ptima del fluido intracapilar.

e Intercambiador de gases: difusion de gases desde las fibras de aireacion al medio donde
se encuentra ¢l componente biologico por difusion.

e La unidad de control es una unidad que censa, controla y actia sobre diferentes
variables del modulo de fibras huecas. Estas variables pueden ser la temperatura, pCO»,

pO:, pH o metabolitos.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Prototipos construidos

Los dispositivos construidos se ensamblaron de manera tal que posibiliten la polimerizacion del
hidrogel i situ. Durante el ensamblado se enhebraron las fibras con tanzas de Nylon® (como
se describio en Capitulo 2) y se construyeron colocando tapas provisorias, en algunas ocasiones
las mismas que se utilizarian en la operacion, y en otras unas tapas que luego se descartaron. Al
igual que en el caso de la polimerizacion de las fibras solas, se rellend el volumen extra-
membrana con vaselina liquida. T.uego de la irradiacion, se dreno la vaselina, se quitaron

cuidadosamente las tapas de los extremos y se quitaron las tanzas de Nylon"”. Se enjuagé todo
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el cartucho con agua destilada varias veces hasta quitar en excedente de vaselina. Se verifico la
integridad de las fibras una a una, descartando aquellas que mostraban permeabilidad hidraulica

mediante la obstruccion fisica.

Se ensayaron 4 modelos diferentes de dispositivo, explorando materiales disponibles en el
laboratorio, modos de construccion y tipos de fibras. A continuacion, se describen los

dispositivos.

5.2.1.1 Dispositivo 1

El primer dispositivo construido fue elaborado a partir de un tubo de PS, conteniendo 68
membranas de fibra hueca de microfiltracion de PS (Needham, EEUU) de 8 cm de largo. El
tubo y los extremos utilizados se obtuvieron de un cartucho de microfiltracion (Needham,
EEUU) y fueron torneados y re adaptados para el dispositivo. Se utilizaron ademas conectores
luer-lock, manguera de silicona, y una membrana porosa de Nylon®. También se utilizé una
membrana de aireacion de polipropileno sinterizado (Porex™) de diametro de poro promedio

de 100 pm.

Las membranas se unieron entre si con resina epoxidica (Poxipol® transparente) previamente
pasandolas a través de los orificios de una malla plastica para que se mantengan separadas y
equidistantes, Para unir y sellar los componentes del cartucho se utilizo pegamento termofusible

a base de copolimero del acetato del etileno-vinilo (Suprabond™).

El hidrogel utilizado fue poliAAm 0,5 M y 1 % de entrecruzamiento, obtenido segun el

protocolo de polimerizacion descripto en el Capitulo 2.

5.2.1.2 Dispositivo 2

En este dispositivo se utilizaron 18 membranas de plasmaféresis fabricadas en polietileno
(Plasmaflow™, Japon), en configuracion fibra hueca de 7,5 cm de largo, 340 um de diametro
interno, 440 um de diametro externo, 50 um de espesor y un tamafio de poro promedio de 0,3
um. Se utilizé filamento de Nylon® de 0,2 mm (Nitanyl®) en la polimerizacion. La carcaza se

fabrico con un cilindro de PS de 2 cm de diametro.

Las membranas se unieron entre si con resina epoxidica (P(}xipol'l" transparente). Para unir y
sellar los componentes del cartucho se utilizo pegamento termofusible a base de copolimero

del acetato del etileno-vinilo (Suprabond™).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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5.2.1.3 Dispositivo 3

Este médulo fue disefiado ## silico utilizando el software Rhinoceros”. Las piezas disefiadas
fueron torneadas en polioximetileno (Delrin®, de DuPont™) en un taller de torneria de precision
(Torneria Mecanica Svarychevski, Bernal). El moédulo contiene 12 fibras huecas de

microfiltracion idénticas a las utilizadas en el Dispositivo 1.

Se diseno una pieza separadora y las fibras se unieron al mismo con adhesivo a base de

cianoacrilato (La Gotita Gel® de Poxipol®).

La determinacion de las permeabilidades se realizo utilizando el dispositivo y dos bombas
peristalticas para la recirculacion de las soluciones intra y extra capilar. Por el espacio
extracapilar se recirculd buffer fosfato salino (PBS) 30 mM pH 7.4, con 0,01 % de Azida de
sodio utilizada como bactericida. Por el espacio intracapilar se recirculo una solucion idéntica a
la anterior, mas el agregado de glucosa 1 g'1", HSA 40 g'1' e IgG 12 g'1". Todo el sistema se
termostatizo a 37 °C. El flujo convectivo fue despreciable en las condiciones experimentales
utilizadas (determinado por el mantenimiento constante de los volimenes de los reservorios
durante el experimento). La determinacion de la glucosa se realizo fuera de linea mediante el
método enzimatico de la glucosa oxidasa (Wiener SRL) (Trinder 1969). La cuantificacion de
proteinas se realizo por EC. Las columnas capilares de silica fundida (diametro interno: 75 mm
x 35 cm largo, 27 cm el detector) son de Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA. El equipo
de EC es de Waters, Miliford, MA, USA. Se utilizd como electrolito una solucion de buffer
borato 30 mM (pH 8,3) conteniendo LiCl 15 mM, a 25 °C, con deteccion UV en 200 nm.

5.2.1.4 Dispositivo 4

El cuarto dispositivo fue disefiado /n silico con el software Rhinoceros®. Las piezas disefadas
fueron torneadas en polioximetileno (Delrin®, de DuPont”™) en un taller de torneria de precision
(Torneria Mecanica Svarychevski, Bernal). Este disefio es mas complejo que el anterior,
agregandose mayor cantidad de fibras de microfiltracion (50 fibras de 10 cm de largo) con la

posibilidad de utilizar algunas para oxigenacion.

El dispositivo descripto tiene un volumen total de 59,4 ¢cm’ y un volumen interiot (volumen
total — volumen ocupado por las fibras) de 50,6 cm’, espacio donde se inocularon los esferoides.
No se utilizaron las fibras de aireacion, en su lugar se aireo con aire estéril la solucion intracapilar

y previamente la solucion con extracapilar, donde después se colocaron los esferoides hepaticos.

En este dispositivo, luego de verificar la integridad de las membranas comprobando que no

haya permeabilidad hidraulica, se realizd el ensayo de detoxificacion de amonio con el
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dispositivo. Para ello, se introdujeron en el espacio extracapilar 7 g de esferoides hepaticos

(equivalentes a 4x10° células) obtenidos segun el protocolo descripto en el Capitulo 3.

Por el espacio extracapilar se recirculo buffer Hanks pH 7,2 con el agregado de HEPES 25 ml-]
', NaHCO; 0,35 g1, glucosa 0,9 g'I" y por el espacio intracapilar se recirculé una solucién
idéntica con el agregado de NH.Cl, para lograr una concentracion final aproximada de 1 mM.
Todo el sistema se termostatizo a 37 °C. La determinacion del ion amonio fue realizada por el
método enzimatico basado en la condensacion de amonio y a-cetoglutarato para producir
glutamato (Synchron X, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Este ensayo se extendio

por 2 h.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se estudia la generacion de prototipos de BAL del tipo reactor de fibra hueca

para ser utilizados en la caracterizacion funcional del sistema.

Los requerimientos minimos que se deben cumplir deben consideran los requerimientos del
componente biologico: mantener la viabilidad y funcion celular asegurando el transporte de
nutrientes y oxigeno, proteger los esferoides hepaticos de las fuerzas de corte y del sistema
inmunologico del receptor. Facilitar la inoculacion y el recambio de biomasa. Como también
los requerimientos para cumplir con la funcion de detoxificacion: asegurar un transporte de los

metabolitos a detoxificar, junto a la posibilidad de escalado a niveles terapéuticos efectivos.

Para el desarrollo de un reactor de fibra hueca que reuna las caracteristicas mencionadas se

deben considerar los siguientes requisitos minimos, que seran retomados en el analisis final:

a) Determinacion del rango de detoxificacion.

b) Calculo de biomasa requerida.

c) Calculo de la superficie de membrana.

d) Dimensionamiento del cartucho de detoxificacion.

¢) Definicion de los parametros de operacion.

Dado que este escalado presenta desafios en cuanto a su ensamblado y operacion, se ensayaron
los dispositivos mencionados para evaluar, en escala pequefa, los materiales y adhesivos
utilizados, pasos en el ensamblado y la escalabilidad del transporte de matetia necesario para

preservar la viabilidad celular.
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5.3.1 Prototipos desarrollados

5.3.1.1 Dispositivo 1

Se construyo el primer dispositivo (Figura 64) de 3 compartimentos, indicados en la Figura 63.

El mismo tiene las siguientes caracteristicas:

e Tispacio intracapilar: 68 fibras de 8 cm de longitud con acceso desde los extremos del
dispositivo.

e Membrana de aireacion de polipropileno (cilindro de 5 mm de diametro interno y 10
mm de diametro externo. Porosidad 45 % y diametro de poro de 100 pm).

e Tispacio extra capilar con acceso lateral.

Este dispositivo se irradié para la sintesis del hidrogel (poliAAm 0,5 M, 1 % entrecruzamiento)
sin las tapas y tras verificar la integridad del hidrogel en las membranas se colocaron las tapas

en los extremos.

En el ensamblado se observo que el hidrogel polimerizo adecuadamente en las membranas, por
lo que la dosis de radiacion gamma fue suficiente, pero el hidrogel no se genero en los extremos
de las fibras, por lo que para los siguientes dispositivos se utilizo un agitador rotatorio. Por otra
patte, la resina epoxidica (Poxipol® transparente) por el efecto de la radiacién gamma se torna
amarillenta y mas rigida. El pegamento termofusible utilizado como sellante (copolimero del
acetato del etileno-vinilo), se vio afectada su propiedad de refundirse con temperatura por

efecto de la radiacion gamma.

membrana de aireacion

Acceso espacio Acceso a membrana
extracapilar de aireacion

Figura 64: Dispositive 1

161



Este dispositivo fue descartado a nivel de construccion porque no se logrd un sellado perfecto,
pero se decidio mejorar el disenio debido a que la membrana colocada con el proposito de

oxigenar generaba burbujas, lo que podtia ocasionar un dafio a los esferoides por efecto cizalla.

5.3.1.2 Dispositivo 2

El Dispositivo 2 fue construido sobre un tubo de PS de 2 ecm de diametro conteniendo 18
membranas de ultrafiltracion (tamano de poro promedio de 50 nm) con un diametro interno
de la fibra hueca de 0,5 mm, diametro externo de 1 mm y 7,5 cm de largo. Se utilizo filamento
de Nylon” de 0,2 mm para bloquear temporalmente el lumen de las fibras evitando la formacion
de hidrogel. Este ensayo se realizo para evaluar la posibilidad de cambiar de membranas que
implicara una mayor relacion superficie/ volumen. El dispositivo construido se observa en la

Figura 65.

Fignra 65: Dispositive 2

De un analisis macroscopico se observo que el hidrogel polimerizo, v se encontré presente a lo
largo de todas las membranas, no obstante, se observo una alta permeabilidad, posiblemente
por rotura de la membrana (debido a la presion transmembrana utilizada durante en
experimento) vy por union deficiente con la carcasa externa. Es por ello que, al realizar los
primeros ensayos, se encontraron diversos inconvenientes que imposibilitaron mediciones

cuantitativas.
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Por otra parte, el ensamblado de este modelo tuvo inconvenientes, ya que al utilizar el adhesivo
termofusible se fundian tanto la membrana de PS como la tanza de Nylon" enhebrada. Se

observo también el cambio de textura del Poxipol® luego de la irradiacion.

5.3.1.3 Dispositivo 3

En base a los inconvenientes encontrados en los dispositivos anteriores, se decidio realizar un
disenio de novo del dispositivo como primer prototipo con una pequefia cantidad de fibras y una
relacion largo / didmetro de 100 veces, que minimiza la resistencia de la fase fluida en

condiciones de flujo laminar (ver Capitulo 2).

Este médulo se diseiié utilizando software de diseio 3D (Rhinoceros™ y Fusion 360%) que
contenga 12 fibras huecas de PS. En la Figura 64 se observa el diseno renderizado: la pieza
representada en color amarillo semitransparente es un tubo de PS, las varillas amarillas son
varillas roscadas para permitir la sujecion de los extremos, las piezas azules son terminaciones
que sujetan las mangueras conectadas al dispositivo, y las piezas blancas son las piezas de los

extremos que fueron torneadas en Delrin® (Figura 66).

Figura 66: Modelo renderizado del Dispositive 3, realizado con Rbinoceros®, sin incluir las fibras huecas

En la Figura 67 se observa el corte transversal de las piezas torneadas en Delrin®™: A) pieza
interna del acople de la manguera, B) extremo del dispositivo, donde convergen los espacios
intracapilares, C) separador de fibras, que facilita el ensamblado y mejora la circulacion de

liquido en el espacio extracapilar.
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Fignra 67: Detalle de piezas torneadas en Delrin®: A) pieza inferna de acople de la manguera, B) extremo del
dispositive, C) separador de fibras.
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Figera 68: Vista inferior de las piezas torneadas: B) extremo del dispositive, C) separador de fibras.
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Fignra 69: a) Detalle acople: pieza meetdlica b) Detalle acople: pieza Delrin®

=
Figura 70: Detalle del extremo del dispositive 3

El dispositivo ensamblado se aprecia en la Figura 71:

Figura 71: Dispositivo 3
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El Dispositivo 3 preparado resultd ser hermético, v de ensamblado sencillo. Con este
Dispositivo 3 se realizaron 5 experimentos reemplazando las fibras cada vez con las respectivas
radiaciones para obtener el hidrogel confinado (ver Tabla 13). El dispositivo fue utilizado para
la determinacion de la permeabilidad de las membranas. Se obtuvieron en promedio valores de
permeabilidad similares a los determinados para una fibra individual: 1,10 x10° cm’s” para la

glucosa, 6,72 x107 em’s" para HSA y 5,02 x107 em’s ™ para IgG.

Las piezas torneadas del Dispositivo 3 no fueton afectadas por la radiacion en cuando a su
funcion. Solamente se observo un cambio en la tonalidad del material con las sucesivas

radiaciones.

Tabla 13: Experimentos de determinaciin de la permeabilidad realizados con el Dispositivo 3

Permeabilidad (cm’s™)

Observaciones
Glucosa HSA IgG
1 1,31x10° 6,81x107 5,08x107 11 fibras efectivas, 1 fibra anulada
2 8,50x107 6,55x107 470x107 12 fibras efectivas
3 1,30x10° 6,81x107 5,34x107 9 fibras efectivas, 3 fibras anuladas
4 1,28x10*° 6,78x107 5,14x107 10 fibras efectivas, 2 fibras anuladas
5 7,80x107 6,64x107 4.85x107 12 fibras efectivas

Estas mediciones fueron consistentes con las determinadas para las fibras simples, confirmando

los resultados obtenidos previamente y avalando el escalado a un maodulo.

El dispositivo en general tuvo un desempenio satisfactorio, por lo que el siguiente paso fue

desarrollar un dispositivo mas complejo, que incluyera membranas de oxigenacion.

5.3.1.4 Dispositivo 4

En el Dispositivo 3 se resolvieron temas como la correcta polimerizacion del hidrogel en las
membranas dentro del dispositivo y el ensamblado del resto de las piezas, especialmente
conectores que garanticen la hermeticidad del médulo. En este dispositivo el objetivo principal
fue incorporar membranas destinadas a la transferencia de oxigeno y demostrar la funcionalidad

incluyendo el componente biologico.
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Para ello, en el diseno de este dispositivo se consideraron tres compartimentos: uno para el
componente biologico (esferoides hepaticos porcinos), otro para la solucion a tratar (solucion

que contiene amonio) y el Gltimo exclusivo para la transferencia de oxigeno.

Separador de
fibras

Fluido a
detoxificar

Inoculacién de  Intercambio
células aseoso

Figura 72: Detalle del disesio Dispositivo 4 con acceso a tres compartimentos: espacio para el componente celular, interior
de mentbranas de intercambio de gases e interior de membranas para la recircnlacion de la solucion a detoxificar.

Se agregaron respecto del disefio antetior (Dispositivo 3) dos piezas: pieza para aireacion y pieza

para acceso al espacio extracapilar.

Fignra 73: Imagen renderizada del Dispositivo 4.
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En la Figura 74 se aprecia la construccion del dispositivo: a) muestra el enhebrado de las fibras
de microfiltracién con tanza de Nylon® de 0,7 mm de didmetro, para evitar que polimerice la
poliAAm en el lumen de la fibra; b) ensamblado del dispositivo, utilizando una pieza que
permite la separacion de las fibras, asegurando una correcta distribucion espacial; ¢) dispositivo
listo para irradiar (no se coloco la pieza que se utiliza para oxigenacion). El dispositivo contuvo

un total de 50 fibras huecas.

Este dispositivo se ensamblo varias veces, ya que en la construccion se observaron algunos
inconvenientes, como la alteracion de las propiedades de los pegamentos y problemas con la
polimerizacion del hidrogel en las membranas con el cartucho ensamblado: en algunas
ocasiones el hidrogel no se formaba cerca de las uniones, posiblemente porque las fibras no se
embebian adecuadamente. En algunas ocasiones las tapas no se pegaron bien ocasionando la
pérdida de monomeros, o se pegaron demasiado y no era posible quitarlas para extraer las tanzas
de Nylon® y permitir el enjuague y posterior uso. Cada dificultad fue evaluada y corregida hasta

lograr un dispositivo funcional.

Separador de Acceso a espacio
membranas extracapilar

Figura 74: Construccidn dispositive: (a) fibra bueca con tanza enbebrada, (b) ensamble de fibras y (¢) dispositivo
preparado para la irradiacion ()
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5.3.2 Evaluacion del prototipo que contiene el componente biologico

Se realiz6 una prueba de concepto, considerando el ensayo de detoxificacion como se explico
en la seccion 4.4., utilizando el dispositivo 4 que fue ensamblado correctamente y generado i

sztu las membranas con hidrogel.

El Dispositivo 4 fue inoculado en el espacio extracapilar (50,6 cm?) con 7 g de esferoides
hepaticos (biomasa equivalentes a 4 x10° células) y perfundido durante 2 h con 1 | de buffer
Hanks pH 7,2 y aditivos, entre los cuales esta la glucosa y NH." en una concentracion final 1

mM.,

Se determin6 una reduccion del amonio de 2 x10° g'ml” a 1,8 x10” g'ml” durante el tiempo de
perfusion analizado, que cotresponde a una masa total de 2 x107 g de amonio. Esto
corresponde a una velocidad de detoxificacion promedio de 3,02 pg-celula’ h™. Si bien pudo
determinarse una metabolizacion del amonio, este valor fue mucho menor que la velocidad
obtenida (14,127 pg-celula’h™) determinada en el Capitulo 4 para los esferoides aislados. Sin
embargo, debe destacarse que, de acuerdo a los calculos, la limitacion en este caso estuvo
determinada por el dispositivo que limitd la transferencia de materia. Considerando que el
amonio difunde de manera similar a la glucosa y, el area de intercambio disponible es de 157
cm’, la transferencia de soluto méaxima esperable en las 2 h de tratamiento esta en el orden de

los 2 x107 g encontrados experimentalmente.

Los resultados obtenidos no son estadisticamente significativos ya que el experimento pudo
realizarse una Unica vez, pero significo una prueba de concepto necesaria para plantear un

escalado.

5.4 CONCLUSIONES

En este capitulo se mostraron los disefios de reactores de fibras huecas realizados para aplicar
las fibras desarrolladas en el Capitulo 2, que implicaron diversos desafios tanto en el disefio
como en su construccion. En el ultimo disefio se incorpord el componente biologico,

desarrollado en el Capitulo 3.

Se pudo demostrar que es posible el ensamblado de un dispositivo del tipo reactor de
membranas que optimicen el transporte de determinados solutos de interés (en este caso solutos
de bajo PM como la glucosa o el amonio y otras que podrian causar encefalopatias en pacientes
con falla hepatica), y que incluso favorezcan el transporte de la albumina, pero limite la

transferencia de moléculas del sistema inmunolégico, como la IgG.
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En el Dispositivo 1, se exploraron los materiales y su comportamiento frente a la radiacion
gamma. Los adhesivos utilizados y la manera de ensamblar fueron factores criticos para asegurar
que el hidrogel penetre adecuadamente en los poros de las membranas de fibra hueca. La
membrana de aireacion, por su patte, genero burbujas que podrian ser muy dafinas para el
componente biologico. Este diseno fue descartado por presentar inconvenientes en estos

QSPQCTOS.

En el Dispositivo 2, se explor6 la posibilidad de utilizar otras membranas (UF en lugar de MF)
por su gran disponibilidad en el mercado. El dispositivo fue descartado por problemas de
ensamblado y porque si bien estas membranas presentan una mejor relacion area/volumen, el
tamafio y dispersion de tamano de poro, asi como la porosidad total no representd una ventaja

respecto de las membranas de MF.

En el Dispositivo 3, se consideraron los aspectos relevados del Dispositivo 1, y se disend el
dispositivo utilizando software de disefio en 3 dimensiones (Rhinoceros®). Las piezas de los
extremos y conectores fueron torneadas en Delrin®. Este dispositivo representé una mejora
sustancial, ya que permitio un correcto ensamblado, sintesis del hidrogel, y ademas verificar las
propiedades de las membranas embebidas con hidrogel en cuanto a la permeabilidad” para

diferentes solutos, obteniéndose valores similares de los hallados para las membranas aisladas.

En el Dispositivo 4, continuando el desarrollo del dispositivo antetior, se considerd un
compartimento adicional, dado que se incluyeron membranas especiales para aireacion, con la
entrada y salida de aire correspondientes. En este dispositivo pudo demostrarse la funcion de
detoxificacion de amonio, mediante la inclusion de esferoides hepaticos en el espacio

extracapilar del mismo.
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6 DISCUSION

Con el proposito de disefiar un dispositivo de soporte hepatico extracorporeo, en este trabajo,
se desarrollaron membranas difusivas en base a membranas embebidas en un hidrogel. Las

mismas se caracterizaron desde el punto de vista quimico y funcional.

A partir de los desarrollos experimentales realizados se obtuvieron una serie de parametros de
los componentes individuales que permiten hacer estimaciones para el escalado de un

dispositivo BAL en base a esferoides hepaticos.

Para realizar una primera aproximacion a un futuro BAL es base a esta tecnologia se realizaron

las siguientes consideraciones.

6.1 CONSIDERACIONES

Se considerd dimensionar un sistema BAIL basado en las membranas de MF embebidas con
poliAAm 0,5 % 1 % entrecruzamiento para tratar un adulto que sufre una falla hepatica

fulminante.

Se consideré como primer objetivo la disminucién de la amonemia. Un valor normal de
amonemia es menor a 50 uM (9,0 x 107 g.ml") y una hiperamonemia presenta valores mayores
a 80 uM e hiperamonemia severa valores por encima de 1000 uM (1,8 x 107 g.ml™) (Hibetle ez

al., 2012). Para este anlisis se consideré un valor de 2 x 107 g'ml” (Hiperamonia severa).

6.1.1 Cantidad de células y sus requerimientos

La cantidad minima de células requeridas no se conoce, pero basandose en resecciones
quirurgicas seguras(Nagasue, Yukaya, Ogawa, Kohno, & Nakamura, 1987), un valor aceptable
seria entre 150-450 g de células (en el orden de 10" hepatocitos), que suministra la actividad de
un 10 a 30 % de la masa de un higado normal (Morsiani ef 4/, 2001; Strain & Neuberger, 2002;
van de Kerkhove, Hoekstra, Chamuleau, & van Gulik, 2004). Asumiendo que ¢l paciente tiene
una actividad hepatica residual, el dispositivo de soporte hepatico podria contener un 15 % de
masa hepatica. Sin embargo, las células aisladas en el biorreactor no siempre estan en
condiciones optimas de viabilidad y funcionalidad, por lo que otros autores han utilizado entre
20 y 30 %. En experimentos con animales, se ha logrado recuperacion espontanea con menores
cantidades de células, posiblemente por la eliminacion de sustancias inhibidoras de la

regeneracion, como el TGF-f (Arkadopoulos, Lilja, Suh, Demetriou, & Rozga, 1998).
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Los dispositivos que se han desarrollado en los ultimos afos contienen una cantidad de células
de entre 0,5 x 10" y 1 x 10", como se describi6 en el Capitulo 1. Este pardmetro es importante
evaluarlo desde la funcionalidad, ya que las funciones hepaticas pueden tener mayor eficiencia
con un disefio adecuado del dispositivo y del componente biolégico a utilizar, como por
ejemplo el co-cultivo de hepatocitos con células no parenquimales en una configuracion

tridimensional.

Como se describi6 previamente, el sistema elegido en este trabajo son los esferoides, ya que las
cclulas hepaticas tienden a perder la actividad fisiologica rapidamente en cultivos en suspension
o en monocapa (Lorenti, 2005). El sistema de esferoides contiene una cantidad de células que
es compatible con la difusion del oxigeno en los tejidos y por lo tanto reemplaza la falta de
vasos sanguineos. El tamano reducido de los esferoides evita que ocurra necrosis (perdiendo
efectividad v generando compuestos toxicos) en su interior siempre y cuando la presion parcial
de oxigeno se encuentra por encima de un nivel critico (Sumaru & Kanamori, 2004). Esta
concentracion critica de oxigeno disuelto (la concentracion de oxigeno disuelto minima
necesaria para evitar la hipoxia) depende del tipo celular, la temperatura y el tipo de sustrato.
Sin embargo, a los efectos pricticos 0,5 % de saturacion de aire, 0 35 mg'1" es lo utilizado por

otros autores.

6.1.2 Tratamiento

Se considera un tratamiento tipico de por lo menos 2 h. Considerando un caudal de perfusion

en 150 mLmin", y un volumen sanguineo a tratar de 5,6 | (correspondiente a una persona de 70

ke).

6.2 CALCULO DEL ESCALADO

Para realizar el calculo de lo que seria el dispositivo BAL a la escala adecuada para tratar un
paciente con falla hepatica, los parametros de disefio y operacion se consideraron siguiendo el

siguiente esquema (Figura 75):
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Fisura 75: Pardmetros considerados para el diseiio del dispositive en escala funcional

os cilculos se realizaron utilizando una planilla de Microsoft® Excel® considerando como las
L leul | tilizand planilla de M ft* Excel® d d 1

variables principales: tiempo de tratamiento, cantidad de células y superficie total de membrana.

Los valores que se utilizaron se detallan en la Tabla 14 para el componente sintético, en la Tabla

15 para el componente biologico, y en la

Tabla 16 para las condiciones de operacion.

Tabia 14: Pardmetros considerados para la simulacion (componente sintético)

Diametro externo fibra (mm)

Diametro interno fibra (mm)

Espesor membrana (mm)

Porosidad membrana (7o)

Permeabilidad a solutos pequefios (cm®'s™)

Permeabilidad a HSA (cm®s™)

1,5
1

0,25

70

2,67 x10°
1,20 x107
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Permeabilidad a IgG (cm®s™) 6,00 x10™*
Numero de fibras para recirculacion de plasma 400
Numero de fibras aireacion 100
Area total transferencia para el plasma (cm?) 2.500
Area total transferencia O» (cm?) 630
Volumen disponible para componente biologico (em?) 425
k. (h'-em™) TR
a (area transferencia de O;/volumen componente biologico) (cm) 1,48
kia (h™) 107
OTR™ (ml O L8 0,68
Tabla 15: Pardmetros considerados para los cdlentos (componente bioldgico)
Numero de células 4x10°
Masa de células (g) 08
Volumen necesario (ml) 400
Concentracion celular (células ml™) 1x10’
Velocidad especifica de consumo de oxigeno (amol-cel'*s™) 33
Velocidad especifica de consumo de NH; (pg-cel'-h™) 14,12
Velocidad de consumo de oxigeno, (ml O.+L'+s™) 7 x10°
Tabla 16: Pardmetros considerados para los cilentos (operacidn del mdduio)
Duracion del tratamiento (h) 2
Volumen total a tratar (ml) 56007
Concentracion de NH;5'"® (g-ml™) 2x10-5
NH; transferido (g) 3,87x10-2
NH; detoxificado (g) 1,13x10-1
NH; transferido y detoxificado (%) 34.5
HSA transferida (%) 1,6

4OTR= Velocidad de transferencia de oxigeno (del inglés Oxygen Transfer Rate).
15 Se considera la volemia de un individuo adulto de 70 kg.

16 En falla hepatica.

176



IeG transferida (%) 0,8

Existen varias posibilidades para combinar estos valores, sin embargo, el disefio que se
consider6 mas adecuado es el calculado a partir de las tablas anteriores, considerando un
dispositivo de 20 cm de largo (largo efectivo de fibras) por 6 cm de diametro conteniendo 400
fibras para recirculacion de plasma y 100 fibras para aireacion. El modulo deberfa contener
4x107 células con lo cual podria detoxificar el 34 % en un periodo de 2 h (se considerdé como
factor limitante a la transferencia, por la variabilidad que puede presentar el metabolismo
celular). Las fibras de aireacion estan sobrestimadas, para asegurar una transferencia optima al

interior de los esferoides.

Una alternativa respecto de la aireacion es disminuir la cantidad de fibras de aireacion y
aumentar la presion parcial de oxigeno, aunque este cambio podria aumentar la toxicidad del
mismo. Otra posibilidad es la incorporacion de un oxigenador conectado a la circulacion que

ingresa al dispositivo.

Las dimensiones calculadas se encuentran dentro de las posibilidades técnicas para realizar un
ensamblado de este dispositivo BAL. La fabricacion de un dispositivo BAL con 500 fibras
huecas realizando el procedimiento descripto en el Capitulo 2 resultaria demasiado complejo
para su fabricacion y escalado. En su lugar se propone la liofilizacion de las membranas de MF
embebidas con hidrogel y el ensamblado de las mismas de manera similar a la fabricacion de

los modulos de fibra hueca para hemodialisis.
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7 CONCLUSIONES

Este trabajo de tesis de doctorado se enfoco en la problematica de los sistemas BAL en base a

la combinacion de la tecnologia de los modulos de fibra hueca y los esferoides hepaticos.

En el Capitulo 1 se realizé una introduccion general a la problematica de la falla hepatica, la
baja disponibilidad de 6rganos para trasplante (Gnico tratamiento efectivo para la falla hepatica)
y los métodos alternativos de tratamiento utilizando sistemas extracorporeos. Después de dos
décadas de estudio, los sistemas basados en reactores de fibra hueca han sido los mds estudiados
en todo el mundo, y los que han llegado a obtener resultados alentadores en estudios en fase
clinica.

El sistema de intercambio de materia entre la sangre y el dispositivo es uno de los puntos criticos
de estos sistemas BAL. Es por ello que en el Capitulo 2 se estudio la generacion de una nueva
membrana de intercambio de solutos en base a un hidrogel inmovilizado en el interior de una

membrana de MF.

El hidrogel fue optimizado de manera de maximizar la transferencia de solutos de bajo PM,
tomandose como modelo a la glucosa, y la albumina. Esta dltima es también de gran
importancia porque es considerada el “carrier” molecular por excelencia del cuerpo humano.
Su gran tamano respecto de los metabolitos y similitud a las inmunoglobulinas constituyo el
gran reto a sortear. En este trabajo se logrd optimizar una composicion definida de hidrogel de
poliAAm 0,5 % con un 1 % de entrecruzamiento que tiene como caracteristica una selectividad

de 2,2 veces a la difusion de albumina respecto a las IgG.

En el Capitulo 3 se prepararon y analizaron esferoides hepaticos porcinos como potencial
componente biologico del BAL. El analisis desde el punto de vista funcional permitio
cuantificar los requerimientos de oxigeno v su capacidad de detoxificacion, parametros clave

para el escalado de un prototipo funcional.

En el Capitulo 4 se desarrollaron dispositivos a escala reducida para explorar y resolver posibles
inconvenientes de ensamblado y comprobar la factibilidad de su construccion. Finalmente se
obtuvo un dispositivo que reunio los requisitos minimos planteados: control de transferencia
de solutos, transferencia de oxigeno, y mantenimiento de la viabilidad de los esferoides

hepaticos.
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Finalmente, en la Discusion se analizo y calculd las dimensiones de un dispositivo BAL en base
a las membranas desarrolladas y su capacidad de detoxificacion maxima esperada de acuerdo a

los datos experimentales obtenidos en este trabajo.

Por uldmo, este trabajo espera contribuir con la aplicacion de diversas técnicas y
determinaciones experimentales que permitan caracterizar los diferentes componentes de un
sistema hibrido y avanzar en el desarrollo racional de dispositivos extracorporeos BAL del tipo

de reactor de fibra hueca.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO 1: METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE

DIAZEPAM Y SUS METABOLITOS

Se han utilizado diversos métodos para la determinacion del diazepam y sus metabolitos, ya sea
cromatografia liquida de alta performance con detector de UV (HPLC-UV), cromatografia
gascosa con captura v deteccion de electrones (GC-ECD), y cromatografia en capa delgada
(TLC). Usualmente involucran varios pasos de extraccion, y en el caso de GC la técnica requiere
una alta temperatura de trabajo que no es apropiada para el analisis de metabolitos termolabiles
como el oxazepam y temazepam. Debido a esto, se selecciono el HPLC como técnica analitica

para la deteccion simultanea de diazepam y sus metabolitos.

El objetivo fue separar los analitos de interés entre si y poder cuantificarlos. Para desarrollar el

método se consideraron tanto las caracteristicas de la muestra como el objetivo de separacion:

e Numero de compuestos

e Estructura quimica de los compuestos (grupos funcionales)
® Pesos moleculares

e Constantes de equilibrio acido/base (pKa)

e Hspectros UV-Visible y MS

e Rango de concentraciones de los analitos

e Solubilidad de la muestra

Se eligio la deteccion UV-vis de matriz de diodos (o arreglo de diodos).

De esta manera, cuando una sustancia dada eluye a través del detector, la informacion que se
adquiere a partir de cada diodo se utiliza para construir un espectro de absorcion que puede
compararse con espectros estandar con el fin de identificar los componentes de la muestra.
Alternativamente, mediante la seleccion apropiada del diodo, la longitud de onda de la luz en la
que hay una maxima absorcion puede detectarse selectivamente el compuesto deseado a la

maxima sensibilidad para dicha sustancia.

8.1.1 Anadlisis cualitativo / cuantitativo

La primera caracteristica en cuanto al analisis cuantitativo es la resolucion. Si la mezcla tiene

menos de cinco componentes se puede obtener una resolucion de linea base (esto es Ri>1.5).
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Este tipo de resolucion ayuda al ajuste de los resultados. Si la muestra tiene mas de diez

componentes, en cambio, las exigencias de la resolucion seran mas flexibles (1.0 <R.<1.5).

Cuando el analisis es cualitativo, esto es, cuando el objetivo es mas identificar componentes que
cuantificarlos, entonces la resolucion no requiere ser R;>1.5 y puede ser suficiente el hecho de

distinguir los picos y compararlos contra estandares.

En cuanto al tiempo de corrida, se intentara minimizar siempre y cuando ello no afecte la

resolucidn.

Ademas de las caracteristicas anteriores existen otras que no son tan importantes como la
presion, altura de los picos y la utilizacion de disolvente. La presion no debe de llegar a valores
superiores a 170 bar (2500 psi) en el caso de columnas nuevas puesto que disminuye el tiempo

de uso de la misma.

8.1.2 Fundamentos de la separacion
Entre las caracteristicas de la separacion la resolucion es la de mayor importancia. La resolucion

esta definida por la siguiente ecuacion:

N({ K
R.= % m (s—1) Ecnacion 69

Donde K’ es el factor de capacidad, N ¢l nimero de platos teoricos de la columna y o ¢l factor
de separacion. Esta ecuacion reune las variables de la separacion de analitos en 3 aspectos:

retencion (k’), eficiencia de la columna (N) y selectividad (s).

Para evaluar las condiciones, se debe considerar que los valores de k’ y s seran funcion de los
siguientes factores que regulan el equilibrio de los analitos entre la fase estacionaria y la fase

movil:
e Componentes de la fase movil
e Componente de la fase estacionaria

e Temperatura

Y los valores de N dependen de las condiciones de la columna:
e (Caudal
e Longitud de columna

e Tamafo de particula
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De las variables mencionadas, las mas sencillas de optimizar son la fase movil, temperatura y el

caudal, siendo el resto dependientes del tipo de columna y su empaquetamiento.

La eleccion de la fase movil es esencial para modificar el tiempo de retencion (k7). La misma
esta formada por una mezcla de al menos dos solventes, que pueden caracterizarse por su
(13 2 x 3 ps >
fuerza” con la que compiten por atraer al analito respecto de la fase estacionaria: los
disolventes fuertes disminuyen el tiempo de retencion, los débiles ayudan a la retencion. Para
elegir los solventes de la fase movil, se buscara que el intervalo de k’ sea lo suficientemente

amplio como para separar los picos y que las impurezas salgan primero.

En la cromatografia de fase reversa (RPC) la relacion entre k’ y la fase movil puede calcularse

con la siguiente ecuacion empirica:
log k' = logk'HzO -S5O Ecuacion 70

Donde erZO es el factor de capacidad del agua, S es una constante para cada analito, y @ es la
fraccion de volumen del solvente mas fuerte en la mezcla que forma la fase movil. En la mayoria
de los analitos de PM pequeno (<500 Da) el valor de S=4. Segin esta ecuacion entonces, un
aumento del 10 % en la fraccion del solvente mas fuerte de la tase movil puede disminuir dos

o tres veces el valor de k’,

No solo hay que tener en cuenta la fuerza de los disolventes, sino que también tiene su
importancia el tipo de disolvente utilizado. Los disolventes mas utilizados son el acetonitrilo
(AcN), el metanol (MeOH) y el tetrahidrofurano (THF). Entre ellos la sucesion en funcion de

su fuerza es la siguiente:

agua <metanol <acetonitrilo <etanol <tetrahidrofurano <propanol <cloruro de metileno

De todos ellos, ¢l cloruro de metileno no es muy utilizado debido a que es inmiscible en agua.

El mas utilizado es el AcN porque tiene la suficiente fuerza y porque tiene muy baja absorcion
en el UV-Vis a longitudes de onda bajas. Por otra parte, las mezclas de AcN son de baja
viscosidad y eso, en cierta manera, aumenta la eficacia de la columna (N) y la presion del sistema

es menor. Menos frecuentemente se utiliza el metanol y raramente el THF.



Tabla 17: Caracteristicas de los disolventes mds utilizados en la fase movil

Slacloante Polaridad  Barrera UV Viscosidad Temperatura de
®) (nm) (cP) ebullicion (°C)

Acetona 5.1 5,1 330 0.36 56.3
Acetonitrilo 5,8 190 0,38 81,6
Cloroformo 41 245 0,57 61,1
Dimetilsulfoxido 7.2 268 2,24 189,0
1,4-dioxano 48 215 1,37 101,3
Acetato de Etilo 4.4 256 0,45 77,1

Eter etilico 2,8 215 0,24 34,5
Hexano 0,11 195 0,31 68,7
[so-octano 0,1 215 0,50 99,2
Metanol 5.1 205 0,55 64,7
Metil-etilcetona 4.7 329 0,43 79,6
Tetrahidrofurano 4.0 212 0,55 66,0
Tolueno 2,4 284 0,59 110,6
o-Xileno 2,5 288 0,81 144 4
Agua 102 190 1,0 100

Dentro de las caracteristicas de la fase movil, la mas importante es la polaridad. A partir de ella
pueden predecirse las interacciones de los analitos con cada fase. Para calcular la polaridad se

consideran los siguientes desarrollos empiricos:

Numero de polaridad de Snyder (P):

P’ = fong(etaﬂoE) + I!09Ka!(cr;tlio.x:'rzrw) it iong(nitrametano) Ecuacion 71

Donde a través de cada una de las sustancias de reparto se mide la basicidad, acidez y el
momento dipolar.

__logKateranon

4 — Basicidad Ecuacion 72

__logKa(dioxano) Acides

4 Ecnacion 73
P
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_ logK gnitrometano)

e = Momento dipolar Eeuacicn 74
Pr
Parametro de la solubilidad de Hildebrand (8.):
1
s = (AE) ™ Ecuacion 75
‘" \B

Donde AE, es la energfa interna de vaporizacion del compuesto y B es el volumen molar de

ese compuesto. Analogamente se puede considerar que el parametro de solubilidad tiene tres

aportes:
82 =6+ 55 + 62 Ecuacion 76
Sn Poder de formacion de enlaces de hidrogeno
Sp Polaridad
Bd Cocficiente de dispersion

Los anteriores desarrollos empiricos llevan a la opcion de cambiar el disolvente.

Basandose en la definicion de polaridad de Snyder se han clasificado muchos disolventes, y
sucle utilizarse esquema triangular muy practico, potr lo que no se necesitan mas de tres

disolventes en la fase movil.

1 Fiteres
11 Alcoholes
Aceptor de
i Il  THF, amidas, piridina y estructuras
relacionadas

IV Ac. Acético, alcohol bencilico,
etilenglicol

Vv Metileno, cloruro de etileno

VI  Cetonas, nitrilos y otros solventes

VII  Aromaticos y éteres aromaticos

Dador de Fuerza — VTI]  Agua, trietilenglicol y otros solventes
protones Dipolar

Fignra 76: Clasificacion de disolventes en base a la definicion de polaridad de Snyder
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Ademas de la fase movil, k* presenta dependencia respecto a la fase estacionaria. La fase
estaclonaria abarca 3 caracteristicas principales de la columna: tipo de fase ligando,
concentracion y supetficie.

Si se analiza el tipo de ligando, la retencion de analitos apolares y no ionicos sigue el siguiente
orden:

Silica no unida < <ciano < C; (TMS) < C; < Cy < fenilo < Cy=Cys

Igualmente, los valores de k” muestran una dependencia respecto de la superficie de la columna.
Las columnas empaquetadas tipicas (poros de 8 nm) tienen superficies de 250 m* g, mientras
que las columnas con poros mas grandes, como por ejemplo de 30 nm poseen una superficie

de 60 m*g".

8.1.3 Procedimiento practico

Como metodologia practica, para lograr un cambio de selectividad en fase reversa se sigue el

siguiente procedimiento, considerando la fuerza de elucion de cada solvente (Tabla 18).

Tabla 18: Fuerza de elucion de solventes en fase reversa

Solvente Fuerza de elucion
Agua 0,0
Metanol 2,0
Acetonitrilo 3,2
Tetrahidrofurano 4,5

1. Se ajusta la concentracion del modificador para conseguir un k> comprendido entre 2 y

10.

2. Se calcula la composicion de las mezclas agua-AcN y agua-THF que tengan la misma
fuerza de elucion. La fuerza de elucion total se calcula como la sumatoria de la fuerza

de elucion de cada componente de la mezcla de solventes, considerando la fraccion.

S = Z S;P; Ecnacidn 77
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Donde St es la fuerza total de la fase movil, S; 1a fuerza de elucidn de cada solvente (indicada

en la Tabla 18 y @ la fraccion de volumen del solvente 1.

De esta manera, para una fase movil compuesta por una mezcla de MeOH-agua:

STMEOH —_ SMBOH(DMBOH + SH30¢H20 Efﬂﬂfjﬂ)ﬁ 78
Smeon Pmeorr = SachPumacy = SturPrur Ecuacion 79
Smeon Pueon - b B
Ppy =— Ecuacidn 80

SACN

SMeOHCDMeOH

Pryp =—(0—— Ecuacion 81

Srur

Entonces, una mezcla de agua-MeOH (30:70) tendra aproximadamente la misma fuerza de

clucion que una mezcla de agua-AcN (43:57) o una mezcla de agua-THF (60:40).

Luego de preparar las mezclas con fuerza de elucion equivalente, se realizan los ensayos con
cada muestra y se evalaa, analizando los cromatogramas, la selectividad de los picos, deben ser
lo mas estrechos posibles y no estar solapados, para poder extrapolar mediante una curva de

calibracion, una cuantificacion confiable.

8.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Estandares grado analitico de diazepam, midazolam, temazepam y oxazepam fueron
gentilmente cedidos por el Dr. Adolfo Guinle (Laboratorio de Neuroquimica Dr. N. A.
Chamoles S.R.L).

Se prepararon soluciones de los metabolitos diazepam, midazolam, temazepam y oxazepam
con concentraciones de 1 mg ml” en agua: AcN (50:50). Estas soluciones fueron filtradas con
filtro de 0,22 um, se realizaron diluciones seriadas y se almacenaron a 4° C. Fueron utilizadas

tanto para elaborar las curvas de calibracion como para realizar las validaciones.
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Tabla 19: Metabolitos utilizados y aleunas caracteristicas quinicas

Metabolito Férmula molecular PM
diazepam CisHi:CIN;O 284,74 gmol
oxazepam CisH1CINO; 286,71 gmol”

temazepam CisHi3CIN2O5 300,74 gmol’!

midazolam CisHi;CINSF 325,78 grmol’!

8.3 RESULTADOS

Para optimizar la fase movil, en primer lugar, a partir de las ecuaciones empiricas descriptas
arriba se calculd la fuerza de elucion de diferentes mezclas de solventes, considerandose en
principio tres que tienen caracteristicas opuestas en cuanto a la polaridad y capacidad de aceptar

o ceder electrones.

Para la fase acuosa, por expetimentos anteriores se utilizo una solucion de trietilamina (TEA)

en agua como par idnico para mejorar la selectividad de la columna.

Se calculo la fuerza de elucion para diferentes proporciones de solventes (Figura 77).

1.60
1.60
1.54
1.54
1.54
1.54
1.50
1.50
1.35
1.28
1.26
1.26
1.26
1.26
0.96

Fuerza de elucion

0% 20% 40% 60% 30% 100%
B MeCN H MeQOH mtrietilamina

Figura 77: Fuerza de elucion total segiin la composicion de la fase movil
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8.3.1 Optimizacién de la fase movil

Se estudio la influencia del porcentaje de AcN en la fase movil en la resolucion de los picos, en

este caso, a partir de los picos identificados, observando el intervalo de los tiempos de retencion

(fogura 78).

35 1.7
—~ 30 X _A - 1.6
= A -
£ 25 2 = - 15 = # oxazepam
5 e - 1.4 2
- L 2 M temazepam
E 20 A’ = 1_3 z p
2 -~ sl 1 2 =
3 15 = . e | A diazepam

1Y

g, . - 11 8
g' 0 e % L . X midazolam
£ &~ -

o ‘ L 0.9

0 0.8

25 30 35 40 45 50 55

De la misma manera se estudio la influencia del porcentaje de MeOH en el intervalo de tiempos

Porcentaje de acetonitrilo (%)

Fignra 78: Influencia del %o AcN en el tiempo de retencion

de retencion de los metabolitos ensayados (Figura 79).

12 - 1.7
F 1.6
E10 X s
= 2 f 42 ® oxazepam
£ 8 i L 1.4 9
e “
2 & - 1.3 % M temazepam
§ 6 G - L%
1] & . ‘ 12 o
-4 @ TR A diazepam
B -1
g 2 % midazolam
- 0.9
0] 0.8
5 10 15 20

Porcentaje de metanol (%)

Figura 79: Influencia del % MeOH en el tiempo de retencicn

189



A partir de lo analizado tedricamente y comprobado experimentalmente se eligieron las

siguientes condiciones de elucion de la muestra:

Fase moévil: AeN/MeOH/ solucién de TEA en una proporcién 40/10/50. La solucién de TEA

es 0,04 % en agua. El pH de la fase movil se ajustd en 7 y el flujo utilizado fue de 1,2 ml'min™.

Fasc estacionaria: Se utilizo una columna HD 100-5 C18 250x4 con un tamafio de particula de

0,5 pm.
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