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1.1 - La importancia de la lesién de isguemia-reperfusion en e

trasplante hepatico

La lesion de isguemia-reperfusion es el dafio que sufre el injerto en el proceso
del trasplante desde la extraccion en e donante hasta el implante, y que se manifiestaen
el momento de la revascularizacion del érgano en el receptor.

En los transplantes de 6rganos, la lesion de isquemia-reperfusion (LIR) es una
complicacion frecuente que, dependiendo de la gravedad, puede comprometer la
adecuada recuperacion funcional del 6rgano injertado. En la gran mayoria, esta lesién
produce una disfuncion inicial del mismo, que normalmente se recupera durante los
primeros dias del postoperatorio. Sin embargo, esta lesién puede ser muy severa,
produciendo &l no-funcionamiento primario del injerto.

Durante el trasplante hepatico y € postoperatorio precoz y tardio,
dependiendo del grado de la LIR, pueden surgir complicaciones. Dentro de las
complicaciones postoperatorias precoces, la mas grave es € fallo hepatico, con una
frecuencia estimada del 1 a 5% en los trasplantes hepaticos, |legando a una mortalidad
aproximada de 80% s no se redliza € re-trasplante (1). Sobre las complicaciones
tardias, el grado de la LIR mantiene correlacion con e tiempo de supervivencia del
injerto y del enfermo, con la tasa de infeccion, aparicion de rechazos agudo y crénico,
entre otras complicaciones, que interfiere en la calidad de vida y supervivencia de los
enfermos, asi como mayor gasto hospitalario. Debido a esta repercusion clinica tan
importante, el estudio de la fisiopatologia y posibles tratamientos de la lesion de
isquemia-reperfusion se ha intensificado en los Ultimos 20 afios. Ademas, debido a la
falta de 6rganos para trasplante, cada vez més se esta aceptando Grganos suboptimos

para trasplante, los cuales son mas susceptibles a desarrollo de una LIR de peor
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prondstico. Para esto, se han promovido investigaciones de diferentes farmacos que
puedan tener un potencial efecto beneficioso, interfiriendo sobre los mecanismos de
produccion de RL, evitando la aparicion posterior de la lesion, parcial o totalmente. En
esta linea, se ha demostrado que la prostaglandina tipo E1 (PGEL) presenta efectos
citoprotector, anti-inflamatorio y vasodilatador. Debido a esto, la PGEL reline gran parte
de los requisitos necesarios para disminuir €l grado de la lesién de isquemia-
reperfusion, al menos desde €l punto de vista tedrico, posibilitando en muchas ocasiones
el aprovechamiento de 6rganos subdptimos, que con la mejoria de la funcién de los
organos implantados, disminuirian las tasas de fallo hepético y re-trasplantes.

A pesar de los diversos resultados encontrados en la literatura, en que lamayoria
de las virtudes atribuidas provienen de estudios experimentales 0 ensayos clinicos en
series histéricas y no controladas, queda claro que la PGEL posee potenciales efectos
beneficiosos, y su administracion en dosis tolerables por via portal en el momento de la
revascularizacion del injerto, aumentara las posibilidades de éxito en el tratamiento de

laLIR en trasplante hepético.
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1.2- FisiopatologiadelaLIR

Lesion de Preservacion o lesion de I squemia-reperfusion en el trasplante hepatico:
Deben considerarse cuatro fases que contribuyen desde el punto de vista fisiopatol 6gico

en laformacién de lalesion de isquemia-reperfusion del injerto hepético (Clavien):

1.2.1- LESION DE PRE-PRESERVACION

Se trata de la lesién que se produce en el donante antes de la obtencién del
organo. La patogenia de la lesion de pre-preservacion puede resumirse basicamente en
aquellos procesos que inducen hipoxiay déficit de sustratos energéticos en el higado, y
gue van a ser responsables del dafio tisular y celular através de una serie de mediadores.

Lalesion de pre-preservacion puede ser debida a las caracteristicas del donante
(edad, estado nutricional, presencia de esteatosis hepatica, enfermedades previas y
consumo de drogas), presencia de inestabilidad hemodinamica, hipernatremiay tiempo
de permanencia en unidad de cuidados intensivos.

Con respecto a la edad del donante, muchos autores han demostrado una peor
supervivencia del injerto (41, 42, 43, 44, 50, 51, 54) e incluso una mayor mortalidad al
aumentar la edad del donante (42, 43, 44, 51, 54). Donantes con edad superior a 70 afos
es un factor de riesgo de pérdida del injerto y del paciente tanto en estudios del tipo
univariante como en multivariante(54).

El uso de drogas hepatotoxicas y principalmente el acohol alteran la estructuray
funcién del hepatocito, que en la gran mayoria son lesiones que conllevan a unalesion

de isquemia-reperfusion (LIR) importante asociada con disfuncion primaria del injerto.
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El grado de infiltracion de grasa en € higado que presenta el donante, (esteatosis
hepética), esta relacionado con diversas situaciones. obesidad, alcoholismo, uso de
nutricion parenteral, y mala nutricion (55). Para poder cuantificar la esteatosis, se
categorizo en leve (menor de 30%), moderada (de 30% a 60%), y severa (mayor de
60%) (56). Asimismo, anatdmicamente, se consideran dos tipos de esteatosis hepatica:
macrovesicular (gota "gruesa’, extracelular), y microvesicular (intracelular). Se ha
demostrado una correlacion entre la esteatosis severa con ladisfuncion del injertoy con
una LIR severa (56, 58, 59). La infiltracién de grasa microvesicular parece comportar
un menor riesgo, pudiendo ocasionar, en casos de grados moderados a severos, la
aparicion de una peor funcion del 6rgano sin repercutir en la supervivencia del injerto
(60).

Otras circunstancias como la inestabilidad hemodindmica, episodios de
hipotension, hipoxia 0 anemia grave pueden condicionar un largo periodo de baja
perfusion esplacnicay consumo del sustrato energético por metabolismo anaerdbico. La
mala perfusion hepatica conlleva a unalesién por isqguemiay aun rdpido consumo de la
reserva energética celular previa a la extraccion, disminuyendo de esta forma la calidad
del injerto.

Puede afirmarse que €l estado energético del higado en términos de contenido de
ATP influye significativamente en el resultado del trasplante. La integridad de la cadena
respiratoria mitocondrial, asi como el aporte de substratos que mantiene las funciones
energéticas celulares son de extrema importancia en la posterior viabilidad del 6rgano.
Es por ello que la hipoalbuminemia o la desnutricién del donante es un factor que
influye en lafrecuencia de la disfuncion primaria del injerto.

Alteraciones endocrinas, tan frecuentes en donantes con TCE como la diabetes

insipida, pueden inducir a cambios hidroelectroliticos con dafio celular hepético. La
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hipernatremia, secundaria de la diabetes insipidus, esta relacionada con una lesion de
isquemia-reperfusion de mayor grado, debido alaformacion de edema celular generado
por la ata presion osmaotica (62, 63).

Otro factor importante en la formacion de la lesion de pre-preservacion es la
estancia en unidades de cuidados intensivos, que siendo esta superior a tres dias, se
considera como una causa por si misma de peor funcién del injerto(61). Una larga
permanencia en UCI conlleva a consumo de las reservas energéticas intracelular
hepatica, a un mayor riesgo de episodios de hipotension y a una mayor posibilidad de
morbilidad asociada

La produccién de endotoxinas es también una fuente potencial de dafio hepatico,
tanto en pacientes sépticos, no tributarios de ser considerados donantes de érganos,
como en aguellos no sépticos, debiéndose atribuir en este caso su origen a un aumento
de la permeabilidad de la barrera intestinal (como ocurre en la nutricion parenteral y €l
ayuno prolongado).

Lalesion de pre-preservacion comparte con la lesion de reperfusion una serie de

mecani smos que seran estudiados mas adelante con detalles.

1.2.2- LESION DE PRESERVACION (ISOUEMIA FRIA):HIPOTERMIA

La preservacion de organos se fundamenta en e principio de la reduccion del
metabolismo, que se obtiene mediante la disminucién de la temperaturay con el uso de
soluciones de preservacion apropiadas.

Las soluciones de preservacion cumplen una funcion muy importante en lo

referente a la preservacion de los 6rganos, ya que su composicion electrolitica esta
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ideada para prevenir e edema que produce la hipotermia y la acidosis intracelular
producto de laisguemia.

La hipotermia es en la actualidad el pilar basico de las técnicas de preservacion,
pues disminuye e metabolismo celular y por consiguiente la actividad enzimética
responsable de los procesos autoliticos. La mayoria de los sistemas enzimaticos en
animales normotérmicos muestran una disminucion de su actividad que es de 1.5 a 2
veces por cada 10° C de descenso de temperatura. La disminucion de la temperatura
desde 37°C a 0°C disminuye la tasa de actividad metabdlica de 12 a 13 veces. Dado que
el higado tolera hasta una hora de isquemia caliente, puede deducirse que con la
disminucion de la temperatura a 0°C podria ser preservado tedricamente de 12 a 13
horas (Beltzer) (7).

Las células de nuestro organismo obtienen su energia de | as reacciones de oxido-
reduccion, donde los electrones son transferidos desde un compuesto dador electrénico
(agente reductor) a un aceptor electronico (agente oxidante), que en nuestro organismo
es e oxigeno molecular. Cuando la célula se halla en condiciones de anoxia, €l
metabolismo se transforma en anaerdbico, debido a la ausencia de O, como aceptor de
electrones en la fosforilacion oxidativa (principal via de obtencién de ATP en
condiciones fisiolégicas). En estas circunstancias la célula se ve obligada a obtener
energia mediante la glicolisis anaerobia, la cual genera un menor rendimiento energético
y entra en un balance negativo de produccion de ATP. Gran parte de la lesion de
preservacion se debe a los efectos de la anoxia (consumo de ATP, la produccion de
&cido l&ctico, la acidosis metabdlica intracelular, la generacion de Radicales Libres de
Oxigeno y la inhibicién de la bomba Nat+/K+). La acidosis resultante altera la cinética
normal de las enzimas. se crean menos enlaces de alta energiay la célula es privada del

combustible necesario para mantener la homeostasis.
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En los mecanismos de muerte celular inducida por la isquemia se ha valorado la
importancia de la membrana celular, del cito-esqueleto y de la regulacién idnica
(Blankenstein) (8). Aungque no se ha identificado a un unico proceso como el factor
critico que conduce a la muerte de la célula, la deplecion de los depdsitos energéticos
celulares produce un fracaso de la homeostasis celular caracterizada por la pérdida del
gradiente de los iones a través de las membranas celulares. Los cambios de la
membrana plasmética conducen a una pérdida del balance de los iones sodio y calcio,
seguida de acidosis, de shock osmatico, de agrupamiento de la cromatina y lesion
nuclear. Los iones sodio entran en la célula arrastrando con ellos un volumen de agua
para mantener el equilibrio osmético con el espacio intersticial del entorno, y los iones
potasio escapan desde la célula hacia € intersticio. Estos cambios se acompafian de la
activacion de la fosfolipasa mitocondrial, de una precipitada pérdida de la fosforilacion
oxidativa y de una ulterior disminucion de la produccion de ATP. La entrada y
sobrecarga masiva de calcio conduce a una ateracion funcional de la membrana
mitocondrial y a su lesion irreversible. Los efectos sobre la funcion mitocondrial son
especialmente relevantes en este proceso, ya que desempefia un papel central para €l
metabolismo energético celular. La estabilidad de la membrana mitocondrial y el
mantenimiento del gradiente electroquimico es pues, esencia para el mantenimiento de
la capacidad de sintesisde ATP. A continuacion se produce una autolisis secundaria con
edema de los lisosomas, dilatacion y vesiculacion del reticulo endoplasmico, filtracion
de las enzimas y de las proteinas y pérdida de la compartimentalizacién celular, y la
célulamuere.

Conjuntamente a proceso de pérdida de la homeostasis celular, Ilevando al
edema, acidosis intracelular y lesién mitocondrial, la degradacion de ATP para atender

las necesidades energéticas residuales conduce a acimulo de hipoxantinay xantina,
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esto es, los metabolitos finales del AMP. En condiciones fisiolégicas, la degradacion se
realiza mediante la forma Xantina-deshidrogenasa de la enzima Xantina
oxidoreductasa, pero en situacion de isquemia, ésta se convierte en Xantina-oxidasa,
(por e incremento del calcio citosolico y activacion de proteasas), la cual cataliza la
degradacion de hipoxantina en Xantina y écido Urico, produciendo, de esta forma,
sustrato para la formacién de RLO en & momento de la reperfusion. No obstante, la
hipotermia reviste especial importancia pues disminuye el metabolismo, no Gnicamente
a nivel catabdlico, sino que también a nivel anabdlico, con un efecto neto beneficioso
para la preservacion de los 6rganos, como demuestra € hecho que €l consumo de ATP
es mucho mayor en condiciones de isquemia caliente (Kamiike) (9).

Hasta aqui, se han descrito mecanismos clésicos de lesion inducida por la

hipotermia en todas las clases de érganos. Sin embargo, durante la preservacion del

higado se produce una lesién especifica de las células del sinusoide hepético, esto es, de

la microcirculacion. La hipotermia induce dafio a las células del endotelio sinusoidal
(CES), favoreciendo la adhesion plaquetar en la reperfusion hepatica, [levando en
ciertos casos a la coagulacién intravascular, seguramente mediada por la activacion de
las células de Kipffer y del propio endotelio, con liberacién de potentes mediadores de
lainflamacién. Lalesién endotelial provoca en presenciadel oxigeno, laliberacion local
de RLO y proteasas, a lo que contribuyen los neutréfilos activados que tienden a
adherirse. La activacion del endotelio vascular induce una situacion de
procoagulabilidad e incremento de la adhesion de neutréfilos y activacion en cascada

del sistema complemento, que amplificaralalesioninicia de preservacion.
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1.2.3- LESION DE ISQUEMIA CALIENTE (rewarming injury)

Otro factor que determina la intensidad de la lesion de reperfusion es € periodo
de preservacion poiquilotérmica (isquemia caliente), que se verifica entre e momento
en que € drgano se retira del bafio frio y la revascularizacion sanguinea (portal y/o
arterial). Con el incremento de la temperatura, se produce una reactivacion enzimatica
en condiciones anaerdbicas. Se intensifica el consumo de ATP con disminucion del
contenido energético celular, ocasionando con mayor rapidez € proceso de lesidn
celular mencionado anteriormente. Los depositos de glicogenos disminuyen hasta un
30%.

El porcentgje de lesién irreversible y muerte celular es proporcional a la suma
de los tiempos de isquemia fria y caliente. La muerte celular inducida por isquemia
puede ser de dos tipos. la apoptosis y la necrosis. La apoptosis 0 muerte celular
programada ("suicido celular") es un mecanismo fisioldgico para eliminar las células
senescentes, lesionadas o anormales que afecta a las células individuales de forma
dispersa. La apoptosis es iniciada por una endonucleasa y se caracteriza por la
fragmentacién del DNA en 180-200 pares de bases multiples. Las células apoptéticas
son ingeridas por los macréfagos sin la liberacion de enzimas proteoliticas o de especies
toxicas del oxigeno y el proceso no se acompafia de inflamacion. Por € contrario, la
necrosis ("asesinato celular") es un proceso patolégico que afecta a poblaciones de
células y produce destruccion histica local, inflamacién y, a menudo, graves
consecuencias sistémicas. Aunque clédsicamente se consideraba que tras unaisquemia, la
célula muere por necrosis, hoy en dia se sabe que muere por necrosis 0 apoptosis

dependiendo de la severidad de la noxa.
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La reperfusion permite la expresion de la lesion generada durante la isquemia
fria. Por ejemplo, la produccion de radicales libres no tiene lugar hasta el momento de la
reperfusion, y sera proporcional a tiempo de preservacion friay a la duracion de la
isquemia caliente. De la misma forma la adhesion de neutrofilos y la activacion de las

células de Klpffer no se produce hasta el momento de la reperfusion.

e Transformacién del metabolismo celular

e Mayor consumo energético intracelular (ATP)

e Disminucion de lafuncion de labomba Nat/K+
e Edemaceular

e Aumento de Cat+ intracelular y intra-mitocondrial.

Tabla 1.1 - Mecanismos patogeénicos implicados en lalesion por isgquemia.

1.2.4- LESION DE REPERFUSION

El restablecimiento del flujo sanguineo en € injerto supone el fin de la fase de
isquemia, que produce dos consecuencias beneficiosas en el tegido isquémico: se
restablece el aporte de oxigeno y se eliminan los metabolitos toxicos. La reperfusion es
un prerrequisito para la recuperacion de la lesion isquémica. Sin embargo, de forma
paraddjica supondrd la expresién de la lesion gestada durante la preservacion. La
intensidad de la lesiéon de reperfusion dependera de la duracion de la preservacion, de
manera que, €l déficit energético que se produce en lafase de preservacion se manifiesta
en el momento de la revascularizacion, comprometiendo la viabilidad del injerto. La

revascularizacion llevaimplicita el aporte masivo de O2 y otros nutrientes celulares ala

11



Introduccién

vez, que implicara la incorporacion a la circulacion sistémica e contenido del 6rgano
isquémico (K", mediadores de lainflamacion RLO, H" ). El vertido de estos metabolitos
toxicos ala circulacion sistémica puede tener consecuencias metabdlicas adistanciao se
puede inducir una ulterior lesion tisular local.

Paraddjicamente, |a reperfusion normoxica de |os tejidos isquémicos produce un
agravamiento de lalesion del érgano. Por el contrario, lareperfusién con bajo contenido
de oxigeno de tejidos isquémicos produce muy poca lesion. Asi, € regreso de la sangre
oxigenada al tejido isguémico desencadena reacciones que producen mas lesion en €
tgjido.

Se haidentificado a los radicales libres derivados del oxigeno (RLO) como los
mediadores de la lesion en |la secuencia isquemia-reperfusion. Se ha podido demostrar
una explosion de oxidantes que se produce inmediatamente después de la reperfusion y
gue dura de 2-5 minutos. Asimismo, mediante el tratamiento con barrenderos
(scavengers) de los RLO tales como la superéxido dismutasa, la catalasay € manitol se
ha conseguido reducir esta explosion.

Debido a la progresiva oclusion de la microcirculacion, algunos 6rganos no se
pueden reperfundir tras laisquemia. Este proceso, denominado "fendmeno de lafaltade
revascularizacion” (no-reflow) se relaciona con la duracion del intervalo isquémico. La
causa exacta de este fendmeno no se conoce en su totalidad. Se sabe que se producen
depdsitos progresivos de fibrina en el endotelio vascular, que atrapan eritrocitos. De esta
manera, se necesita de una mayor presion de apertura para abrir €l lecho capilar. El
edema celular también puede conducir a taponamiento capilar durante la reperfusion y
contribuir asi a fendmeno de fata de revascularizacion. EI empleo de agentes
fibrinoliticos o hiperosmaticos tales como el manitol pueden ayudar a contrarrestar este

efecto.
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En situaciones mas delicadas, en que se desarrolla un LIR de grado moderado o
severo, surgen las consecuencias sistémicas relacionadas con la liberacion de detritus
celulares, mediadores inflamatorios y RLO al torrente sanguineo. El cuadro clinico
suele caracterizarse por acidosis metabdlica, hiperpotasemiay fracaso renal agudo.

En algunos pacientes, tras la reperfusion del tejido isquémico (generalmente en
trasplante hepatico o cardiaco) se produce el denominado "sindrome de reperfusion”
con neutropenia, edema pulmonar no cardiogénico y graves ateraciones
hemodinamicas, caracteristicos de un fracaso multiorganico. Esta lesion pulmonar se
caracteriza por un incremento de la permeabilidad microvascular y por una acumulacion
de neutrdfilos que han migrado hacia el pulmon tras su activacion debida a los agentes
liberados en los tejidos isquémicos reperfundidos. Se ha sugerido que €l aumento de la

permeabilidad pulmonar es dependiente del complemento.

Lalesion de reperfusion se puede dividir en:

A) Lesion sinusoidal:

En lo referente al trasplante hepético, se ha demostrado que el principal lugar
de impacto de la lesion por isquemia-reperfusion es la microcirculacion hepéticay més
especificamente la célula endotelia (76-78). Eslalesion princeps generada en la fase de
preservacion, aungue se expresa en lareperfusion.

La capa vascular endotelial modula el tono del musculo liso vascular a través
de laliberacion de varias hormonas locales o autacoides. Estos incluyen los metabolitos

del &cido araquidonico, como por ejemplo la prostaciclina (PGI2), €l tromboxano A2y
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el LTB4, a factor relgjante derivado del endotelio/éxido nitrico y ala endotelina. Otros

mediadores que tienen un papel en lalesion de la secuencia isquemia-reperfusion son e

PAF, el complemento y las citocinas. Las células endoteliales también modifican la

respuesta inflamatoria mediante la regulacion de la expresion de las moléculas de
adhesion (ICAM-1, ICAM-2, ELAM-1) gue se unen a las integrinas de los neutréfilos
(CD11/CD18) y median lainfiltracion de los neutréfilos. El endotelio también tiene un
significativo papel en lareactividad inmunolégica, en €l transporte de los lipidosy en la
regulacion de la coagulacion induciendo un estado procoagulante (Figura 1.1).

La lesién sinusoidad ha sido documentada por medio de estudios
ultraestructurales, por la determinacion de niveles de creatinkinasa-BB asi como por la
presencia de acido hialurénico circulante (marcador de lesién endotelial). La lesion de
las células del endotelio sinusoidal induce alteraciones en la microcirculacion, bien
caracterizadas por medio de técnicas de microfluorografiain vivo, los cuales determinan
una ateracion en laresistencia a flujo sanguineo, predominantemente a nivel arteria y
que se traducen por un menor aporte de sangre. Son clésicos los fendmenos de no
revascularizacion (non reflow) asi como de fracaso de revascularizacion postisguémico

secundario (reflow paradox).
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Ischemia-Reperfusion

X.0. pathw
Lipid l stittigised

peroxidation l OFR production

Protease
release

/i ,_i LI )

ICAM-1 PMN adhesion &
ICAM-2 migration
csa IL-6 ELAM

IL-8 expression
o
\ CD11/CD18 PMN

Vasoconstriction
Platelet agregation PMN chemotaxis ~~  expression

Figura 1.1 - Efecto del endotelio en lalesion producida por laisguemia-reperfusion.

B) Produccion de Radicales Libres de Oxigeno (RLO):

Se definen como cualquier &omo o molécula con un nimero impar de electrones
en su orbita, que le confieren una marcada reactividad por su inestabilidad. Actualmente
se prefiere e término de Especies Reactivas de Oxigeno, pues no todos estos
compuestos interaccionan con el medio por reacciones radicalarias. Destacan el radical

superoxido (Oy), el perdxido de hidrégeno ( H20,) y e hidroxilo (OHY).

O, - Oy Superdxido
Oy —_> H,O, Peréxido de hidrégeno
H,O, - 5 OH"  Hidroxilo
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Durante e periodo de isquemia, a nivel intracelular se acumula hipoxantina,
derivada del metabolismo de APT, necesario para mantener los niveles energéticos
celulares. Paralelamente, en condiciones de anaerobiosis, ocurre la conversion de la
xantina deshidrogenasa tipo D, a xantina oxidasa O (XO), por accion de una proteasa
dependiente de Ca’™. Durante la reperfusion en presencia del Oxigeno la XO transforma
la hipoxantina en xantina generdndose de esta manera peréxido de hidrégeno, anién
hidroxilo y &cido urico (14, 83, 86, 87, 15).

Los RLO se originan a nivel de las células endoteliales asi como de las células
de Kupffer, PMN y se cree que tiene una actividad eminentemente local dada su gran
inestabilidad. La accion lesiva de los RLO se debe a su capacidad para reaccionar con
cualquier componente celular, destacando por su susceptibilidad las proteinas, los
lipidos de membrana y los écidos nucleicos (ADN). Cuando los RLO entran en
contacto con las membranas de las células, determinan la lipoperoxidacion de sus
componentes lipidicos (acidos grasos polinsaturados y fosfolipidos), ocasionando una
importante desestructuracién de la membrana que puede desembocar en lalisis celular.
De modo parecido pueden modificar |os canales ionicos de la membrana celular, oxidar
el ADN y desnaturalizar moléculas proteicas por la escision de diversos polipéptidos.

Las células en condiciones basales disponen de diversos mecanismos de defensa
contra la accién lesiva de los RLO, se conocen con € término de Scavengers,
(Superdxido Dismutasa, Catalasa, Peroxidasas, el propio sistema de oxidacion

mitocondria , a-tocoferol, &cido ascorbico, glutation, 3-carotenos, Ubiquinona).
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Figura 1.2 - Viade degradacion del ATPy formacion de radicales libres a partir de la
Xantino-oxidasa.

C) Adherenciade leucocitos. comple o leucocito-endotelio:

El fendmeno de adherencia leucocitaria a endotelio es exclusivo de la
reperfusion. Algunos trabajos sugieren gue la adhesion leucocitaria se correlaciona con
los niveles GPT y tiempo de protrombina después del trasplante (Schwartz) (13).
Existen suficientes evidencias de que los neutrofilos son los responsables tanto de la

lesién local, como de la sistémica, produciendo € aumento de la permeabilidad y la
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formacion del edema. La adhesion leucocitaria parece estar relacionada con los cambios
inducidos en la superficie del endotelio por la lesion de preservacion. Cabe destacar €l
efecto nocivo gercido por los propios RLO sobre las células endoteliales mediante la
lipoperoxidacion de sus membranas. Se ha propuesto que € superoxido producido a
través de la via de la xantinooxidasa tras la isquemia-reperfusion puede inducir la
liberacion de RLO que a su vez estimulan:

a. La produccion de mediadores por parte de las células endoteliales
(leucotrieno B4, PAF, CD62) que activan y promueven la adherencia de
los leucocitos al endotelio microvascular;

b. Inducir la expresion y la activacion de las glucoproteinas de adhesion
endotelial-moléculas de adhesion intercelular (ICAM) tipos 1y 2, la
molécula de adhesién vascular de la célula tipo 1 (VCAM-1), la
molécula de adhesion leucocito-endotelial tipo 1 (ELAM-1), y la L-
Selecting;

c. Inactivar a 6xido nitrico derivado del endotelio, que es un factor

antiadhesivo endogeno.

El lugar de unién de los leucocitos al endotelio se produce entre los receptores
de superficie leucocitarios y los receptores del endotelio mediante las [lamadas
moléculas de adhesién, como son la L — Selectina (responsable del denominado rolling
neutrofilico), la ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule-1), la ICAM-1
(intracellular adhesion molecule-1), la VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1),
con especial afinidad por linfocitos y monocitos o la familia de las Integrinas

(CD1VYCD18) (Figuras 1.3y 1.4) .
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Figura 1.3 - Activacion leucocitariaen lalesion endotelial.
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Figura 1.4 - Adherencialeucocitaria en el endotelio sinusoidal.
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La reaccion inflamatoria que se desencadena es enormemente extensa y
compleja, pero en resumen, la activacion leucocitaria (PMN en su mayor parte) conduce
alaamplificacion de lalesion basal, destacando la adhesion leucocitariay la sintesis de
metabolitos y substancias toxicas. Se desencadena una multitud de respuestas que
producen vasoconstriccion, agregacion plaquetaria, quimiotaxis de los neutréfilos y su
adhesion alas células endoteliales. Asi, los neutrdfilos activados, es decir, aquellos que
expresan sus moléculas de adhesion (integrinas CD11/CD18), adhieren y migran a
través del endotelio produciendo destruccion local mediante la liberacion de radicales
libres, enzimas proteoliticas (colagenasa, €lastasa, catepsina G) y mieloperoxidasa,
provocando una mayor lesion histica. El secuestro de los neutrdfilos activados en 1os
pulmones y en otros érganos es un paso importante en el desarrollo del fracaso organico

multi si stémico.

D) Adherencia plaguetar/ complejo plagueta-endotelio:

Las plaquetas también se adhieren al endotelio inmediatamente después de la
reperfusion y el grado de adherencia se ha correlacionado con laintensidad de lalesion
de preservacion (14). La adhesion se produce alin en presencia de heparina. Parece
ademas, que e grado de adhesion se relaciona con el estado energético del higado, de
forma que cuanto mayor la reserva de glicégeno, menor es la adhesion plaquetar, al
menos en estudios experimentales. De igual forma que con la adhesion leucocitaria, la

adhesion plaquetar produce un dafio en la superficie del endotelio.
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E) Mediadores de |a respuesta inflamatoria asociada a lalesién de isquemia-reperfusion:

Lalesion de reperfusion se debe a los cambios estructurales en la superficie del
endotelio originados por la preservacion, que inducen posteriormente a la adhesividad
de leucocitos y plagquetas del receptor, y que magnificaran la respuesta inflamatoria a
través de diversos mediadores, asi como a un desequilibrio entre anticoagulacion -

coagulacion. Los mas relevantes son:

- Citoquinas: tal y como se ha descrito anteriormente la lesion de reperfusion es
un mecanismo eminentemente inflamatorio, esto es, una secuencia amplificada de
reacciones mediadas por diversas moléculas polipeptidicas (Citoquinas) que conducen a
la lesion celular. Las citoquinas son liberadas por las células de Kupffer, células
sinusoidales y leucocitos circulantes, especialmente por PMN. Destacan FNT o Factor
de Necrosis Tumoral, IL-1,y IFN o y-interferon, 1L-8.

El FNT-a ha sido implicado tanto en la lesion hepética como pulmonar tras el
trasplante hepatico. Tiene su origen en diferentes céulas, entre ellas, las células de
Kupffer, células intestinales, células del epitelio biliar, y células endoteliales (88). Esta
citoquina propaga la respuesta inflamatoria por € higado y érganos vecinos por medio
de la induccion de moléculas de adhesion |. También provoca la activacion de
sustancias procoagulantes y depositos de fibrina, incremento de la IL 1 y del factor
activador de plaquetas. Asi mismo, ha sido demostrado que aumenta la adhesion de
leucocitos tanto en el higado como en el pulmon (90,84,89,91).

Otras citoquinas que son liberadas durante la reperfusion son: IL1, IL6, IL8,
IL10 eIL 12. Camargo y colaboradores han demostrado en un modelo experimental en

ratas, que minutos después de la reperfusion se produce un aumento de IL6, que tiene
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un efecto protector contra la isquemia caliente por medio de sus propiedades
antinflamatorias y también por disminuir la produccion de FNT-a (65). En contraste, la
IL1, IL10, IL12 aumentan también tras la reperfusiéon. Estas interleugquinas tienen
efectos perjudiciales a través de la produccién de radicales libres y también por

incrementar la produccién de FNT-a (84, 66).

- Proteasas. procedentes de las células de Kupffer y leucocitos, juegan un papel
relevante en la produccion de RLO. En este aspecto, se destacan por facilitar la
conversion de XD en XO, concretamente la subforma irreversible. Son también

trascendental es en la patogenia del mecanismo lesional de las células del endotelio.

- Calcio: lainversion de las concentraciones intracelular/extracelular de calcio,
genera un importante disturbio en la homeostasis celular por € flujo masivo de calcio al
interior de la cé8lula secundario a la desestructuracion de la membrana, asi como a la
inhibicion de la bomba Ca’ATPasa y lesiéon de los canales de calcio. Este hecho se
puede vaidar con la demostraciéon del efecto citoprotector en modelos de isquemia
reperfusion mediante el uso de bloqueadores de los canales de calcio (16, 19). Los
principal es efectos relacionados con el aumento de calcio intracelular serian:

- Laactivacion defosfolipasaA;, y C y delaciclo-oxigenasa;
- Lapotenciacion de la conversion de XD en XO por estimulacion de proteasas y la
inestabilizacion de los lisosomas;

- Ladesestructuracion de la membrana plaquetar.

- Oxido Nitricos o Factor relajante derivado del endotelio: liberado de forma

primordial por las Células Endoteliales Sinusoidales (CES), activa la adenilato ciclasay
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por consiguiente incrementa los niveles de cGMP, ocasionando una marcada relgjacion
del musculo liso e inhibicion de la agregacion plaguetar. Conceptual mente gjerce un
efecto protector sobre el endotelio, pues preserva su perfusion y actuaria de forma
antinflamatoria. Por otro lado, se ha visto implicado en diversas acciones paraddjicas
pues podria combinarse con iones superdxido dando lugar a peroxidonitrito, con

actividad citotoxica muy potente con afinidad a las proteinas de membrana celular.

- Fosfolipasa A, la fosfolipasa (FL) esta constituida por un conjunto de
enzimas que tiene como principal sustrato de actuacion los glicerofosfolipidos, 1os
cuales son degradados por hidrdlisis obteniendo &cidos grasos libres, destacando el
&cido araquidonico (AA) como primer metabolito obtenido y otros ecosanoides
derivados. La Fosfolipasa A, para activarse precisa de elevados niveles de Ca?*

intracelular.

- Eicosanoides: derivados del catabolismo de la FLA, sobre los
glicerofosfolipidos se obtienen un conjunto de moléculas con actividad
pro/antinflamatorias, de accion local, conocidas genéricamente con e nombre de
autacoides. Se originan en las células de Kupffer y PMN predominantemente, asi como
en las c. sinusoidales y se cree que € principal estimulo para su produccién serian los
RLO. Del conjunto de los autacoides destacan |os ecosanoides, que son los derivados
del AA y se sintetizan por accion de la ciclo-oxigenasa. Son de especial relevancia las
Prostaglandinas, Prostaciclinas (PC), el PAF o Factor Activador Plaguetar y el
Tromboxano A,. Todos ellos son mediadores de la inflamacion que se liberan en

grandes cantidades después de la reperfusion y modulan la amplificacion de las lesiones
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en esta fase. Merecen especial atencion las prostaglandinas por su potencial terapéutico

en el trasplante.

- Endotelinas (ET): es una familia de polipéptidos de 21 aminoécidos

procedente de las c. endoteliales (ET-1, ET-2...) con efecto vasoconstrictor e inhibidor

dela ATPasa Nat+/K+.

F) Actividad procoagulante:

Lahipoxiatisular parece promover la sintesis del Factor X asociado a membrana
que activa la coagulacion, la cua se potencia en condiciones de acidosis. Otros factores
implicados en la situacion procoagulante son la supresién de la sintesis de
trombomodulina, asi como la desaparicion del heparansulfato proteoglicano de la
superficie del endotelio, que tienen efectos anticoagulantes. De la misma forma, se ha
sugerido que la secrecién de heparanasa por parte de los leucocitos y la liberacion de
proteasas (catepsina B, elastasa), que vertidas en la circulacion, causan consumo de
factores de coagulacién, observacion sobre la que se fundamenta el uso de aprotinina
(14). Finamente, la actividad procoagulante se ha relacionado con la produccion de
citoquinas (especialmente IL-1, TNF), que a su vez induce cambios en la superficie del
endotelio y favorece la produccion de fibrindgeno. La activaciéon de las células de
Kupffer, leucocitos y plaquetas estimula la liberacion de PAF, que a su vez incrementa

la adhesion plaquetar.
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G) Mecanismos de defensa:

Se sabe que diversos mecanismos endogenos pueden inhibir la lesién por
isquemia-reperfusion. Asimismo, NUMerosos compuestos exogenos pueden actuar como
farmacos protectores. Estos agentes actlan de formas diversas incluyendo e efecto
antioxidante, el barrido o la inhibicion de la produccion de los RLO y la inhibicion de
los neutrofilos.

Los barrenderos o scavengers de los RLO son agentes que interactlian con estos
radicales transforméndolos en menos dafiinos. Entre ellos podemos nombrar la
superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation reductasa. La superdxido dismutasa es
una enzima enddgena que protege los tejidos contra el radical superdéxido, gracias a su
conversion a peréxido de hidrogeno. En combinacion con la superdxido dismutasa actia
la catalasa, que es una metal oproteina que existe de forma natural y que descompone €l
peréxido de hidrégeno en aguay oxigeno (85, 67).

El manitol, aparte de su potente accion diurética, ha sido empleado clinicamente
durante muchos afios debido a su efecto scavenger del radical hidroxilo. Lahistidina, un
scavenger del oxigeno inglete, se ha mostrado protector de la lesion por isquemia-
reperfusion. Finalmente, compuestos que contienen tiol, tales como la N-acetilcisteina,
la mercaptopropionil glicinay el captopril, pueden actuar como scavengers de RLO,
ahorrando Oxido nitrico.

El aopurinol inhibe de forma competitiva a la xantinoxidasa, reduciendo de esta
forma la produccion del anion superdxido. La potente accion de quelante del hierro de
la desferrioxaminainterrumpe la produccion de radicales hidroxilo. El empleo de ambos

f&rmacos ha mostrado efectos beneficiosos en lalesion por isquemia-reperfusion.
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In vivo, la deplecion de leucocitos ha ofrecido proteccion contra la isquemia-
reperfusion. Los antagonistas especificos del PAF y los inhibidores de la 5-lipoxigenasa
inhiben la quimioatraccion de los neutréfilos. Los anticuerpos monoclonales
desarrollados contra el complegjo CD1I-CD18 y & TGF-R3 inhiben la adherencia de estas
células a endotelio. La adenosina, a través de un receptor especifico, inhibe la
produccion de anidn superdxido por parte de los neutrdéfilos activados.

Numerosos investigadores han demostrado que una serie de episodios de
isquemia breves, seguidos de reperfusion, provocan que el corazén u otros érganos se
hagan resistentes a un posterior periodo prolongado de isquemia. Este fendmeno se
denomina precondicionamiento isquémico. El precondicionamiento isquémico parece
ser un fendmeno bifésico, con una fase temprana de proteccion, que comprende
alrededor de 2 horas, tras € estimulo precondicionante, y una segunda ventana de
proteccion que se produce 24 horas mas tarde. Los mecanismos que rigen ambas
ventanas son diferentes y se encuentran implicados en ellos e &xido nitrico, la
endotelina y las proteinas calientes de shock (heat shock proteins). La adenosina, un
producto omnipresente en la isquemia, a través de su receptor Al, y la proteincinasa C
se han implicado recientemente en el precondicionamiento isquémico.

Actualmente no existe un consenso sobre cud de estos agentes proporciona
beneficios evidentes desde € punto de vista clinico. Aunque se ha sugerido que sera
preciso una combinacién de fa&rmacos. Es probable que las estrategias terapéuticas
requieran de acciones especificas durante los diferentes periodos del transplante: en la
fase de pre-extraccion (el cuidado del donante), en € periodo de mantenimiento del

organo (preservacion en frio) y tras el recalentamiento del 6rgano (reperfusion).
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1.3- Diagnostico y evaluacion clinicadelaLIR

Clasicamente, la lesion de preservacion-reperfusion se ha cuantificado mediante
la funcion clinica posterior a la revascularizacion del 6rgano, siendo su maxima
expresion €l fracaso del injerto (Fallo Primario del Injerto).

Actuamente, se determina el grado de LIR y e funcionalismo del érgano
trasplantado mediante valoracion clinica, estudio hemodinamico regional y sistémico,
determinacion bioguimica de marcadores de lesion hepética y por la monitorizacion

directa de la produccion de bilis.

1.3.1- VALORACION CLINICA

Existen muchos aspectos clinicos que ayudan a graduar la lesion de isquemia
reperfusion, prediciendo la evolucion que tendra e 6Organo implantado. En muchas
circunstancias se puede indicar el re-trasplante del higado solo con lavaloracion clinica.

En & momento del desclampaje vascular (revascularizacion hepaética), ocurre el
sindrome de reperfusion, que puede desarrollar desde una leve alteracion de la presion
arterial hasta una hipotension severa con parada del latido cardiaco. La produccion de
radicales libres y mediadores inflamatorios (citoquinas) en e momento de la
revascularizacion del injerto es e gran responsable por este sindrome. Seguramente
cuanto mayor es la leson de isguemiareperfuson mayor sera € sindrome
reperfusional, que se acompafia posteriormente por acidosis metabdlica y disturbios
electroliticos, siendo la hipercalemiala principal alteracion electrolitica.

En las fases subsecuentes a la reperfusion del injerto, se puede vaorar

clinicamente la funcién de sintesis hepatica mediante control &cido-basico, glucemia
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capilar, produccion de bilis, persistencia de la hipotension o necesidad de uso de drogas
vaso-activas. En casos de LIR severa, produciendo la disfuncion primaria del injerto,
hemodinamicamente se observa el desarrollo de hipotension mantenida con la necesidad
de uso de drogas vaso-activas, pérdida de liquido a tercer espacio, persistencia de
acidosis metabdlica, alteraciones electroliticas ( T K*), hipoglucemiay més tardiamente
el desarrollo de disturbios de coagulacion y e sindrome inflamatorio pulmonar. La
severa lesion endotelial con posterior activacion leucocitaria y plaguetaria conlleva a
una persistente produccion de citoquinas por € injerto implantado, llevando a una
actividad procoagulante en los sinusoides, culminando con trombosis de la

microcirculacion hepaticay disfuncion del higado (Tabla 1.2).

SINTOMASY SIGNOS CLINICOS DE DISFUNCION
DEL INJERTO

SINDROME DE REPERFUSION SEVERA
PERDIDA DE LiQUIDO AL TERCER ESPACIO
HIPOTENSION Y NECESIDAD DE DROGASVASOACTIVAS
HIPOGLUCEMIA

ACIDOSISMETABOLICA MANTENIDA

DISTURBIOSELECTROLITICOS, (K+) PRINCIPALMENTE
NO PRODUCCION DE BILISPOR EL INJERTO IMPLANTADO
ALTERACION LA DE COAGULACION
SINDROME INFLAMATORIO PULMONAR
FALLO MULTIORGANICO

Tabla1l.2 — Sintomasy signos clinicos de la disfuncion del injerto.

1.3.2- ESTUDIO HEMODINAMICO REGIONAL Y SISTEMICO

Para analizar la hemodindmica regional (flujos arterial y portal), inicialmente
debe tenerse en cuenta el gasto cardiaco (Hemodinamica sistémica) del enfermo y s
éste presenta alguna patologia portal como shunt o trombosis en € momento del

trasplante.
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En e momento del desclampaje vascular, la rapidez de la reperfusion completa
del higado, la coloracién del higado tras la reperfusion y los flujos hepéticos arteria y
portal (Hemodinamica Regional) ayudan avalorar laLIR y pronosticar la evolucion del
Organo implantado.

Los drganos que presentan largo tiempo de isquemia fria, esteatosis hepética,
fibrosis por actividad viral o acohol, higados previamente lesionados por parada
cardiaca o uso de drogas vaso-activas en el donante, favorecen una disminucién de los
flujos hepatico portal y arterial en los primeros momentos de la reperfusion. En las fases
subsiguientes, cuanto mayor es la LIR més intensa sera la resistencia sanguinea,
reduciéndose principalmente el flujo de la arteria hepéatica. El aumento de la resistencia
vascular en el higado se debe a la agregacion plaquetaria y leucocitaria que liberan

citoquinas, produciendo vasoconstriccion y formacion de microtrombosis sinusoidal.

1.3.3- ANALISISLABORATORIAL (ENZIMASHEPATICAS)

El funcionalismo del 6rgano trasplantado y la valoracién de la LIR inicial, se
determinan actualmente mediante enzimas que expresan citolisis (AST/ALT) y la
funcién de sintesis representada por €l tiempo de protrombina (TP) y factor V. Los
niveles de bilirrubina (Bilirrubina indirecta y directa) estén relacionados tanto con la
funcion hepética (predominio de bilirrubina indirecta), como también con la lesion
candlicular intrahepética generada por la LIR (predominio de bilirrubina directa).
Mediante estos pardmetros se han realizado diversas clasificaciones, destacando la de
Greig (1989). Esta clasificacion tiene un importante valor a nivel clinico, pero no
permite discriminar correctamente la gran cantidad de eslabones y procesos implicados

en lalesion de isquemia-reperfusion (el grado de lesién endotelial, € grado activacion
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neutrofilica, 1a accion lesiva de los RLO, el consumo celular de ATP o la liberacion de
mediadores inflamatorios). Por todo ello, y debido a mejor conocimiento de las bases
fisiopatol 6gicas de la preservacion de 6rganos, es necesario definir nuevos parametros
para evaluar la lesion de isquemiareperfusion e incluso establecer un caracter
prondstico que podria orientar sobre la evolucion del injerto y determinar la necesidad
de terapéutica especifica

Para la realizacion de nuestro estudio y con €l objetivo de poder anadizar la
lesién de isguemiareperfusion, hemos seleccionado una serie de parametros, ya
contrastados ampliamente en la literatura, que expresan los diversos eslabones
implicados en la fisiopatologia de la lesidén de preservacion. Como la -galactosidasa
implicada en la activacion de las células de Kupffer y el acido hialurénico siendo un
marcador de lesion endotelial sinusoidal. Por otro lado, en la seleccion de dichas
determinaciones se ha tenido en cuenta la experiencia de nuestro grupo de trabajo. Asi

pues, se estudiara la lesién de preservacion a traves de: parametros bioguimicos de

lesién endotelial v hepatocelular, cuantificacion de mediadores inflamatorios,

valoracion histopatoldgica, pardmetros de sintesis hepédtica y determinacion

hemodinamica sistémica v regional hepética.

1.3.4- DETERMINACION DE LA PRODUCCIONBILISEN LA LIR

Actuamente, la cuantificacion de la produccion de bilis tras la reperfusion
hepética es e marcador més fiable de sintesis hepética. Esta claro que 6rganos con
severa lesion de isquemia-reperfusion presentaran baja produccién de hilis, debido al
mal funcionamiento del injerto. La ausencia de produccion de bilis es un signo de

disfuncion primariadel injerto.
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1.4- M étodo actual de preservacion del higado

1.4.1- ALMACENAMIENTO HIPOTERMICO

El método de preservacion del higado utilizado por los grupos de trasplante es el
almacenamiento hipotérmico perfundido por una solucion de preservacion, siendo la
solucion de Wisconsin la mas empleada, debido a su mayor efectividad en la
preservacion del higado en isquemia fria. Tanto por su temperatura (normal mente 4°C),
como por sus componentes, permite el enfriamiento in situ del 6rgano en el donante, asi
como la conservacion en frio del 6rgano una vez extraido. Asi pues, se intenta integrar
los principios basicos de la isguemia hipotérmica anaerdbica con los principios del
metabolismo 6rgano-especifico.

El lavado intravascular del érgano se consigue mediante la perfusion del liquido
a una presion hidrostética baja que arrastre elementos formes, isoaglutininas y factores
de la coagulacion del &rbol vascular. Un lavado inadecuado favoreceria la presencia de
microagregados de hematies en la microcirculacion que dificultaria la reperfusion
sanguineay lafuncion posterior del érgano.

Los fundamentos para la preservacion del 6rgano se basan en dos pilares. la

hipotermia y los efectos de proteccion tisular delas soluciones de preservacion.

A) HIPOTERMIA

El principal fundamento de la preservacion es la hipotermia, la cua disminuye el
metabolismo celular, reduciendo lavelocidad de degradacion enziméticaintracelular de
los componentes esenciales necesarios para la viabilidad del 6rgano. Con esta finalidad,

se exanguina el 6rgano y la sangre se reemplaza por una solucién de preservacion abaja
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temperatura. La composicion de esta solucion es un factor clave para optimizar la
toleranciadel 6rgano alahipotermia.

La hipotermia no detiene e metabolismo, sino que lo ralentiza y retrasa la
muerte celular. La mayoria de las enzimas de |os animales normotérmicos presentan una
reduccion de su actividad de 1.5 a 2 veces por cada 10 © C de reduccion de la
temperatura. Asi, algunas vias enziméticas ralentizan entre 12 y 13 veces cuando la
temperaturadesciendede 37°Ca0°C.

El higado puede tolerar una isquemia caliente entre 30 y 60 minutos sin que se
produzca una pérdida completa de su funcién. Asi, e enfriamiento de 37° C hasta0°C

se puede alargar el tiempo de preservacion por un factor de 12-13 horas.

B) EFECTOS PROTECTORES DE LAS SOLUCIONES DE

PRESERVACION

Fueron muchas las soluciones utilizadas en el mundo de los trasplantes, sin
embargo a medida que el programa de trasplante hepatico fue progresando, surgio la
necesidad de soluciones de preservacion que permitiesen prolongar la hipotermia simple
de estos érganos. A principios de los afios ochenta, Belzer, en Wisconsin (USA) disefié
la solucidn de la Universidad de Wisconsin (UW) o solucién de Belzer. Esta solucién
tiene una composicién electrolitica de tipo intracelular, omite la glucosa, y ademas
contiene nuevos impermeantes no metabolizables, tales como el lactobionato y la
rafinosa. La solucion también contiene fosfato y sulfato como tampones, adenosina
como precursor para la resintesis de ATP y un coloide estable y efectivo para aportar
presion coloidosmatica, € amidon hidroxietilo (hydroxyethyl starch). Finalmente se

afladen otras sustancias como €l glutation, alopurinol y magnesio por razones teoricas.
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Sodio
Potasio
Magnesio
Cloro
Bicarbonato
Fosfato
Sulfato
Histidina
Glucosa
Manitol
Rafinosa

L actobionato
Adenosina
Calcio
Glutation
Alopurinol
HES
Glutamato
Dexametasona
Insulina
Osmolalidad
(mOsm/l)

100 10 30 Elect.

15
13
50

320

115

15
10

355

120

100 U/L

320

Elect.
Elect.
Elect.
Bufer
Bufer
Bufer
Bufer, Imperm.
Imperm.
Imperm.
Imperm.
Imperm.
Energ.
Energ.
Scav.

Inh., Scav.
Coloide
Farmaco
Farmaco

Farmaco

C: solucion de Celsior; EC: EuroCollins; UW: solucion de Belzer o de la Universidad
de Wisconsin. Elect.: electrolito; Bufer: sustancia tampon; Imperm.: sustancia
impermeante; Energ.. precursor energético; Scav.: scavenger de radicales libres de
oxigeno; Inh.: inhibidor enzimético; Coloide: sustancia coloidal; Farmaco: farmacos

con otros mecanismos de accion.

Tabla 1.3 - Composicion electrolitica de |as soluciones de preservacién multiorganicas.
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En preservacion hepdética, esta solucion (Wisconsin) ha permitido una gran
mejora de los resultados del trasplante, y ampliar a 18 - 24 horas laisquemiafria. No se
sabe cuales son los componentes imprescindibles en la solucién y s todos ellos son
necesarios. Diversos estudios sugieren que el lactobionato sea un componente clave que
tiene diversos efectos beneficiosos: es un buen impermeante y un potente quelante del
calcioy del hierro (Tabla1.3).

La solucion de Celsior, inicialmente desarrollada para la preservacion cardiaca,
comienza a ser utilizada en trasplante hepatico. Es una solucion extracelular con baja
concentracion de potasio. Un estudio multicéntrico realizado por Dr. Cavalari y
colaboradores, comparando las soluciones de Wisconsin y Celsior en trasplante
hepatico, demostr6 que la solucion de Celsior presenta similar eficacia en la

preservacion del higado (79).

Efectos de proteccion tisular delas soluciones de preservacion:

1- Minimizar el edema celular inducido por la hipotermia

La situacién de isquemia hipotérmica suprime la actividad de la bomba de Na-
K-ATPasay reduce el potencia de membrana celular. Consecuentemente el cloro y el
sodio entran en la célula a través de un gradiente de densidad y la célula se hincha
debido a cumulo de agua.

En la composicion de la mayoria de liquidos de preservacion la composicion
electrolitica es clave. Generdmente ésta se asemeja a liquido del compartimiento
intracelular con una baja concentracion de sodio y elevada concentracién de potasio
evitando asi que € sodio difunda pasivamente al interior de la c8lula. La tendencia al

edema debe ser contrarrestada con la adicion de sustancias impermeables para la célula
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(impermeantes). Asi un componente clave de una solucion de preservacion es una
concentracion adecuada de un impermeante efectivo. Los impermeantes mas habituales
son azucares simples, como la glucosa (PM 180), la sucrosa (PM 342) y & manitol
(182). También se utilizan el lactobionato (PM 358) y un trisacarido, la rafinosa (PM

594).

- Disminuir la acidosisintracelular

La isguemia, incluso en frio, estimula la glicolisis y la glicogenolisis
incrementandose la produccién de &cido léctico y la concentracion de iones hidrégeno.
Por tanto las soluciones de preservacion deben incorporar sustancias tampon para
mantener e PH lo més fisiolégico posible. Los tampones més utilizados son €l

bicarbonato, € citrato, €l fosfato, el lactobionato y la histidina.

- Previnir la expansion del espacio intersticial durante la reperfusion
Para prevenir la expansion del espacio intersticial durante el amacenamiento del
higado, |a solucion de Belzer presenta almiddn hidroxietilo, una sustancia de alto peso
molecular que produce un efecto col oidosmaético capaz de evitar o disminuir la difusion
de liquido hacia €l intersticio, evitando asi, la expansion o edemaintersticial, que puede

colapsar lared capilar.

- Disminuir el dafio inducido por radicaleslibres del oxigeno
Durante la isguemia fria y la reperfusion existe una produccién masiva de
radicales libres del oxigeno. La adicion de sustancias scavenger exdgenas
potencialmente frenaria el dafio por los RLO. Los scavengers méas utilizados son €l

glutationy e manitol.
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- Proveer de precursores para regenerar los compuestos fosforados de alta
energia
Durante la isquemia fria hay una rapida pérdida de ATP y de otros compuestos
fosforados de alta energia. Lareperfusion del 6rgano necesita de una reactivacion rapida
de la bomba de Na-K-ATPasa asi como de otras vias metabdlicas que requieren ATP.

Los precursores de ATP que mas se utilizan son laiosinay la adenosina.
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1.5- Prostaglandinatipo E1 (PGE1)

Las prostaglandinas forman parte de los Ilamados autacoides u hormonas
locales, porque se sintetizan y liberan locamente, actlan a corta distancia, tienen una
vida media muy corta, no se almacenan, siempre se sintetizan de “novo”, y a pasar por
el higado, pulmon o rifion, son degradadas rapidamente.

Las prostaglandinas son derivados de écidos grasos esenciales de 20 carbonos
que contienen 3, 4 0 5 uniones dobles en la cadena lateral, esto designa el nimero de la
serie (1, 2 0 3 por g emplo). De acuerdo a la cantidad de dobles ligaduras se originan las
prostaglandinas de las diferentes series. Las prostaglandinas de la serie 1 o PGEL
derivan del acido 8,1,14 eicosatrienoico (acido bishomo-gamma-linoleico), tienen tres
uniones dobles. El 80-90% de las prostaglandinas al pasar por la circulacion pulmonar
se metabolizan rapidamente, por medio de omega-hidroxilacion, es decir lainsercion de
un OH en laterminal omega de la molécula. Luego sufren beta-oxidacion de la cadena
carboxilica. Se generan metabolitos tetranor y dinor, inactivos. La deshidrogenacion en
C15 ocurre por la enzima prostaglandin-15-deshidrogensa, que es muy activa en €l
rifion, pulmon y Utero. La 15-deshidrogenacion de las prostaglandinas es e mecanismo
fisiologico mas rgpido e importante en lainactivacion de las prostaglandinas.

Las prostaglandinas de la serie E han demostrado tener experimentalmente

efectos de tipo inmunol 6gico, citoprotector y hemodinamico.

1.5.1- EFECTO CITOPROTECTOR

Clasicamente se ha atribuido la capacidad estabilizadora de membranas

mediante un aumento del AMP ciclico intracelular y regulando el flujo de calcio hacia
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el interior de la célula, mecanismos ambos que inhiben la activacion de proteasas (30,
31, 32). Ademas parecen gercer unainhibicion directa de la produccion de RLO.

Por otra parte, la PGEL1 induce la produccion de IL-6. Esta interleuquina,
estimula la produccién de proteinas de fase aguda por €l higado, y se ha sugerido que
estas proteinas ayudan a restablecer el equilibrio homeostético del tejido hepético,

siendo, por lo tanto, un otro mecanismo de citoproteccion (129).

1.5.2- EFECTO ANTI-INFLAMATORIO

Ejerce un efecto blogueante de ciertos mediadores inflamatorios como TNF y
IL-2. Otros efectos atribuidos a la accion de PGEL son una inhibicién de la agregacion
plaquetar y leucocitaria, a través de un incremento en el contenido de AMPc plaguetar
con estabilizacion de las membranas. EI AMPc bloquea los dos mecanismos de
activacion plaquetaria, inhibiendo la movilizacion de calcio, que es el mediador de la
degranulacion, tanto parael TXA2 como parael PAF. Este efecto, sumado a una accion
vasodilatadora, dificultariala formacion de microtrombos. Al mismo tiempo, através de
su efecto antiagregante leucocitario, impediria la adhesion leucocitaria al endotelio
sinusoidal, con la consiguiente disminucién de la activacion inflamatoria, tal y como
parecen demostrar |os trabgjos de Henley (33). Posteriormente, se han atribuido efectos
inmunomoduladores a la administracion de PGE1 a través de una inhibicion de la
liberacion de IL-2, con mejoria de la funcidn hepética en casos de cross-match positivo

y reduccion de laincidencia de episodios de rechazo agudo (34).
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1.5.3- EFECTO VASODILATADOR

Debido a los efectos vasodilatadores de la Prostaglandina E1, muchas son sus
aplicaciones. Actualmente, esta siendo utilizada para tratar la disfuncion eréctil, la
hipertension pulmonar, en cirugias cardiacas y a nivel experimental en las
hepatectomias con clampaje vascular total y en € tratamiento de la LIR. La
vasodilatacion es promovida por activacion de la adenilciclasa, que a unirse a receptor
IP, aumenta la concentracion de AMPc en el musculo liso vascular, causando la
vasodilatacion.

La administracion de PGEL por via portal genera un claro efecto de relgjacion
del musculo liso a nivel portal y de las comunicaciones arterioportales, llevando a un
incremento tanto del flujo portal como arterial (1) (Kawachi).

En 1989, Greig y cols. (10) demostraron que la administracion de Prostaglandina
E1l (PGEl) en pacientes con disfuncién primaria del injerto mejord tanto la
supervivencia de los pacientes como de los injertos, aunque se trataba de un estudio no
aleatorio y comparado con un grupo histérico. El trabajo de Henley y cols. (1995) (33)
demostrd, en un estudio controlado, que la administracién de PGE1 por via sistémica
disminuy6 la necesidad de técnicas de depuracion rena en e postoperatorio, menor
incidencia de reintubacion y reintervenciones, con disminucion de la estanciaen UCI y
de hospitalizacion, asi como menor gasto de hemoderivados.

La PGEl posee efectos tedricamente beneficiosos, y s se administra
directamente a injerto implantado (higado), se podra infundir de inmediato a la

reperfusion hepética en dosis plenas, momento en el cua se generalaLIR.
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Figura 1.5 - Accién de la PGEL en la fisiopatogenia de la lesién de isquemia
reperfusion.

1.5.4- ADMINISTRACION DE PROSTAGLANDINA POR VIiA SISTEMICA

Los efectos colaterales causados por la administracion sistémica de PGEL son
dolor, enrojecimiento cutédneo, sudoracién y también sintomas gastrointestinales.
Generamente son transitorios y pueden ser mitigados disminuyendo la dosis o
prolongando el tiempo de la infusion. Sin embargo, € principal inconveniente cuando
se redliza la infusion de PGE1 por via sistémica (venosa o arterial) es su efecto
vasodilatador a nivel periférico, que impide su administracion precoz en las fases intra
operatoria 'y postoperatoria inmediata, debido a la delicada situacion hemodinamica de
los pacientes trasplantados. Ademés, € efecto local de la medicacién en el higado es
muy pequerio, pues la rapida metabolizacion a nivel pulmonar, hace que sblo del 15 a

20% de la dosis infundida alcance €l higado.
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L os efectos vasodilatadores a nivel sistémico gercen un efecto protector de la
funcion renal, contrarrestando los efectos vasoconstrictores de la ciclosporina A y FK

506 gue parecen estar mediados por laliberacion de endotelinay tromboxanos.

1.5.5- ADMINISTRACION DE PGE1 POR VIiA PORTAL

La via de administracion es crucial, pues como se ha comentado, las
prostaglandinas son substancias de accion local, de manera que cuando se aplican por
via periférica son metabolizadas hasta un 80% a nivel pulmonar y carecen por lo tanto
de efectos “distancid’, como puede ser el higado (35, 36, 37, 38). Por e contrario,
cuando se administra por via portal se consigue una mayor efectividad en €l tratamiento
delaLIR, debido ala aplicacion directa de la medicacion en € higado. Conjuntamente,
la administracién regional (portal) desde el momento de la revascularizacion, permite
disminuir la formacién de la LIR sin causar instabilidad hemodinamica sistémica,
debido a la metabolizacién casi total (90%) en €l injerto implantado y el restante (10%)
en el pulmdn, como demuestran algunos trabajos experimentales. Se ha demostrado en
un estudio experimental en cerdos, que tras lainfusion de PGE1 por via portal, a pasar
por el higado, la concentracion de PGEL en |as venas suprahepéticas era 10 veces menor
aladosisinicia portal (1).

Sobre los estudios previamente realizados por nuestro grupo de investigacion, se
puede citar €l estudio hemodindmico en trasplante hepético, valorando también el uso
de prostaglandina E1 por via portal, tema de la tesis doctoral del Dr. Hidalgo dirigida
por Dr. Carlos Margarit. En este estudio se concluye que la administracion de PGE1
por via intraportal inmediatamente después de la reperfusion no tuvo efecto a nivel

sistémico, de manera que su administracion a dosis plenas fue factible y segura. El

41



Introduccién

efecto beneficioso de la perfusion de PGEL1 a nivel hemodinamico consistié en un
descenso de la resistencia portal a final de los 90 minutos. En cuanto a efecto
beneficioso clinico, e conjunto de pacientes tratados con la medicacién, obtuvo una
menor mortalidad postoperatoria. El grupo de pacientes con mayor riesgo de desarrollar
unalesion de preservacion moderada-severa tuvo una menor estanciaen la UCI y menor

necesidad de didlisis (77).
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JUSTIFICACION
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Justificacion

El aumento del nimero de candidatos a trasplantes, con un incremento de la
mortalidad en la lista de espera, es uno de los problemas en gran parte de los grupos de
trasplante en la actualidad. Para evitar la progresion de este problema, nuevas técnicas
quirurgicas, como el donante vivo y el Split, fueron aplicadas en el campo del trasplante
hepético con €l intento de ofertar una mayor cantidad de érganos.

Desafortunadamente, un gran porcentaje de los o6rganos ofrecidos son
desechados, debido al gran riesgo de producirse un mal funcionamiento del injerto,
causado por una lesion de isgquemia-reperfusion severa. Debido a estas circunstancias,
se intensificaron los estudios de investigacion en el tratamiento de la LIR para que se
pudiera aprovechar al maximos los 6rganos ofertados. En esta linea de investigacion, la
administracion de PGEL por via intraportal, en e momento de la resvascularizacion del
injerto, tiene como objetivo ofrecer la posibilidad de tratar la LIR, disminuyendo €l
grado de lesion. Debido a esto, serd posible rescatar algunos de los érganos que antes
eran rechazados por el gran riesgo de originarse una LIR severa. Los injertos con
presencia de esteatosis de grado leve a moderado o con un largo periodo de isquemia
fria y los higados de donantes afiosos, serian los que més se beneficiarian del
tratamiento con PGE1, de manera que, administrando la medicacion por via portal
inmediatamente en e momento de la reperfusidon proporcionaria un tratamiento mas
efectivo.

Otro particularidad a tener en cuenta es que el grado de la lesion de isquemia-
reperfusién mantiene correlacion directa con el tiempo de supervivenciadel injerto y del
enfermo, con la estancia hospitalaria, con las tasas de infecciones y rechazos. Por estos

motivos, la administracion de PGEL1 por via portal contribuird a acanzar mejores
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resultados, beneficiando a enfermo en todos los aspectos y, paralelamente, generando
un menor coste econdmico al hospital.

Tedricamente, la PGEL es un farmaco capaz de modular lalesiéon de IR siempre
y cuando su administracion sea precoz (inmediatamente post-reperfusion), directa al
injerto (perfusion intraportal) y a dosis plenas. Para ello se ha disefiado este estudio con
la finalidad de demostrar objetivamente si es efectiva la administracion de PGEL y por

tanto, s puede tener aplicabilidad contrastada en el campo del trasplante hepatico

humano.

45



Hipotesis del Trabajo

HIPOTESIS

46



Hipotesis del Trabajo

Hipotesisdel Trabajo

1.- El modelo de trasplante hepatico porcino con el érgano preservado por una
duracion de 24 horas producird una lesion isguemia-reperfusion severa con

elevada mortalidad.

2.- La lesion de isguemiareperfusion podra ser cuantificada y caracterizada

mediante las diferentes pruebas del estudio.

3.- La infusdon de PGEL intraportal producira un efecto beneficioso y

disminuiralalesion de isquemia-reperfusion.
4.- Laadministracion de Prostaglandina E1 por via intraportal, inmediatamente

después de la reperfusion, sera bien tolerada hemodinamicamente debido a la

metabolizacién casi total en €l injerto implantado.

a7



Objetivo

OBJETIVOS

48



Objetivo

Objetivos

1. - Establecer un modelo experimental de trasplante hepético porcino, en € que
se pueda reproducir €l fendmeno de isquemia-reperfusion, para poder desarrollar €l

estudio, valorando los efectos de la prostaglandinatipo EL en laLIR.

2. - Diagnosticar y cuantificar precozmente la lesién de IR y funcién hepética
por medio de parametros bioquimicos, tisulares y hemodindmicos, estratificando €l

grado de lesion.

3. - Estudiar € posible efecto beneficioso de la prostaglandina E1 administrada
por via intraportal sobre la lesién de IR, mediante los parametros hemodinamicos,

bioquimicos y histol dgicos.
4. - Valorar los efectos de la PGEL sobre €l flujo hepatico total (hemodinamica

regional), y principalmente sobre la hemodinamica sistémica, estudiando la tolerancia

hemodinamica.
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Material y Métodos

5.1- Trasplante hepético en cerdos

Dentro de la préctica de investigacion experimental, hace mucho afios que se
estan utilizando al cerdo como animal de experimentacion del trasplante hepatico. Este
hecho se basa, principalmente, en una anatomia semejante entre el cerdo y el hombre,
aparte de ser un animal que se puede criar facilmente en cautiverio, de reproduccion
numerosa y economicamente accesible. Ademas, en lo referente al trasplante hepatico
especificamente, la técnica quirdrgica utilizada en cerdos es similar a la practicada en
humanos, permitiendo, también, contribuir para el entrenamiento técnico alos cirujanos
de trasplante en formacion.

Con respecto a la técnica empleada, todos los experimentos de trasplante
hepético fueron realizados mediante la técnica clasicay no se utilizé ningun tipo de by-
pass veno-venoso para descongestionar la region esplacnica durante la fase anhepatica.
Por tanto el tiempo del implante no debe pasar de los 30 minutos tras el clampaje portal
y sistémico, debido aladisminucion del retorno venoso y falta de drenaje esplacnico.

Para que hubiera la posibilidad del desarrollo de los trasplantes hepaticos
porcino, ademas de los materiales fungibles necesarios para este tipo procedimiento,
fueron imperiosos varios aparatos para la monitorizacion anestésica, asi como los
propios para poder realizar cualquier intervencion quirdrgica. Entre ellos:

- Aparato de ventilacion mecanica (Veterinary Anesthesia Ventilator M 2000);

- Monitor de presionesy electrocardiograma (Diascope 2);

- Oximetro - Monitor (Pulsiometre Baxter);

- Equipo de medicién de flujos sanguineos (Transonic System - T206);

51



Material y Métodos

Bisturi eléctrico (Eschmann TD411RS);

Sistema de aspiracion de campo quirdrgico central (Vacutron);
Manta calentadora;

Calentador de sueros (Memmert);

Bombas de perfusion de soluciones.

—-—
Figura5.1 - Calentador de sueros (Memmert).

Figura 5.2 - Manta eléctrica.
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Figura 5.3 - Bisturi eléctrico (Eschmann — TD411RS).

Figura 5.4 — Monitor (Pulsiometre Baxter).
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Figura 5.5 — Monitor de electrocardiogramay PAM (Diascope 2).

El estabulario del Hospital Vall d'Hebron presenta 8 corralinas individuales,
con ambiente climatizado, piso templado y acceso a demanda de agua.
Conjuntamente, cuenta con personal especializado que se encarga diariamente
de la aimentacion y limpieza de los animales. El estabulario tiene la

acreditacion por parte de la Generditat y esta reglamentado dentro de las

normativas éticas y sanitaria.
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Figura 5.6 — Corralinas del departamento de investigacién experimental .

Figura 5.7 — Corralina con piso templado.
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5.2- Poblacién de estudio

En e estudio se utilizaron hembras de |a especie porcina de una mezcla entre las
razas Largewhitex y Landrace, con un rango de peso que variaba de 30-35 Kg. Los
experimentos se desarrollaron desde abril/2003 hasta diciembre/2003. Todos los
animales fueron suministrados por una misma granja especializada y estabulados en
condiciones controladas, pasando por un riguroso cuidado y control de enfermedades

infecciosas, siendo supervisados por veterinarios durante la fase de crecimiento.

Figura 5.8 - Hembras de |a especie porcina (donante y receptor).

Para el desarrollo del estudio, se realizaba un trasplante hepatico porcino a la
semana, siendo necesarios trasladar dos cerdos (un donante y un receptor) a nuestro

estabulario, los cuales eran sometidos a una semana de cuarentena en ambiente
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climatizado con perfectas condiciones de limpieza, y debidamente cuidados por
celadores. En total, hemos utilizado 54 cerdos (27 donantes y 27 receptores),

completando 27 experimentos de trasplante hepatico ortotopico porcino.

Experimentos desechados

En total fueron desechados 9 experimentos. Los primeros 3 trasplantes se
destinaron a poner a punto la técnica quirdrgicay anestésica (curva de aprendizaje) y 6
experimentos no fueran considerados validos debido a complicaciones técnicas, 1 por

problema anestésico y 5 por fallo quirdrgico.

Complicaciones técnicas:

- 4 por abdomen hemorrégico (3 hemorragias de suturas vasculares, 1
lesion esplénica).
- 1 estenosis de la vena cava suprahepatica.
Experimentos validos
Todos los experimentos que no presentaron complicaciones técnicas o
disparidad con respecto a los tiempos. de intervencion, de fase anhepética y de
isquemia fria fueron considerados validos. En total, 18 trasplantes fueron aceptados para

e estudio.
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5.3- Disefio del estudio

Se trata de un estudio experimental prospectivo, donde se estudia principal mente
el efecto de la prostaglandina E1 en la Lesidon de Isquemia-Reperfusion (LIR) y la
tolerancia hemodinamica por el uso de esta medicacion inmediatamente a la reperfusion

del injerto en el trasplante hepatico ortotopico.

El estudio se compone por tres grupos:

- Un grupo control con 4 experimentos con implante de un injerto preservado
durante solo 3 horas de isquemiafria;

- Otros dos grupos (A y B), ambos con 7 experimentos de trasplante hepatico
ortotdpico con higados preservados por una duracion de 24 horas.

Con respecto a la infusién de medicacion por via portal, mediante un catéter
introducido por una colateral venosa insinuada hacia el tronco portal, se administro, en
la fase de revascularizacion del oOrgano, suero fisiolégico en & Grupo A y
prostaglandina E1, con ladosis de 0.15 ug/kg/min (Alprostadil 500ug) por una duracion
de 90 minutos, en e Grupo B. En todos los experimentos se aplicaron la mismatécnica

anestésicay quirargica.

Grupo (N) Uso de Tiempo de Isquemia Fria
PGE1l
A 7 NO 24 Horas
B 7 S 24 Horas
Control 4 NO 3 Horas
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Con relacion alas intervenciones quirdrgicas, primeramente en e cerdo donante,
se hacia la cirugia de extraccion completa del 6rgano (higado) bajo la técnica de
diseccion y perfusion, e cual se preservaba con solucion de Wisconsin en una
temperaturaentre 0 a4° C. Tras 3 horas de isquemiafriadel érgano en el grupo control,
0 24 horas en los grupos A y B, € higado era trasplantado en el cerdo receptor en
posicion ortotépica sobre la técnica clasica sin by-pass. Siendo que, en la fase de
revascularizacion portal hepética se administraba por via portal, suero fisiolégico
(Grupo A) o PGE1 (Grupo B) durante 90 minutos. A medida que transcurria el estudio,
se intercalaban los grupos a cada experimento para que no hubiera influencia en los
resultados atribuibles a curva de aprendizaje.

Durante la cirugia del cerdo receptor y en las 24 horas siguientes del
postoperatorio, se verificaron los pardmetros hemodinamicos regiona y sistémico, se
obtuvieron las muestras de sangre para andlisis bioquimica, las biopsias hepaticas para
el estudio histolégico y la cuantificacion de la produccion de bilis para la valoracion de
la sintesis hepdtica. Mediante estos pardmetros, se valord y estratificd precozmente el
grado de la Lesion de Isquemia Reperfusion (LIR) y la funcidn hepatica, posibilitando
analizar €l posible efecto beneficioso de la Prostaglandina E1 y los efectos sobre la

hemodinamica sistémicay regional hepatica.
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5.4- Parametros analizados en el estudio para valorar la LIR y la

tolerancia hemodinamica a la medicacion (PGE1)

5.4.1- CUANTIFICACION DE LA LIR

A)- Marcadores de L esién Hepatocelular

- AST/ALT/LDH: son los pardmetros maés clésicos para la determinacion de la
lesién celular hepédtica, pues su presenciaen el plasmaindicacitolisis de los hepatocitos.
La determinacion de la concentracion catalitica de aspartato / alanina aminotransferasa
circulante constituye una indicacion de lesion hepatocelular. A la vez existe una
importante relacion de linealidad entre sus valores en plasmay €l grado de lesiéon. Los
indicadores de citdlisis, representados por las transaminasas (ALT y AST) y por la
l&ctico dehidrogenasa (LDH), se elevan de modo précticamente inmediato tras el
desclampaje de la vena porta y la subsiguiente reperfusion. El pico méximo de estos
marcadores se alcanza entre €l primero y €l segundo dia del postoperatorio, tendiendo a

normalizarse en el curso de la primera semana (10).

B)- Marcador de Lesion Endotelial

- Ac. Hialurdnico (clearance): Esta molécula corresponde a un
glicosaminoglicano de elevado peso molecular, especificamente depurado en las Células
Endoteliales Sinusoidales (CES), mediante endocitosis y degradacion, siendo sus
valores inversamente proporcionales ala actividad sinusoidal.

Es posiblemente el método de evaluacion bioquimica de lesion endotelial méas

utilizado. El comportamiento de esta molécula asi como de la cretinquinasa-BB ha sido
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ampliamente estudiado por Dr. Ramon Marti, con motivo de su tesis (dirigida por la
Dra. Seguray € Dr. Margarit) (20). Mediante un modelo de trasplante hepético porcino
se estudio su comportamiento en funcién de diversos tiempos de isquemia fria 'y de
diversas soluciones de preservacion (Collins vs Wisconsin), validando dicho marcador

como determinante de funcion endotelial .

C)- Marcador Inflamatorioen laLIR:

- B-Galactosidasa (Gal): es una glicohidrolasa que predomina en los lisosomas
liberados durante la muerte 0 en la activacion de las células de Kupffer. Ha sido
propuesta como un mediador inflamatorio especifico en la lesién de isquemia
reperfusion en trasplante hepatico, ya que su liberacion representa un evento precoz en
la cascada de la lesion de reperfusion.

En la LIR, € agotamiento del ATP, durante la fase de isquemia, conduce a
inactivacion de la bomba sodio-potasio, pérdida del gradiente electrolitico, edema
celular y afluencia de calcio hacia €l interior de la célula. Las fosfolipasas implicadas en
la lesion mediada por calcio, provienen en gran parte de las células endoteliales y de
Kupffer en la fase de isquemia. Las células de Kupffer representan de 80 a 90% de los
macréfagos del cuerpo y tienen un enorme potencial para liberar mediadores
inflamatorios y lisosomas. En presencia de isquemia, la activacion o lesion de las
células de kupffer representa uno de los eventos primarios en la cascada de la LIR que
genera la liberacion de lisosomas, los cuales contienen en su interior la enzima B-
Galactosidasa. Por lo tanto, tras la fase de reperfusion del injerto en la presencia de la
isqguemia tisular previa, las células de Kupffer sirven como fuente primaria en la

elevacion de los niveles de (Gal).
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Por e hecho de preceder a dafio hepatocelular, la (Gal) es un marcador méas
sensible y precoz que las transaminasas, demostrando una subida mas répida de sus
niveles en las primeras horas del trasplante, llegando a punto méximo en las 5 horas
tras la reperfusion del injerto y que suele normalizarse por completo en las 48 horas de
postoperatorio. Una elevacion rgpida de los niveles de B-galactosidasa se relaciona con

una funcion hepética deficiente y una LIR severa (2).

5.4.2- PARAMETROS DE SINTESISHEPATICA

- Bilirrubina total: Es un pardmetro que valora la funcion hepatica por la
depuracion de la bilirrubina indirecta, sin embargo, a condicion de que no haya
obstruccion biliar o lesion canalicular por rechazo.

En lo que se refiere a los indices plasméticos de colestasis, los niveles de
bilirrubina total y directa tienden a subir sdlo después de las 12-24 horas del
postoperatorio, y siguen aumentando en practicamente todos los pacientes, si bien con
cierto grado de variabilidad entre individuos, para retornar a la normalidad en el curso
de la tercera semana del transplante (2). Por |o tanto, los niveles de bilirrubina total son

proporcionales alagravedad delaLIR y a grado de disfuncion del higado.

- Tiempo de Protrombina (TP): es un de las pruebas mas utilizadas para

cuantificar la capacidad de sintesis hepética. Unalesion IR severallevard aniveles bajos

de TP en las primeras horas post-trasplante.

- Factor V: esun de los factores de coagulacion producido en el higado de gran

importancia en e estudio propuesto, pues para vaorar la sintesis hepética en un
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pequefio intervalo de tiempo es més fiable y sensible que € tiempo de protrombina

(tiempo de Quick).

-Produccién de bilis: Cuantificar el volumen de bilis producido en e higado
implantado, por medio de un tutor conectado a un colector, es un método sencillo de
bajo coste y ademés un excelente pardmetro para la evaluacion de la funcion de sintesis

hepética.

5.4.3- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

En e Estudio, fueron planteadas para € andisis histologico la obtencion de
biopsias hepaticas en tres fases del experimento en €l receptor:

- 13 Momento antes de implantar €l érgano (Fase A);

- 29 Trasfinalizar el tratamiento con PGEL (Fase R2);

- 33 En el momento del fallecimiento del animal.

- Hematoxilina-eosina: Se cuantificd la LIR por una escaa de lesion
histopatologica. A cada biopsia hepética se graduaba la LIR por la verificaciéon de 5
parametros: la presencia de polimorfonucleares, vacuolizacion, dilatacién sinusoidal,
congestion sinusoidal y apoptosis. A cada uno de los pardmetros, la graduacion variaba
de 0 a3 puntos. 0 —ausencia, 1 — Leve (menos de 33% de afectacion), 2 — moderado (de
33 a66% del campo afectado) y 3 — severo (més de 66% de afectacidn). Esta escala fue
ampliada afiadiendo la presencia de necrosis celular, asignando 5 puntos para necrosis

leve, 10 puntos para moderaday 20 para necrosis severa (25).

63



Material y Métodos

Parametros Graduacion
Presencia de polimorfonucleares 0 a3 puntos
Dilatacion sinusoidal 0 a3 puntos

Congestion sinusoidal 0 a 3 puntos

Vacuolizacion 0 a3 puntos

Apoptosis 0 a3 puntos

Necrosis 0, 5, 10 0 20 puntos

Tabla5.1 - Pardmetros utilizados parala graduacion dela lesion
Histol 6gica.

5.4.4- ESTUDIO HEMODINAMICO

- Hemodinamica Regional (hepética): La determinacion de los flujos
sanguineos intraoperatoriamente y de forma incruenta de la vena Porta y arteria
Hepatica, por medio del aparato CardioMed Flowmeter, mediante el principio del
Tiempo de transito, nos permitié determinar 1os cambios hemodinamicos hepéticos en
la presencia de la LIR, incluyendo también las posibles ateraciones hemodinamica por
el uso delaPGEL.

Tal y como se ha descrito con anterioridad, la lesion de preservacion tiene su
maxima expresion a nivel del sinusoide hepético mediante la afectacion de las cdlulas y
de su arquitectura. Estos cambios microestructurales implican una desestructuracién del
sistema sinusoidal, que provoca una mayor dificultad paralacirculacion adicho nivel y
gue se traduce en un incremento de las resistencias al flujo portal y arteria, y
consecuentemente una disminucion de la perfusion del injerto, [legando en ocasiones a

denominado non reflow/reflow paradox.
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Figura 5.9 -Medidor de flujo.

Existen numerosos estudios donde se pone de manifiesto la estrecha relacion
entre el grado de lesion endotelial y la supervivenciadel injerto (21). Incluso en trabajos
(tanto experimentales como clinicos) se demuestra como la microperfusion del injerto
se correlaciona de forma inequivoca con la supervivencia del mismo, llegando a
determinar un cut - off a partir del cual € fracaso del higado es inevitable (22, 23).
Todos estos cambios a nivel de la microcirculacion se pueden igualmente objetivar
analizando la hemodinamica hepética en la fase peroperatoria, y de esta forma
establecer un patrén de comportamiento, tras la lesion de isquemia-reperfusiéon, con
carécter prondstico.

A partir de los registros hemodinamicos, se ha intentado establecer un patrén de
comportamiento gque se correlacionara posteriormente con la funcién del injerto, tanto
clinica como analiticamente. Los resultados iniciales (C.Margarit y Cols. 1999) (24)
apuntan a una disminucién significativa de la perfusion del injerto, especialmente del
flujo portal, en aquellos casos que presentaron una lesion de preservacion moderada-

severa
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- Hemodindmica Sistémica: En las mismas fases en que se verifica la
hemodinamica regional, también se valoran las condiciones cardiovasculares, midiendo
la Presion Arterial (PA), Presion venosa Central (PVC) y Frecuencia Cardiaca (FC).
Con estas mediciones sistémicas, €l gran objetivo es comprobar la seguridad del
tratamiento de la LIR con la PGE1 en dosis plenas por via portal, sin que haya
alteraciones en la hemodinamica sistémica

Seguin algunos trabajos publicados, €l uso de la PGE1 por via portal en dosis
plenas, no genera ningln cambio en la hemodindmica sistémica. Esto se debe por el
metabolismo de laPGEL en el higado y pulmén. En un trabajo hecho en ratas propuesto
por S. Kawachi y cols, se comprob6 la eficacia del higado en la depuracion de la PGEL
por via portal, siendo que 89 a 95% de la dosis total fue eliminada en el primer paso por
el higado. Lo restante se depurd en € pulmon. En otro estudio experimenta porcino,
valorando € efecto hemodinamico regional por € uso de la PGEL, realizado por este
mismo grupo de investigadores, se demostrd que el uso de PGEL por via portal llevaa
un aumento significativo del flujo arterial hepético y consecuentemente a un incremento
de la perfusion tisular. Se supone que esta mejora se debe principamente a la
disminucion de la resistencia vascular en la microcirculacion hepatica, tanto por el
tratamiento dela LIR con PGE1, como por el efecto vasodilatador de lamedicacion (1).

En resumen, con el estudio hemodindmico, se pretende valorar los efectos de la
LIR sobre la hemodindmica sistémica y regiona hepética, evaluando también los
cambios hemodinamicos producidos debido a uso de la prostaglandina tipo E1 en el

tratamiento delaLIR en el higado implantado.
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5.4.5 VARIABLESATRIBUIBLESA LA INTERVENCION QUIRURGICA

En este experimento, incluimos como variante relacionada con la cirugia, €l
tiempo de la fase anhepéticay el tiempo de intervencion quirargica. Por € hecho de la
técnica quirlrgica estar bien establecida, la cual siempre se gecuta la misma, no hay

otras variables.

- Tiempo de la fase Anhepética: mantiene relaciéon con e control
hemodinamico del animal inmediatamente después de la reperfusion hepatica, debido a
la reduccion del retorno venoso portal y sistémico, por el clampaje de las venas porta y
cavaen e momento del implante del higado. Cuanto més largo es el tiempo de esta fase,
mayor sera € periodo de hipotension tras la reperfusion hepética, repercutiendo

consecuentemente en la hemodinamicaregional y en el desarrollo delaLIR.

- Tiempo de Intervencion Quirurgica: puede influir en los valores de los

marcadores de |esién hepética, principa mente en los menos especificos.
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5.5~ Metodologia delarecogida de muestrasy deter minaciones

5.5.1- FASES DEL EXPERIMENTO

El experimento se divide en 6 fases:

Fase D1 o Basal: a finalizar ladiseccion del hilio hepético.
En esta fase, Unicamente se ha anatomizado € hilio hepatico, es decir, se ha
expuesto la vena porta y la arteria hepética, sin otras maniobras quirdrgicas que puedan

artefactar la situacion basal del experimento.

Fase A: Corresponde a la fase anhepatica, iniciandose en e momento del
clampaje de las venas suprahepaticas, cavainfrahepéticay porta.

Una vez finalizada la diseccion del hilio hepético, venas suprahepaticas y cava,
se seccionan los ligamentos hepaticos y se liga la arteria hepética, procediendo a la
hepatectomia (inicio de la fase anhepatica). Esta fase tiene como término la
revascularizacion portal del injerto. En esta fase, en una palangana se perfunde €l injerto
con 500ml de Ringer Lactato a temperatura ambiente para barrer la solucion de

Wisconsin.

Fase R1 o Post-revascularizacion Inmediata: Se inicia tras la
revascularizacion portal del injerto.

Finalizadas las anastomosis de la cava con las venas suprahepaticas y la
anastomosis portal, se retiran los clamps de las venas suprahepaticas y porta, iniciando
larevascularizacion del injerto (inicio de lafase R1). En todala extension de esta fase,

de duracion de 90 min, se administra PGE1 (0,15ug/kg/min) por via portal en los
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experimentos del Grupo B y suero fisioldgico en los animales del Grupo A.

Fase R2: empieza alos 90 minutos de lareperfusion portal.
Esta fase coincide con la etapa final del trasplante 'y con el término del uso de la

Prostaglandina E1 por via portal, préacticamente antes de cerrar lalaparotomia.

Fase R5: Corresponde alas 5 horas tras la reperfusion del injerto.

En las primeras horas de postoperatorio inmediato, se corrigen los desequilibrios
metabdlicos, electroliticos, acido-basico y se mantiene el control hemodindmico. Se
evalUa la funcién pulmonar del animal, mediante control clinico y gasométrico, para
valorar la posibilidad de extubacion. En caso que no sea posible, debido a la
inestabilidad hemodindmica o0 a problemas respiratorios, se deja €l animal intubado

sobre efecto de sedacion general .

Fase R24: representa las 24 horas tras la reperfusion del injerto (1° dia de
postoperatorio). En esta fase es donde se saca la Ultima muestra de sangre y biopsia
hepética, y cuando se realiza la cuarta determinacién hemodinamica. En seguida, se

sacrifica el animal bajo anestesia general.
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69



Materia y Métodos

5.5.2- PROTOCOLO DE RECOGIDA DE MUESTRAS Y DETERMINACIONES

L as determinaciones hemodinamicas, muestras sanguineas e histol 6gicas son

recogidas en diferentes fases del trasplante en €l receptor.

Respecto alas muestras sanguinesas:

- En latotalidad se recoge 5 muestras de sangre, 4 por via arterial sistémicay 1

por las venas suprahepaticas.

En relacién alas biopsias hepéticas:

- Se redlizan 3 biopsias hepaticas, la primera en la fase A, la segunda en el
periodo R2 y la Ultima biopsia en la fase R24 0 en e momento del fallecimiento del

animal.

Sobre |as determinaciones:

- Se cuantifica la produccion de bilis (ml/h) en dos periodos. Primero, se
cuantifica e volumen de bilis producida durante los 90 minutos de administracion de
'prostaglandi na E1 (Fase 1). Seguidamente, se determina la produccion de bilis durante
el periodo situado entre lafase R2 hasta el fallecimiento del animal (Fase 2);

- Se verifican los parametros hemodindmicos sistémicos y regional hepatico

(flujo arterial y portal hepético) en lasfasesD1, R1, R2y R24.
Fase D1: Muestras Basales. Se recoge en el momento de la diseccion hepatica

una muestra de sangre via arterial sistémica para bioquimica general, coagulacion y

marcadores especificos de lesion hepatica. Se verifican datos hemodinamicos sistémicos
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y regional hepético en el momento que se acaba la diseccion del hilio hepético (Estudio

Hemodinamico D1).

Fase A: En e momento en que se lava el injerto con una perfusion de 500ml de
Ringer Lactato a temperatura ambiente, se realiza la primera biopsia hepética, la cual es

almacenada en frasco con formalinaa 10%.

Fase R1: Tras lareperfusion portal del injerto, se extrae la sangre de las venas
suprahepéticas. Es la Unica vez en que se obtiene sangre por esta via, pues en esta fase,
los marcadores de lesidén hepatica se encuentran en una mayor concentracion en las
venas suprahepaticas en comparacion con la sangre de la via arterial sistémica. En las
demas fases, los marcadores ya estan mezclados en la sangre, hasta el punto de no haber
diferencias entre las vias de obtencion de muestras sanguineas.

En esta fase, para una posterior cuantificacion de bilis en lafase R2, se introduce
en laviabiliar un tutor conectado a un reservorio.

Tras laanastomosis arteria se verifican los pardmetros hemodinamico regional y

sistémico (Estudio Hemodinamico R1).

Fase R2: Trasel término del uso de la medicacion por via portal (PGEL o suero
fisiol6gico):

Se determinan los valores hemodinamicos sistémicos y regiona (Estudio
Hemodinamico R2);

Se cuantifica la produccion de bilis (mi/h) producida desde el momento de la
revascularizacion del injerto, o sea, se determina el volumen de bilis excretado durante

el periodo de administracion de la medicacion por via portal (Fase 1);
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Se extraen una muestra de sangre arterial sistémica y la segunda biopsia

hepatica.

Fase R5: Obtencion de una muestra de sangre.

Fase R24: Se gecuta una laparotomia para verificar las determinaciones
hemodinamicas (Estudio Hemodinamico R24). En la secuencia se toma la dltima
muestra sanguinea, la tercera biopsia hepatica y se determina la cantidad de bilis
producida desde lafase R2.

Al final, se sacrifica el animal con una sobredosis de tiobarbital y cloruro de

potasio.

Si el animal fallece antes de completar |as 24 horas de postoperatorio:

Se redliza la laparotomia exploradora, se extrae la tercera biopsia hepaticay se
cuantifica la produccién de bilis formada desde la fase R2 hasta el momento del

fallecimiento.
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5.3- PROCESAMIENTO DE LASMUESTRAS DE SANGRE Y BIOPSIAS

Para la obtencién de cada muestra de sangre se extraen 10ml (4,5ml paralos
tubos con EDTA, 2,5 ml paralos tubos con citrato y 3ml paralos tubos con heparinaL).
L os tubos son centrifugados a una velocidad de 4000 ciclos, durante 10min a 4°C. En
seguida, las muestras son procesadas en alicotas de 0,4ml en tubos eppendorf,
debidamente codificados y congelados a—80°C.

Con respecto a las biopsias hepdticas, estas son almacenadas en botes de 100ml

con formalina a 10%.

Figura 5.10 — Materiales necesarios para procesar |as muestras sanguineas.
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Figura5.11 - Centrifuga.
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5.6- PROCEDIMIENTO ANESTESICO

5.6.1- Donante

Se considera suficiente la privacion de alimento, no de agua, en las 24 horas
previas a la anestesia para evitar las complicaciones asociadas a un estdmago lleno y

parafacilitar el procedimiento quirdrgico.

SEDACION (Premedicacion)

Para la sedacién, se administra por viaintra-muscular:
- Ketamina 50: 20 a 30mg/kg;
- Xilacina 2 mg/kg;

- Atropina 0,03 mg/kg

Tras 15 minutos de la sedacion, los animales son lavados con agua templada y
depositados en la mesa quirdrgica que ha sido previamente calentada mediante una
manta eléctrica. Se colocan en posicion de decubito prono o esternal y se procede a
preoxigenacion a través de mascarilla. Con el animal adecuadamente sedado por la
premedicacion descrita, se procede a la canulacion de una via venosa en la orgja que
utilizamos tanto para la administracion de farmacos como para la fluidoterapia per y
postoperatoria. Se coloca € aparato de electrocardiografia con tres electrodos
precordiales y la terminal de pulsioximetro en la cola del animal. Se administran la
induccion anestésica con Propofol 3mg/kg (bolus) a través de la vena auricular. Tras

comprobar la disminucién del reflejo palpebral se procede a la intubacién endotragqueal .
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TECNICA DE INTUBACION ENDOTRAQUEAL

Se abre la cavidad oral mediante dos tiras de vendas, sujetando una a la
mandibula superior y otra la mandibula inferior y manteniendo € cuello en
hiperextension. En esta posicion y bajo vision directa se colocala pala del laringoscopio
sobre la mandibula inferior, encima de la lengua, y se hace progresar hasta conseguir
calzar la epiglotis con e extremo distal de la pala. Se visualiza, entonces, la glotis en la
que introducimos € tubo con fiador dirigido hacia abajo. Cuando notamos que €l
extremo del tubo se enfrenta, directamente, a suelo de la laringe lo rotamos 180° hacia
arriba, intentando seguir la curvatura traqueal. Se avanza el tubo y se hincha el balén
con 5 cm de aire. Una vez asegurado el control de la via aérea se inicia la ventilacion

mecanica

VENTILACION MECANICA

Se conecta al respirador con un volumen de 12mi/kg con el oxigeno a 50% con
una Frecuencia Respiratoria (FR) de 13-15 irpm, manteniendo la oximetria de pulso en

100%.

MANTENIMIENTO ANESTESICO

- FENTANILO: 11,5 (+/-3) ug/Kg/hr en bomba de perfusion;
- PROPOFOL : 10 (+/-3) mg/Kg/hr en bomba de perfusion;

- CRISTALOIDES: 13 ml/Kg/h calentados a 39 °C.
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CONTROL ANESTESICO

Se efectlia a través de la monitorizacion de los siguientes parametros:

- Saturacion de Oxigeno (StO2) através de la oximetria de pul so;

- ECG;

- Frecuencia Cardiaca (FC);

- Presiéon Venosa Central (PV C) por cateterizacion de vena yugular externa D;

- Presion Arterial Continua mediante catéter en la arteria car6tida comin derecha;

- Temperatura (T°C).

Finalizada |la diseccion, se extrae 1 bolsa de sangre para la cirugia del receptor,
en seguida se administra Heparina Na 3mg/kg EV antes de colocar las canulas en la

arteria Aortay vena Porta para proceder la perfusion del higado con Wisconsin.

5.6.2- Receptor

Se dgja en ayunas sin restriccion de agua por 24 horas previas a la anestesia. En
la sedacion, la premedicacion es la misma utilizada en el donante. Sin embargo, para
gue no haya interferencia en los resultados por contaminacion bacteriana inadvertida, se
administra antibiotico profilactico, 1g de Augmentine 30minutos antes de la cirugia y
1g al final de intervencion.

Las fases de induccion, intubacién, monitorizacion y mantenimiento anestésico
son idénticas a las practicadas en el donante. Salvo que, en € control anestésico se
incluyen la monitorizacion del equilibrio &cido basico, electrolitico y del hematocrito

por gasometrias arteriales seriadas en 3 fases de la cirugia:
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- Traslos 5 minutos de clampaje portal (Fase Anhepatica);
- Traslareperfusion portal del higado;

- Al fina delaintervencion.

Para el mantenimiento de la volemia se instala solucion cristaloide a un volumen
de 13ml/kg/h més las pérdidas operatorias. En la fase anhepética, debido a clampaje
venoso central y portal ocurre una disminucion del retorno venoso, de manera que, para
mantener la Presion Arterial Media (PAM) entre 45 - 55mmHg, se administra 500ml de
coloide. En este periodo, se suspende las drogas anestésicas de mantenimiento hasta el
momento del desclampaje para el restablecimiento del retorno venoso portal.

Tras el desclampaje, se corrige el equilibrio &cido bésico con bicarbonato sodico
1/6 molar conforme gasometria. Al final del procedimiento quirdrgico, se efectla la
correccion electrolitica 'y se suspenden los farmacos intravenosos. Cuando la situacion
hemodinamica lo permite, se comprueba la eficacia de la ventilacién espontanea,
garantizando siempre el aporte de oxigeno conforme las necesidades del animal. Se
extuba la trdguea, cuando el animal mantiene la saturacién de oxigeno por encima de
90%. Se aplica la analgesia con Buprenorfina 0,3mg a cada 12 horas por via
intramuscular. Se mantiene una fluidoterapia por 8 horas en el postoperatorio con suero
fisiologico y suero glucosado a 10%. Se controla e volumen infundido conforme la
PVC y volumen de diuresis. Finalmente, se deposita el animal en las cestas que se han

acondicionado en las jaulas del animalario.
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5.7- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

5.7.1- Donante

Tras la preparacion del campo operatorio con soluciéon de povidona yodada y
entallado, se practica una incision laterocervical derecha, con diseccion y canalizacion
de la vena yugular externa, para infusion de liquidos, medicacion anestésica y
monitorizacion de la PV C. Se diseca la arteria car6tida comun derecha para verificar la
presion arterial continua.

Por medio de laparotomia xifopubica, se explora la cavidad para descartar
posibles anomalias. Se aborda |la aorta por encima de la bifurcacion iliaca, rodeandola
con unacinta. A continuacion se anatomiza la vena cava inferior infrahepatica (V CIH),
reconociendo ambas venas renales. Se diseca la vena renal izquierda y la arteria
mesentérica superior, poniendo una ligadura 0 como reparo. Se secciona el peritoneo del
hilio hepético reconociendo la via biliar principal que se seccionay liga distalmente. Se
identifican las ramas arterial es hepaticas, seccionando €l epiplén menor, accediendo ala
transcavidad de los epiplones. Se identifica la arteria coronaria y gastroduodenal, que
son seccionadas entre ligaduras. Se identifica la arteria hepatica comun, prosiguiendo la
diseccion hasta el tronco celiaco. Se anatomiza la vena porta, que es disecada hasta la
confluencia con la vena esplénica. En este momento, se prosigue la diseccion de la
arteria hepatica, ligando las pequefias colaterales. Se identifica la arteria esplénica, que
es seccionada entre ligaduras. Se visualizala aorta abdominal supraceliaca por medio de
la seccion del tabique entre los pilares diafragméticos. Se secciona € diafragma
subxifoideo para acceder al torax, anatomizando la aorta descendente que se rodea con

una cinta. Se identifica @ tronco celiaco en su insercion adrtica. A continuacion se
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seccionan los ligamentos coronarios y triangulares hepéticos asi como la fina lamina
conjuntiva retrohepatica, anatomizando las venas suprahepéticas. Se abre la vesicula
biliar para dar salida a su contenido y se lava con suero fisiolégico. En este momento se
hepariniza al animal y se insertan las canulas en la aorta suprailiaca y en la porta. Se
procede al clampaje de la aorta toracica, iniciando la perfusion y seccionando la vena
cava inferior suprahepética (VCIS), que drena € injerto. Se liga la arteria mesentérica
superior. Se seccionalavena porta en su bifurcacion con lavena esplénica. Se inunda el
campo con hielo picado y se observa la correcta perfusion del higado, tomando
precauciones para que no se torsione ningun segmento. Una vez perfundido el higado
(1 litro de solucién de preservacion de Wisconsin por aortay 1 litro por vena porta), se
secciona la aorta torécica, prosiguiendo su diseccién en sentido caudal hasta sobrepasar
el tronco celiaco. En este punto, la aorta es seccionada nuevamente, obteniendo un patch
adrtico. Se secciona la VCIH por encima de la vena renal izquierda. Se secciona €l
diafragma alrededor de la VCIS obteniendo en injerto, el cual es colocado en una batea
con 1 litro de solucion de preservacion en una bolsa intestinal, envuelta por otra bolsa

con 500ml suero fisioldgico frio (0 a4°C), sobre un lecho de hielo picado.

CIRUGIA DE BANCO

Se procede a la inspeccién del 6rgano, resecando las porciones de diafragma
adherida ala VCIS. Se recorta ésta a nivel de su insercién diafragmatica, consiguiendo
un calibre adecuado. Se identifica las venas diafragméticas que son ligadas con seda 3-
0. Se inspecciona la vena porta y se identifica la vena pancredtica, una de las ramas
portales, y se cateteriza con un abbocath para la administracion de la PGE1 o placebo

durante la fase de reperfusion hepatica en el receptor. Se revisa € injerto arterial,
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liberdndolo de adherencias. Se comprueba la estanqueidad del sistema inyectando, con
un Abbocath 16G, liquido de preservacion a través del orificio adrtico. Se cierran las
dos bolsas de aislamiento e introduce € injerto en una maleta isotérmica con hielo
picado. Se lleva la maleta con € injerto a una camara fria a 4°C, donde se mantiene

almacenado durante 24 horas.

5.7.2- Receptor

Tras la preparacion del campo operatorio con soluciéon de povidona yodada y
entallado, la intervencion comienza con una incision cervical derecha anatomizando la
vena yugular externa que es canalizada con un venocath 16 y la arteria carétida comin
derecha, que también es canalizada para registro de presion arterial. Se realiza una
laparotomia xifo-umbilical, explorando la cavidad para descartar anomalias. Se
anatomiza la VCIH por encima de la venarenal izquierda que es visualizada. Se aborda
el hilio hepatico identificando la via biliar. Se secciona entre ligaduras e conducto
cistico y el hepatico comun. Se prosigue la diseccién de la arteria hepatica propia hasta
llegar en la arteria gastroduodenal. En la secuencia se diseca la arteria hepética
izquierda encontrando la arteria coronaria que se secciona. Se anatomiza la vena porta
hasta su confluencia con la vena esplénica. Se seccionan entre ligaduras las colaterales
venosas pancredtica y la vena coronaria. Se readliza la determinacion de la
hemodindmica genera y de los flujos de la arteria hepatica y vena porta en condiciones
basales por medio del sistema CardioMed. En este momento, se saca una muestra de
sangre arterial basal (10cc, Fase D1). A continuacion se secciona los ligamentos

suspensorios y la lamina retrohepatica anatomizando las venas suprahepaticas. Se retira
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el 6rgano de la nevera cogiendo la bolsa interior que contiene Wisconsin y se deposita
en una batea, 1o cual se realiza una biopsia hepética (12 Biopsia- fase A) y se procede a
lavado del injerto con 500 ml de Ringer Lactato a temperatura ambiente. Con € injerto
preparado para el implante, se completa la hepatectomia en el receptor. Las ramas de la
arteria hepética propia son ligadas proximas a la placa hiliar. Se procede al clampaje de
la vena porta, vena cava infrahepética y vena cava suprahepatica, seccionando |os vasos
y obteniendo la pieza de hepatectomia. Se inicia la anastomosis de la VCIS del injerto
con las venas suprahepaticas del receptor, a través de una sutura continua con prolene
4-0. Finalizada esta, se redliza la anastomosis continua de la vena porta con prolene 6-0.
Se clampa la VCIH del injerto y se desclampan la vena porta y la cava suprahepatica
reperfundiendo el higado, finalizando la fase anhepética (entre 20-25 min). Al mismo
tiempo, cuando se efectlia el desclampaje portal, se administra PGE1 (0,1ug/kg/min) o
placebo por via portal mediante el catéter colocado en cirugia de banco en e 6rgano del
donante. Se obtiene una muestra de sangre (10cc) de las venas suprahepéticas (Muestra
sanguinea — fase R1). Posteriormente, se anastomosa la vena cava infrahepética con
sutura continua de Prolene 5-0 y se procede a su desclampaje. En seguida, se canalizala
via biliar con un tutor para cuantificar la produccion de bilis (ml/h) en un contenedor
cerrado. A continuacidn, se confecciona la anastomosis arterial con sutura continua de
prolene 7-0 entre el patch de la arteria esplénica con el tronco celiaco (injerto), con €l
patch de la arterial gastroduodenal con la arteria hepética propia del receptor. Una vez
finalizada la anastomosis se retira el clamp, obteniendo la revascularizacion arterial. En
esta fase (Fase R1), se miden los flujos arterial y portal juntamente con una
hemodinamica general. Se mantiene la |aparotomia abierta hasta que termine el periodo
de 90 minutos tras la reperfusiéon portal, que corresponde el término de la fase R1 y

inicio delafase R2, momento en € cual serealizan:
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- Determinacion de la hemodinamica general y flujos portal y arterial;

- Obtencién de muestra de sangre arterial (10cc);

- Una biopsia hepética (22 biopsia Hepética — Fase R2);

- Cuantificacion de la produccion de bilis (ml/h).

Finalmente, se revisala hemostasiay cierre de la laparotomia, procediendo a la
reanimacion del animal, corrigiendo desequilibrios &cidos-basicos, electraliticos,
glucemiay control hemodinamico.

Tras las 5 horas de reperfusién portal (Fase R5), se saca una muestra sanguinea
arterial (10cc). Con €l control clinico del animal, cuando es posible, se procede a su
estabulacion controlada hasta e dia siguiente, en e que se inspecciona la cavidad
abdominal y se readlizan: €l estudio hemodinamico, la cuantificacién de bilis (en mi/h)
entre las fases R2 — R24, obtencion de una muestra sanguinea arterial y una biopsia
hepatica. Si en la evolucion del postoperatorio el animal muere antes de completar las
24h tras la reperfusion del injerto, se obtiene una biopsia hepéticay se mide la cantidad
de bilis producida entre la fase R2 hasta el fallecimiento. Los experimentos seran
realizados por orden aleatorio con el fin de evitar sesgos atribuibles a curvas de

aprendizaje.
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5.8- Metodologia estadistica

El andlisis estadistico se ha redizado mediante € paquete estadistico SAS
V8(2). Losvaores Pinferiores a 0,05 han sido considerados significativos.

Se han estudiado las variables cuantitativas a través de pruebas no paramétricas
dado € numero escaso de la muestra. Asi, para la comparacion de dos grupos
independientes se ha utilizado €l test de Wilcoxon-Mann-Whitney, mientras que parala
comparacion de datos dependientes (por € emplo, dentro de un mismo grupo) se ha

utilizado el test de Wilcoxon para medidas repetidas.
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6.1- Caracteristicasdela poblacion de estudio

En relacion a la poblacion del estudio, para € desarrollo de los experimentos,
fueron escogidos tanto para el donante como para el receptor, hembras sanas de 30-35
Kg, estabuladas en condiciones controladas, de una mezcla entre las razas Largewhitex

y Landrace.

Entre el mes de abril/2003 a finales de diciembre/2003, hemos completado 27
experimentos, totalizando 54 cerdos. Los primeros 3 trasplantes se destinaron a poner a
punto la técnica quirdrgica y anestésica (curva de aprendizaje). Los experimentos que
presentaron complicaciones fueron desechados, para que no hubiera alguna influencia
en los resultados. Se excluyeron 6 experimentos, 1 por fallo anestésico y otros 5 por

complicaciones técnicas (quirdrgicas).

Resumiendo, totalizaron 18 trasplantes hepaticos porcinos vaidos (n = 18). Se
administr6 PGE1 por via portal en la fase de revascularizacion hepética en 7
experimentos (Grupo B). En otros 7 animales, se puso suero fisioldgico por via portal
(Grupo A), y en 4 experimentos, € trasplante hepatico fue hecho con tiempo de

isguemia fria de apenas 3 horas, sin uso de medicacion por via portal (Grupo control).
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Tiempo de Isquemia

Grupos N Uso de PGE1 Fria
Grupo A N=7 Sin uso de PGE1 24 Horas
Grupo B N=7 Con uso de PGE1 24 Horas

Grupo Control N=4 Sin uso de PGE1 3 horas

6.2- Caracteristicas delos grupos

En relacién al procedimiento quirdrgico, no se evidenciaron complicaciones
quirdrgicas o anestésicas en los experimentos considerados vélidos. La técnica de
extraccion del injerto e implante del higado fue la misma en todos los experimentos.
Salvo que, en los tres primeros experimentos (n = 3), en € receptor, la anastomosis
biliar se hizo con una asa yeyunal, y en los demas (n = 15), se puso un tutor en la via
biliar conectado a un colector para medir la produccion de bilis en las fases
peroperatoriay postoperatoria.

Analizando €l tiempo de intervencion quirargicay e tiempo de fase anhepatica
en e receptor, no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Tablas 6.1 y

6.2).

87



Resultados

CARACTERISTICASDE LA INTERVENCION QUIRURGICA

Grupo N | Media | DE

Grupo Control
TIEMPO DE INT. INTERVENCION (min) | 4 | 210.75 | 11.62
TIEMPO DE FASE ANHEPATICA (min) 4 | 23.00 | 2.16
Grupo A —Sin PGE1
TIEMPO DE INT. INTERVENCION (min) | 7 | 216.43 | 18.86
TIEMPO DE FASE ANHEPATICA (min) | 7 | 24.43 | 315
Grupo B — Con PGE1
TIEMPO DE INT. INTERVENCION (min) | 7 | 219.00 |10.63

TIEMPO DE FASE ANHEPATICA (min) 7 | 2629 | 3.77

Tabla 6.1- Estadisticos descriptivos de |as caracteristicas quirdrgica
delos grupos control A 'y B.

Grupo N [Media |DE P-valor

TIEMPO DE INT. QUIRURGICA
(Minutos)

GrupoA - Sn PGE1
Grupo B - Con PGE1

TIEMPO DE FASE
ANHEPATICA (Minutos)

GrupoA - Sn PGEL1
Grupo B - Con PGE1

7 | 21643 |18.86| 0.6515
7 | 219.00 | 10.63

7 | 2443 | 3.15 | 0.3358
7| 2629 | 3.77

Tabla 6.2- Comparaciéon de las caracteristicas de la intervencién
quirdrgicaentrelos gruposA y B.

*P-valor del test no paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Con respecto a los injertos, todos estos, en los grupos A y B, se mantuvieron
almacenados en camara fria, debidamente crio-preservados alrededor de 24 horas. En
cambio, en € grupo control e tiempo de isquemia fria fue solo de 3 horas. Las biopsias
obtenidas en la fase A, momentos antes de la reperfusion, se mostraron practicamente
con el mismo grado de lesidn de preservacion en los grupos A y B, siendo que, en €l

grupo control se evidencié un menor grado delesion (Tablas 6.3y 6.4).

CARACTERISTICASDEL INJERTO

Grupo N |[Media DE
Grupo - Control
TIEMPO DE ISQUEMIA FRIA(horas) 4 | 294 0.31
BIOPSIA HEPATICA FASE A 4 | 1.25 0.50

Grupo A - Sin PGEL1
TIEMPO DE ISQUEMIA FRIA (horas) 7 | 23.92 0.19
BIOPSIA HEPATICA FASE A 7 | 371 221
Grupo B - Con PGE1
TIEMPO DE ISQUEMIA FRIA(horas) 7 | 24.01 0.55
BIOPSIA HEPATICA FASE A 7 | 3.86 1.35

Tabla 6.3 - Estadisticos descriptivos de las caracteristicas del injerto.

Grupo N | Media | DE P-valor*
TIEMPO DE ISQUEMIA FRIA Horas
Grupo A - Sin PGE1 7 | 23.92 | 019 0.7235
Grupo B - Con PGE1 7 | 2401 | 055
BIOPSIA HEPATICA FASE A
Grupo A - Sin PGE1 7 371 | 221 0.8953
Grupo B - Con PGE1 7 386 | 135

Tabla6.4- Comparacion de las caracteristicas del injerto entre los
gruposA 'y B.
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Por medio de la muestra sanguinea extraida en la fase D1, que corresponde el
término de la diseccion del hilio hepatico, por no haber efecto de la medicacion (PGEL)
en estudio o otras variantes, se pudo evidenciar la igualdad entre los grupos,
comparando las medias de (Bilirrubina Total, AST, ALT, FA, GGT, LDH, Acido

Hialurénico, B-galactosidasa, Factor V y TTP) (Tablas 6.5, 6.6, 6.7 y 6.8).

ANALITICASDE LOSGRUPOSCONTROL, Ay B —(FASE D1)

Grupo Control N Media DE
BILIRRUBINA TOTAL D1 4 0.27 0.09
AST D1 4 52.75 17.29
ALT D1 4 30.50 6.35
FOSFATASA ALCALINA D1 4 121.50 25.72
GGT D1 4 85.75 58.39
LDH D1 4 | 108525 | 233.95
AC. HIALURONICO D1 4 160.25 95.77
B-GALACTOSIDADA D1 4 1.40 0.59
TIEMPO DE PROTROMBINA D1 | 4 154.50 7.94
FACTORYV D1 4 634.75 90.25

Tabla 6.5 — Estudio descriptivo de la analitica del grupo control

(Fase D1).
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Grupo A - Sn PGE1 N Media DE
BILIRRUBINA TOTAL D1 7 0.31 0.09
AST D1 7 57.00 8.10
ALT D1 7 34.00 12.08
FOSFATASA ALCALINA D1 7 126.14 22.84
GGT D1 7 46.57 12.99
LDH D1 7 1135.86 157.82
AC.HIALURONICO D1 7 269.71 130.10
B-GALACTOSIDADA D1 7 1.96 125
TIEMPO DE PROTROMBINA D1 7 173.86 17.63
FACTORYV D1 7 654.14 96.87

Tabla 6.6 - Estudio descriptivo de la analiticadel grupo A - sin PGE1

(Fase D1).

Grupo B —Con PGE1 N | Media DE
BILIRRUBINA TOTAL D1 7 0.26 0.04
AST D1 7 50.14 13.86
ALT D1 7 35.14 9.01
FOSFATASA ALCALINA D1 7 | 126.71 44.48
GGT D1 7 40.00 11.08
LDH D1 7 | 1036.71 139.06
AC.HIALURONICO D1 7 171.57 142.02
B-GALACTOSIDADA D1 7 1.49 0.92
TIEMPO DE PROTROMBINA D1| 7 | 171.29 19.12
FACTORV D1 7 | 718.29 125.85

Tabla 6.7 - Estudio descriptivo de laanaliticadel grupo B - con PGE1

(Fase D1).
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Grupo Media DE P-valor*
BILIRRUBINA TOTAL D1

Sin PGE1 0.31 0.09 0.1215
Con PGE1 0.26 0.04

AST D1

Sin PGE1 57.00 8.10 0.0835
Con PGE1 50.14 13.86

ALT D1

Sin PGE1 34.00 12.08 0.7981
Con PGE1 35.14 9.01
FOSFATASA ALCALINA D1

Sin PGE1 126.14 22.84 0.8983
Con PGE1 126.71 44.48

GGT D1

Sin PGE1 46.57 12.99 0.3363
Con PGE1 40.00 11.08

LDH D1

Sin PGE1 1135.86 | 157.82 0.1599
Con PGE1 1036.71 | 139.06
AC.HIALURONICO D1

Sin PGE1 269.71 | 130.10 0.2013
Con PGE1 171.57 142.02
B-GALACTOSIDADA D1

Sin PGE1 1.96 1.25 0.2217
Con PGE1 1.49 0.92

TIEMPO DE PROTROMBINA D1

Sin PGE1 173.86 17.63 0.6529
Con PGE1 171.29 19.12

FACTORV D1

Sin PGE1 654.14 96.87 0.4057
Con PGE1 718.29 | 125.85

Tabla 6.8 — Comparacion delaanalitica basal (Fase D1) entre los grupos control,

AvyB.

*P-valor del test no paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Con respecto a la muestra sanguinea obtenida en la fase R1, que corresponde el

momento en que empieza la administracion de PGE1 por via portal en la reperfusion

hepética del injerto, comparando las medias de (Bilirrubina Total, AST, ALT, FA,

GGT, LDH, Acido Hialurénico, B-galactosidasa, Factor V y TTP) se demuestra que los

grupo A y B presentan una similitud referente a los marcadores sanguineos de lesion y

funcién hepética. No obstante, €l grupo control presenté una menor alteracion analitica

en este primer momento de la reperfusion hepética (Fase R1) (Tablas 6.9y 6.10).

ANALITICASDE LOSGRUPOSCONTROL, Ay B —(FASE R1)

. Grupo Fase R1
Variable N | Media DE P-valor*
N . Control 4 0.37 0.12
B"ﬁr“bl'”a Grupo A 7 0.32 0.05 N.S
otal . . S,
Grupo B 7 0.24 0.04 0.293
Control 4 164.00 67.72
Fosfatase | Grupo A 7 191.43 63.57 N.S.
Alcalina
Grupo B 7 183.71 42,59 0.8478
Control 4 80.50 46.15
GGT Grupo A 7 114.29 46.55 N.S.
Grupo B 7 102.86 29.88 0.6093
Control 4 137.25 55.41
AST Grupo A 7 234.29 98.16 N.S.
Grupo B 7 258.86 78.12 0.7983
Control 4 29.00 6.48
ALT Grupo A 7 47.29 3.59 N.S.
Grupo B 7 49.00 8.72 1.0000

Tabla 6.9 - Comparaciéon de los niveles de (Bilirrubina total, Fosfatasa Alcalina,

GGT, AST y ALT) enlaFase R1 entre los grupos control, A y B.

*P-valor del test no paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney
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: Grupo Fase R1
Vel N M edia DE P-valor*
Control 4 1163.00 208.87
LDH Grupo A 7 1413.71 179.16 N.S.
Grupo B 7 1432.14 245.26 1.0000
Control 4 748.75 67.03
~AC.  |Grupo A 7 1151.57 430.52 N.S.
Hialuronico
Grupo B 7 1259.14 634.57 0.7015
Control 4 3.73 1.67
B- Grupo A 7 11.17 5.48 N.S.
Galactosidasa | Grupo B 7 11.59 295 0.8983
Control 4 94.80 27.79
Tiempode |GrupoA 7 86.06 11.35 N.S.
Protrombina
Grupo B 7 84.81 17.87 0.6544
Control 4 379.50 147.87
Factor v | CTUPOA 7 288.14 137.22 N.S.
Grupo B 7 233.86 84.08 0.3711
Tabla 6.10 — Comparacion de analiticas (LDH, Ac. Hiauronico, B-

Galactosidasa, Tiempo de Protombina y Factor V) de la Fase R1 entre los grupos

control, Ay B.

*P-valor del test no paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney

Resumiendo, analizando las caracteristicas de la intervencion quirdrgica, la

condicion del higado momentos antes de la reperfusion (Fase A) y las andliticas

sanguineas (Fases D1y R1) hasta el momento de la aplicacion de la variable del estudio

(PGEL por via portal), se verificd que los grupos A y B son semejantes en estos

aspectos, siendo asi coherente las comparaciones en |as fases subsiguientes.
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6.3- AndlisisdelaLIR

A)- MARCADORES DE LESION HEPATOCELULAR

-ASTyALT:

Los valores de transaminasas en la andlitica basa (Fase D1) se mostraron muy
similares en los 3 grupos en estudio.

Analizando los niveles de AST y ALT en la fase de reperfusion hepatica (Fase
R1), tanto en el grupo A como en el grupo B se evidencio € mismo grado de lesion
hepatocelular. No obstante, en €l intervalo de las fases R1 a R2, momento en € cual se
utilizé la PGEL, & grupo B evolucion6 con menores cifras de AST y ALT en
comparacion con el grupo A que no utilizé lamedicacion.

Con €l término de la administracion de PGEL en la fase R2, comparando los
grupos A y B, en €l periodo R5 e grupo B presentd menores cifras de transaminasas
(ALT y AST). El incremento de R2 a R5 fue menor en e grupo B para € marcador
AST, sin embargo parala ALT el incremento fue similar entre los grupos A y B (Fig. 1
y 2).

L as diferencias se mostraron significativas tanto para AST como paraALT en el
intervalo de R1 aR2 (AST - P: 0.0016, ALT - P: 0.0149). En relacion a periodo de R2
a R5, la diferencia fue significativa para la AST (P: 0,0269) y no significativa para la
ALT (P: 0,5).

El Grupo control, en todas las fases tras la reperfusion hepdtica, present6

menores niveles de transaminasas (AST y ALT) (Gréficos 6.1, 6.2y Tablas 6.11 - 6.14).
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Grafico 6.1 - Comparacion de los niveles de AST entre los Grupos Control,

AyB.
: Grupo R1 R2 R5 R24
Variable
Media | DE |[N| Media | DE |N| Media | DE Media | DE
Control | 1| 13795 | 55.4 |4 | 180.25 | 535 |4 | 229.00 |69.4| 4 | 8355 |91.3
AST fr“po 7123429 |981|7| 47414 | 188 | 6| 63250 | 255 | 0| - -
g’r“po 7| 258.86 | 78.1|7| 296.86 |96.7|7 | 346.29 |55.9]| 0 ; -

Tabla 6.11 - Medias de los niveles de AST de los Grupos Control, A y B en las fases

R1, R2, R5y R24.

AST Grupo | N |Incremento vaIP;)r
(Media)
GrupoA | 7 239.86
IFr;tler Vlg'zo 0.0016
- GrupoB | 7 38.00
GrupoA | 7 158.36
pbsliviot 0.0269
- GrupoB | 7 49.43
GrupoA | 7 398.22
o VS'SO 0.0041
- GrupoB | 7 87.43

Tabla 6.12 - Estudio estadistico parala AST.
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Grafico 6.2 - Comparacion delosnivelesde ALT entrelos Grupos Control,

AyB.
. Grupo R1 R2 R5 R24
Variable
Media | DE |N| Media | DE |N| Media | DE Media | DE
Control | 1| 2900 |6.48|4| 3050 |311|4| 3225 |519|4| 61 |9.89
ALT g’r“po 7| 4729 |359|7| 5814 |11.3|6| 66.00 |153| 0 ; ;
gr“po 7| 49.00 |872|7| 4643 |7.93|7| 5247 |121]0| - -

Tabla 6.13 —Mediasdelos nivelesde ALT delos Grupos Control, A y B en las fases
R1, R2, R5y R24.

ALT Grupo | N | Incremento vaIP;)r
(Media)

GrupoA | 7 10.86

o ";"20 0.0149
- GrupoB | 7 -2.57
GrupoA | 7 7.86

by Vlg'ff’ 0.5000
- GrupoB | 7 6.04
GrupoA | 7 18.72

'Stler "S'SO 0.1120
- GrupoB | 7 3.47

Tabla 6.14 - Estudio estadistico paralaALT.
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- LDH:

Con respecto a la enzima LDH, se pudo evidenciar en los grupos A y B una
semejanza de los niveles en e primer momento de la reperfusion del injerto (Fase R1).
No en tanto, el grupo B evoluciond con niveles méas bgjos de LDH en lasfases R2 y R5,
mientras que, € grupo A desarrollé un mayor aumento de sus niveles en la evolucion.
No obstante, el andlisis estadistico se mostré casi significativo en losintervalos de R1 a
R2 (P =0,0626) y de R2 aR5 (P = 0,0668).

El grupo control desarroll6 menores cifras de LDH tanto en las fases iniciales de

la reperfusién hepética como también en los tiempos subsiguientes (Gréafico 6.3, Tablas

6.15Yy 6.16).
Comparacion de los Niveles de LDH entre los Grupos
Control, Ay B
R5
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Grafico 6.3 - Comparacion de los nivelesde LDH entre los Grupos Control,
Ay B.
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Variable Grupo R1 R2 R5 R24
Media | DE |[N| Media | DE Media | DE Media | DE
Control | 11 11630 | 208 |4 | 1437.50 | 387 | 4| 1902.2 | 680 | 4 | 33762 | 216
Grupo 123
LDH |A 7| 14137 | 179 | 7| 2237.29 | 321 | 6| 38063 | ¢~ | O - -
Sr“po 7114321 | 245 | 7| 1868.71 | 251 | 7| 2428.4 | 507 | 0 - -

Tabla 6.15 - Medias de los niveles de LDH de los Grupos Control, A y B en las fases

R1, R2, R5y R24.

L DH Grupo | N | Incremento valP;)r
(Media)
GrupoA | 7 823.59
o "S'ZO 0.0626
- GrupoB | 7 436.57
GrupoA | 7 1569.01
b ";"50 0.0668
- GrupoB | 7 559.71
GrupoA | 7 2392.6
o VS'; 0.0874
- GrupoB | 7 996.28

Tabla 6.16 - Estudio estadistico paralaLDH.

B)- MARCADOR INFLAMATORIOEN LA LIR

- B-Galactosidasa (13- Gal):

En relacién ala enzima B-Galactosidasa analizada fotométricamente, se verificod

en el periodo de R1-R2 una menor elevacion de los niveles en el grupo con uso de la

PGEL1, siendo significativala diferencia en el estudio estadistico (P = 0.0483 — intervalo

R1-R2).
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En la subsiguiente fase R2-R5, momento en & cual no se administraba la
medicacion por via portal, ambos grupos (A y B) presentaron el mismo incremento de
los niveles de B-galactosidasa, siendo estadisticamente no significativo (P = 0,4152 -
intervalo R2-R5). No obstante, analizando €l incremento desde la fase R1 hasta la R5,
se observo que la menor elevacion de los niveles de B- Gal desarrollada por € grupo B
fue significativaen el estudio estadistico (P = 0,019 - intervalo R1-R5).

El grupo control en todas las fases tras la reperfusion hepatica exhibio valores de

B-galactosidasa significativamente inferiores alos grupos A y B (Gréfico 6.4 y Tablas

6.17y 6.18).
Comparacion de los Niveles de B-Galactosidasa entre los
Grupos Control, Ay B
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Grafico 6.4 - Comparacion de los niveles de B-galactosidasa entre los
Grupos Control, A y B.
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Variable | GUPO R1 R2 R5 R24
N[ Media N Media | DE [N| Media | DE Media | DE
Control| 4| 373 |167|4| 563 |121]4| 510 |222|4| 14 |o031
B_
galactos fr“po 7| 1117 |548|7| 3853 |608|6| 4235 |820|0| - -
dasa Grupo
5 PO 171 1159 |225|7| 2943 |859|7| 3339 |812| 0| - ;

Tabla 6.17 - Medias de los niveles de B-Galactosidasa de |os Grupos Control, A y B en
lasfases R1, R2, R5y R24.

B-Gal Grupo | N |Incremento vaIP;)r
(Media)

GrupoA | 7 27.36

prervalo 0.0483
- GrupoB | 7 17.84
GrupoA | 7 3.82

i VS'SO 0.4152
- GrupoB | 7 3.96
GrupoA | 7 31.18

o "S'; 0.0190
- GrupoB | 7 21.80

Tabla 6.18 - Estudio estadistico parala B-Gal.

C)- MARCADOR DE LESION ENDOTELIAL

- Acido Hialurénico (Ac. Hial):

Analizando € marcador endotelial, en e momento R1 no hubo diferencia en los

valores de Ac. Hialurénico entre los grupo A y B. Sin embargo, en €l intervalo de R1-

R2 se evidencid en € grupo A una subida més acentuada de los niveles de (Ac. Hial)

gue en € grupo B. Esta diferencia alcanzd significacion estadistica (P = 0,0368 -

intervalo R1-R2).
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En & periodo R2-R5, e incremento de los niveles de Ac. Hialuronico en los
grupos A y B fueron précticamente idénticos (P = 0,5 - intervalo R2-R5).

Los niveles de Ac. Hia en el grupo control fueron menores, en comparacion con
los Grupos A y B, en todos las determinaciones sanguineas tras la reperfusion del

injerto (gréfico 6.5, Tablas 6.19 y 6.20).

Comparacion de los Niveles de Ac. Hialurénico entre los
Grupos Control, Ay B

R5
2400
R2

PGE1
1800
R1
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600 - D1 //' °

Tiempo (Horas)
‘ —— Grupo Control Grupo A Grupo B ‘

Ac. Hial (ug/L)

Grafico 6.5- Comparacion de los niveles de Ac. hialurénico entre los
Grupos Control, A 'y B.

Variable | GTUPO R1 R2 R5 R24
Media | DE |[N| Media | DE |N| Media | DE | N | Media | DE
Control | 41 74875 | 67 |4| 643.00 | 192 | 4| 536.75 |85.4| 4 | 2180 |79.7
AC. Hial. fr“po 71 11515 | 430 | 7| 20184 | 318 | 6|229450| 317 | 0| - -
gr“po 7] 1259.1 | 634 | 7| 1505.8 | 454 | 7|1996.71| 282 | 0 - -

Tabla 6.19 - Medias delos niveles de Ac. Hialurdnico de los Grupos Control, Ay B en
lasfasesR1, R2, R5y R24.
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Ac. Hial Grupo | N | Incremento vaIP;)r
(Media)
GrupoA | 7 866.9
o ";"20 0.0368
- GrupoB | 7 246.71
GrupoA | 7 276.1
by V;"Ef’ 0.5000
- GrupoB | 7 490.86
GrupoA | 7 1143.0
'Stler VS'SO 0.0874
- GrupoB | 7 737.57

Tabla 6.20 - Estudio estadistico parael Ac. Hial.

D)- CORRELACION ENTRE LOSMARCADORESDE LA LIR

En todos los grupos (Control, A y B) se pudieron distinguir y determinar los
periodos en que ocurrieron las lesiones endotelial sinusoidal y hepatocelular, mediante
las determinaciones seriadas de los marcadores especificos de lesion. Inicialmente,
durante las primeras 5 horas de la reperfusion del injerto, hubo una subida brusca del
Acido hialurénico (marcador de lesion endotelial sinusoidal) y de la Beta-Galactosidasa
(marcador de activacion neutrofilica en el endotelio), evidenciando €l dafio endotelial.
En una segunda fase, tras e aumento de los marcadores de lesion y inflamacién del
endotelio sinusoidal, se constaté la elevacion de los marcadores de lesion hepatocelular,
representada por la AST en los graficos (6.6, 6.7 y 6.8). Debido a mayor grado de LIR
en los grupos A y B, por e implante de higados preservados durante 24 horas, se
verificO un mayor incremento de todos los marcadores de lesion hepatica en

comparacion con el grupo Control.
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Comparacion de los Incrementos de B-galactosidasa, AST y Ac.
Hial en el Grupo A
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Grafico 6.6 - Comparacion de los incrementos de B-galactosidasa, AST

y Ac. Hiaurénico en el grupo A.

Comparacion de los Incrementos de B-galactosidasa, AST y Ac.
Hial en el Grupo B
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Gréfico 6.7 - Comparacion de los incrementos de B-galactosidasa, AST y

Ac. Hiaurénico en € grupo B.
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Comparacion de los Incrementos de B-galactosidasa, AST y
Ac. Hial en el Grupo Control
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Gré&fico 6.8 - Comparacion de los incrementos de B-galactosidasa, AST

y Ac. Hiaurdnico en el grupo Control.

105



Resultados

6.4- Par @metros de sintesis hepatica

- Tiempo de Protrombina (TP) y Factor V:

Las pruebas de funcion hepatica en e momento de la reperfusion del injerto
(Fase R1) se mostraron muy semejantes entre los grupos A y B.

Se observo una disminucién brusca de los valores de TPy de Factor V en
ambos grupos en la evolucion R1-R2 y R2-R5. Sin embargo, el descenso de la funcién
hepética fue mas pronunciado en e grupo A. Las diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. Periodo de R1-R2: (TP — P = 0,1855; Factor V — P = 0,2615);
Periodo de R2-R5: (TP — P =0,2602; Factor V — P =0,216).

En e grupo Control, la disminucion del tiempo de protrombina y Factor V
después de la reperfusion hepatica fue menos acusada que en los Grupos A y B,

presentando a dia siguiente (Fase R24) cifras normales (Tablas 6.21 a 6.24).

variable | S"UP° R R2 i -
N| Media | DE |N| Media | DE |N| Media | DE | N | Media | DE
Control | 4| 9480 [27.7|4| 6838 |232|4| 77.48 |7.49| 4| 800 [477
P fr“po 7| 86.06 |11.3|7| 3881 |406|6| 2248 |358| 0| - -
g’r“po 7| 8481 [17.8|7| 4303 |496|7| 2807 |514|0| - -

Tabla 6.21 - Medias de los valores de Tiempo de Protrombina (TP) de los Grupos
Control, Ay B enlasfasesR1, R2, R5y R24.

Variaple | CTUPO R1 R2 R5 R24
N[ Media | DE |N| Media | DE [N| Media | DE | N | Media | DE
Control | 1| 37950 | 147 |4| 287.63 | 136 | 4| 22000 | 121 | 4 | 3452 |234
Factor V fr“po 7| 28814 | 137 | 7| 7006 |349|6| 3335 |335/0| - ;
Sr“po 7123386 |840|7| 6109 |19.4|7| 4029 |376| 0| - -

Tabla 6.22 - Medias de los valores de Factor V de los Grupos Control, A 'y B en las
fasesR1, R2, R5y R24.
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TP Grupo | N | Incremento valP;)r

(Media)
GrupoA | 7 -47.25

o "S'ZO 0.1855
- GrupoB | 7 -41.79
GrupoA | 7 - 16.33

by VI_\"Z"; 0.2602
- GrupoB | 7 -14.94
GrupoA | 7 - 63.58

prervor 0.1766
- GrupoB | 7 - 56.73

Tabla 6.23 - Estudio estadistico parael TP.
P-
Factor V Grupo | N [ Incremento valor

(Media)
GrupoA | 7| -218.08

o VS'ZC’ 0.2615
- GrupoB | 7| -172.77
GrupoA | 7 - 36.71

b "S'SO 0.2160
- GrupoB | 7 - 20.80
GrupoA | 7| -254.79

o ";"50 0.1123
- GrupoB | 7| -193.57

Tabla 6.24 - Estudio estadistico para el Factor V.

- Produccién de bilis:;

A, 6 del grupo B y 4 del grupo control.

Se cuantifico la produccion de bilis (ml/h) en dos periodos:

La determinacién de la produccién de bilis fue un parametro que se planted en el
transcurrir del estudio. Por |o tanto, en los tres primeros experimentos realizados (2 del
grupo A y 1 del grupo B) no serealizaron la cuantificacién de la produccion de bilis.

En total este pardmetro se verificd en 15 animales, siendo 5 experimentos grupo
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- (Fase 1) - Durante el momento en que se transfundia la prostaglandina E1, o

sea entre las fases R1 a R2 (1horay media de interval 0);

- (Fase 2) - Tras el término del tratamiento de la PGE1 por via porta hasta el

fallecimiento del animal o, en & caso del grupo control, hasta las 24horas del

postoperatorio.

Analizando esta variante, en ambas fases de determinacion se comprobd que €l

grupo control produjo una cantidad de bilis muy superior alos demés grupos en andlisis

(Gréfico 6.9y Tabla 6.25).

Comparando los grupos A y B, bajo el efecto de la medicacion (PGEL) sobre €l

higado injertado, €l grupo B presenté una mayor produccion de bilis, tanto en la fase 1

como en la fase 2. La diferencia se mostré significativa en las 2 fases, (Fase 1 —

P=0,047) y (Fase 2 — P = 0,032).

16

Cuantificacion de Bilis (ml/h) en los grupos

Control, Ay B.

14

(ml/h)
B
O NDdDOOOOODN

Fase 1

Fase 2

@ Control
W Grupo B
[0 Grupo A

Grafico 6.9 - Comparacion de la produccion de bilis (ml/h) entre los grupos control, A

yBenlasfasesly 2.
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Variable Grupo BilisFase 1 Bilis Fase 2
N | Media| DE Media DE
Control 4| 11.27| 0.82 14.57 1.22
Produccién de Bilis
Grupo B 6| 5.98| 1.83 570 3.39
Estudio Estadistico entre (A y B) 0.047 0.032

Tabla 6.25 - Medias correspondientes a la produccion de bilisen lasfases 1y 2 delos

Grupos Control, A y B.
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6.5- Estudio histolégico

- Hematoxilina-eosina:

Para valorar el injerto implantado mediante la histologia fue planteada la
obtencion de biopsias hepaticas en tres fases del experimento en €l receptor:

- 12Biopsia- Momento antes de implantar el érgano;

- 22Biopsia- Trasel término del tratamiento con PGEL (Fase R2);

- 3 Biopsia- En & momento del fallecimiento del animal (Grupo A y B) o0 en

las 24 horas del postoperatorio (Grupo Contral).

Se cuantifico en cada biopsia el grado de lesion hepatocelular conforme una
escala con diversos parametros de lesion histopatologica graduados por puntos. Los
pardmetros incluidos fueron: vacuolizacion, dilatacion sinusoidal, congestion

sinusoidal, apoptosis, presencia de polimorfonucleares y necrosis.

Parametros Graduacion
Presencia de polimorfonucleares 0 a 3 puntos
Dilatacion sinusoidal 0 a 3 puntos
Congestion sinusoidal 0 a 3 puntos
Vacuolizacién 0 a 3 puntos
Apoptosis 0 a 3 puntos
Necrosis 0, 5, 10 0 20 puntos

En la 12 biopsia, tras 24 horas de isquemia fria, momentos antes de la
reperfusion del 6rgano, los grupos A y B presentaron €l mismo grado de lesién

hepatocelular.
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Analizando la 22 biopsia obtenida en la fase R2, €l grupo B, con uso de PGEL,
desarroll6 un menor grado de lesidon histologica, siendo significativa la diferencia en
comparacion al grupo A que no utilizo lamedicacion (P = 0,0335).

Con respecto a la 32 biopsia, también se evidencié un menor grado de lesion en
el grupo B en comparacion al grupo A. (P = 0,0315).

El grado de lesion hepatocelular en el grupo control fue sustancialmente menor
en las tres biopsias hepaticas en comparacion con los grupos A y B (Gréfico 6.10 y

Tabla 6.26).

Cuantificacion de la lesion
histoldgica del injerto en los grupos
Control , Ay B.

10 + @ Control
W Grupo A
6 O Grupo B

(Puntos)
o]
|

12 Biopsia 22 Biopsia 32 Biopsia

Grafico 6.10 - Comparaciondel grado de lesion histolégica del
injerto entre los grupos control, A y B.

Variable| Grupo 12 Biopsia 22 Biopsia 3 biopsia
N [Media| DE |N| Media | DE | N | Media | DE
Control | 4| 125/ 05| 4| 4.00| 0.82| 4| 275 171
Biopsa | cmoa | 7| 371] 221 7| 1014] 313] 7| 1514] 353
GrupoB | 7| 386| 1.35| 7| 7.29| 293| 7| 11.14| 219
Estudio Estadistico 0.8953 0.0335 0.0315
entre (A 'y B)

Tabla 6.26 — Medias correspondientes a la cuantificacion de lesion histolégica de
los Grupos Control, A y Benlal? 22y 32hiopsia.
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Examinando separadamente los parametros establecidos para la cuantificacion
de lesion, la primera biopsia hepética realizada momentos antes de la reperfusion
revelaba una leve a moderada congestion y dilatacion sinusoidal en ambos grupos A y
B. Labiopsia obtenida alos 90 minutos de la reperfusion (22 biopsia) revel 6 una menor
presencia de polimorfonucleares, menor dilatacion y congestion sinusoidal en el grupo
que se administrd la medicacién. Sin embargo, estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. Con respecto a la biopsia sacada en el momento de la muerte
del animal (32 biopsia), se observé en el grupo tratado con PGE1 menos apoptosis, y
necrosis hepatocelular, persistiendo la menor presencia de polimorfonucleares. El
estudio estadistico se mostro significativo solo para el menor grado de necrosis (Tablas

6.27y 6.28y Figuras 6.1, 6.2y 6.3).

22 BIOPSIA GRUPO A (N=7) GRUPO B (N=7)
PARAMETROS
Polimorfonucleares 1x(1),3x(2),3x(3) 16 3x(1),4x(2) 11 NS
Dilatacién sinusoidal  1x(1),2x(2),4x((3) 17 3x(1),2x(2),2x(3) 13 NS
Congestion sinusoidal 2 x(1),3x(2),2x(3) 14 4x(1),3x(2) 10 NS
Vacuolizacién 6x(1),1x(2) 8 1x(0),5x(1),1x(2) 7 NS
Apoptosis 2x(0),4x(1),1x(2) 6 2x(0),5x (1) 5 NS
Necrosis 5x(0), 2x (5) 10 6 x (0), 1 x (5) 5 NS
TOTAL (Puntos) 71 51 0,033

Tabla 6.27- Andlisis comparativa de los parametros de lesion histoldgica referente a
la22biopsiaentre los grupos A y B.

32 BIOPSIA GRUPO A (N=7) GRUPO B (N=7) |

PARAMETROS nx(),nx(@),nx(@) Total nx(),nx(2),nx(3) |Total P
Polimorfonucleares 4x(2),3x(3) 17 2x(1),4x(2),1x(3) 13 NS
Dilatacion sinusoidal 3x(2),4x(3) 18 1x(1),3x(2),3x(3) 16 NS
Congestion sinusoidal 4x(2),3x(3) 17 2x(1),2x(2),3x(3) 15 NS
Vacuolizacion 2x(1),3x(2),2x(3) 14 2x(1),4x(2),1x(3) 13 NS
Apoptosis 1x(1),4%x(2),2x((3) 15 3x(1),3x(2),1x(3) 12 NS
Necrosis 3x(0),3x(5)1(10) 25 5x(0), 2x (5) 10 0,046
TOTAL (Puntos) 106 79 0,031

Tabla 6.28- Analisis comparativa de |os pardmetros de lesion histol6gica referente a
la 32biopsiaentre los grupos A y B.
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Figura 6.1 — Andlisis histologica de la primera biopsia. (1- Grupo
Control, 2- Grupo A 'y 3- Grupo B).

Figura 6.2 — Andlisis histologica de la segunda biopsia. (1- Grupo
Control, 2- Grupo Ay 3- Grupo B).
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Figura6.3— Andlisis histologica de la tercera biopsia. (1- Grupo
Control, 2- Grupo Ay 3- Grupo B).

114



Resultados

6.6- Estudio hemodinamico

- Hemodindmica Regional (Hepética):

Se determinaron los flujos sanguineos intraoperatoriamente y de forma incruenta
de la vena porta y arteria hepatica por medio del aparato CardioMed Flowmeter,
mediante el principio del tiempo de transito. Las determinaciones se verificaron en las
fases D1, R1, R2 y en R24 en los cerdos que sobrevivieron las 24 horas del
postoperatorio (grupo Control).

La determinacion hemodinamica del los flujos portal y arterial realizada en la
fase R1, se efectud en e momento en que se acabd la anastomosis arterial, 25 a 30
minutos tras la reperfusion portal del injerto. Por lo tanto, en los experimentos en que se

utilizaron PGEL, los flujos en lafase R1 se determinaron sobre efecto de la medicacion.

A)- ANALISISDEL FLUJO PORTAL:

Con respecto a flujo portal, tras la diseccion del hilio hepatico (Fase D1), los
flujos se presentaron similares comparativamente entre los grupos. En la fase R1,
coincidiendo con el uso de la PGEL por la vena porta, se produjo un incremento del
flujo portal en el grupo B en comparacion con e grupo A, posiblemente debido al efecto
vasodilatador de la medicacion (PGEL). La significacion estadistica fue: (P = 0,07 —
Fase R1) (Gréfico 6.11y Tabla 6.29).

En lafase R2, ya sin la administracion de PGE1, el flujo portal permanecié un
poco maés elevado en el grupo B en relacion a Grupo A, sin embargo la diferencia se

mostré menos pronunciada en comparacion alafase R1 (P = 0,22).
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Comparacion de las determinaciones del Flujo Portal
(ml/min) entre los Grupos Control, Ay B

R1 PGE1
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(Horas)
‘ —— Grupo Control Grupo A Grupo B ‘

Grafico 6.11 - Comparaciéon de las determinaciones del flujo portal entrelos
grupos control, A y B.

Variable | Grupo D1 R1 R2 R24
N | Media | DE | N | Media| DE | N [ Media| DE | N | Media| DE
Control | 4| 7400 |121|4 | 7750 | 167 | 4 | 5875 | 188 | 4 | 8250 | 95.7
[:I)chnlrjge?l GrupoA | 7| 7000 | 111 |7 | 6942 | 193 | 7 | 5385 | 228 | 0 ;
GrupoB | 7| 7185 | 146 | 7 | 8157 | 157 | 7| 600 | 155 | 0 ;
Estudio Estadistico
entre (A y B) 0.70 0.0795 0.22

Tabla 6.29 — Medias correspondientes a flujo portal en lasfases D1, R1, R2y R24 de
los Grupos Control, A y B.

B)- ANALISISDEL FLUJO ARTERIAL:

En las determinaciones iniciales (Fase D1) no hubo diferencias significativas

entre |os grupos analizados.

Enrelacion alafase R1, en el grupo B se evidencio un aumento significativo del

flujo arterial frentea grupo A (P=0,001).
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En lafase R2, una vez finalizada la infusion de PGEL, € flujo arteria persistio

mas elevado en € grupo B en relacion a Grupo A (P = 0.099), a pesar de sufrir un

mayor descenso de la curva (Grafico 6.12 y Tabla 6.30).

140 4

120 4

100 4

80 -

60 1

Flujo Arterial (ml/min)

40 -

20 -

Comparacion de las determinaciones del Flujo Arterial
(ml/min) entre los Grupos Control, Ay B

PGE1

D1 [ RrR1

R2

1 2 3
(Horas)

‘ —— Grupo Control Grupo A Grupo B ‘

Grafico 6.12 - Comparacioén de las determinaciones del flujo arterial entre los

grupos control, A y B.

Variable| Grupo D1 R1 R2 R24
N | Media | DE | N | Media| DE | N | Media| DE | N | Media| DE
Control | 4 92.5 193| 4| 937 [314| 4| 86.2 |228| 4 | 145.0 | 479
Flujo

Arterial Grupo A | 7 714 |422| 7| 578 |308| 7| 542 |269|0 - -
GrupoB | 7 72.8 202 | 7| 9.7 |345| 7| 700 |503| 0 - -

Estudio Estadistico

entre (A y B) 0.7950 0,001 0.099 -

Tabla 6.30 — Medias correspondientes al flujo Arterial en lasfasesD1, R1, R2y R24
de los Grupos Control, A y B.
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C)- CORRELACION DE LOS FLUJOS HEPATICOS CON LA LESION

ENDOTELIAL

La correlacion de la evolucion de la lesion endotelial con la hemodinamica
regional hepética mostré que los flujos arterial y portal disminuyen a medida que
progresan la lesion sinusoidal y la resistencia vascular en la microcirculacion hepatica.
Por tanto el grupo B, mientras se administro la PGE1, presenté un menor incremento de
la lesion endotelial sefidlado por el marcador Ac. Hialurdnico y consecuentemente los
flujos portal y arterial hepatico aumentaron. En el grupo A, se desarrollé una mayor
lesién endotelial y se verifico un descenso de los flujos hepéticos conforme progresaba

lalesiéon sinusoidal (Gréficos 6.13y 6.14).

Comparacion del Incremento de Ac. Hial con los Flujos Arterial y
Portal en el Grupo A

R2

—e
40 Rl
35 D1
w30 A
“
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o
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§
5 15 A
<
10 4
5 4
0 T T T ]
0 1 2 3 4
Tiempo (Horas)
‘—O—Ac. Hial Flujo Arterial Flujo Portal ‘

Grafico 6.13 — Comparacion de la lesion endotelial con los flujos Arterial 'y
portal en &l Grupo A.
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Comparacion del Incremento de Ac. Hial con los Flujos

Incremento (Veces)
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Arterial y Portal en el Grupo B
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D1

o
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Grafico 6.14— Comparacion de la lesién endotelial con los flujos Arteria 'y

portal en el Grupo B.

Con respecto a grupo Control, en los primeros 90 minutos de la reperfusion

6.15).

hepética, se notd una mayor resistencia vascular en la microcirculacion hepética debido
al auge de la lesion sinusoidal en esta fase y una menor PAM, disminuyendo,
consecuentemente, los flujos portal y arterial hepatico. No obstante, en las fases
subsiguientes, con la recuperacion progresiva de la lesion endotelial y de la presion

arterial, se evidencié un aumento gradual de los flujos portal y arterial hepético (Gréfico

En comparacion con los grupos A y B, € grupo Control, tras los 90 minutos de

reperfusion, evoluciond con mejor flujo hepético total debido a la menor resistencia

vascular sinusoidal generada por una LIR de grado leve. Por lo tanto, existe una fuerte
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correlacion entre la hemodinamica regional con el grado de LIR, y mas especificamente

con lalesion sinusoidal.

Comparacion del Incremento de Ac. Hial con los Flujos
Arterial y Portal en el Grupo Control

R24
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Grafico 6.15—- Comparaciéon de la lesion endotelial con los flujos arterial y
portal en el Grupo Control.

- Hemodinamica Sistémica:

En la determinacion hemodinamica basal (momento D1), los tres grupos se
mostraron semejantes en cuanto ala Prension Arterial Media (PAM).

En la verificacion hemodindmica sistémica en la fase R1, se detecté una
disminucion de la PAM en todos los grupos. También se verificd que en € grupo B,
bajo e efecto de la PGEL, no presentd una mayor inestabilidad hemodindmica en
comparacion con el grupo A (P=0.35-Fases D1-R1).

Referente al periodo de R1 a R2, se verificd un empeoramiento de la PAM en

los grupos A y B deformasimilar (P = 0,22 — Fases R1-R2).
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El grupo control, tras la leve inestabilidad hemodindmica en la fase R,

evoluciono en la fase R2 con una mejora de presion arterial media, presentando cifras

normales en lafase R24 (Gréfico 6.16 y Tabla 6.31).

PAM (mmHg)

140 4

Comparacion de las determinaciones de la Tension Arterial
Media (mmHg) entre los Grupos Control, Ay B

120 1 D1
PGE1
100 | R1 | R2
. /
60 -
40 o
20 1
0 ; ; ;
0 1 2 3
(Horas)

‘ —— Grupo Control Grupo A Grupo B ‘

Grafico 6.16 - Comparacion de las determinaciones delaPresion Arterial
Media (PAM) entre los grupos control, A y B.

Variable| Grupo D1 R1 R2 R24
N | Media | DE | N [Media| DE | N [ Media| DE | N | Media| DE
» Control | 4 | 11058 |11.8| 4 | 7945 |165| 4 | 87.38 | 18.0| 4 | 100.8 | 4.1
Tension
Arterial | Grupo A | 7 | 10289 |502| 7 | 7446 |153| 7 | 6413 | 137| O - -
media
GrupoB | 7 | 11364 | 194 | 7 | 86.60 |23.2| 7 | 66.37 |9.79| 0 - -
Estudio Estadistico
entre (A y B) 0.3507 0.35 0,22 -

Tabla 6.31 - Medias correspondientes a la tension arterial media en las fases D1, R1,
R2y R24 delos Grupos Control, A y B.
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6.7- Andlisisdela Supervivencia

Analizando la supervivencia, € grupo control (n = 4) presentd 100% de
supervivencia en las primeras 24h del postoperatorio, siendo sacrificados tras la
obtencion de la muestra de sangre, biopsia y determinacion de la hemodinamica
(Regional y Sistémica).

En los grupos A y B, con tiempo de preservacion del injerto de 24 horas, todos
los animales fallecieron arededor de 4 a 7 horas tras la reperfusion hepatica. No
obstante, el grupo B presentd un mayor tiempo de supervivencia en comparacion con €l

grupo A, resultando significativaladiferencia. (P = 0,0122).

Grupo |N|Media(min)| DE |Minimo (min) | Maximo (min) | P-valor*
Control | 4 1440 0 1440 1440
GrupoA |7 309.43 35.93 236 340
GrupoB|7| 35920 |3284 325 410 0.0122

Tabla6.32 - Comparacion de las medias de los tiempos de supervivencia (min)
entre los grupo Control A y B.
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DISCUSION
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Discusion

En la actualidad, 1a escasez de donantes de érganos con el continuo aumento de
candidatos en la lista de espera es una realidad practicamente en todos los paises del
mundo. Esta situacion forzé a la mayoria de los grupos de trasplantes a tomar una
conducta menos selectiva con respecto a la aceptacion de organos de donantes
cadavéricos, surgiendo, desde entonces, un incremento en el nimero de donantes afiosos
e implantes de oOrganos sub-Optimos. No obstante, con esta politica aumentd la
incidencia de Lesién de I squemia Reperfusion (LIR), sobre todo en grados mas severos,
incluyendo el fallo hepético que presenta una incidencia de 2 - 5% y que representa la
indicacion principal de re-trasplante precoz. En el estudio de los factores de riesgo de
morbi-mortalidad precoz en el trasplante hepatico, tema de la tesis doctoral de la Dra.
Itxarone Bilbao, se refiere que grados mas avanzados de LIR causan un mayor

porcentgje de mortalidad del enfermo y pérdida del injerto en e primer afio del

trasplante (70).
LIR (Grado) - Leve Moderada Severa
N° de pacientes - (124) (46) (17)
Mortalidad pacientes1 afio - (25%) (28,3%) (41,2%)
LIR (Grado) - Leve Moderada Severa
N° de Injertos - (126) (53) (17)
Pérdida de injertos 1 afo - (29,4%) (24,5%) (70,6%)
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Para e tratamiento clinico del fallo hepatico o como medida de soporte a la
espera de un 6rgano en la necesidad de re-trasplante urgente, se han promovido muchos

estudios paralainvestigacion de nuevas sustancias con el objetivo de prevenir o tratar la

LIR (Tabla7.1).
Alteraciones Determinaciones diagndésticas Tratamiento
., dotelial Ac. Hialurénico, Creatinkinasa-BB Prostaglandinas,
Lesion endotelia Endotelina Prostaciclina, FK -506,
Trombomodulina Ciclosporina, Bloqueadores
Analisis de la microcirculacion de canales de Calcio,
(Histologia) BM-910228, SB 211475
Activacion de las Beta-Galactosidasa Prostaglandinas,
Céls. de Kupffer Prostaciclina
Elastasa polimorfonuclear
Agregacion de Lactoferrina Prostaglandinas
Polimorfonucleares L-Selectina Prostaciclina

ELAM, VCAM, ICAM,
Examen Histolégico

Prostaglandina E1

Activacion Tromboelastografia Prostaciclina
plaquetaria Factor de Adhesién Plaquetar Dipiridamol
(PAF) lloprost

Estudio hemodindmico de los
Vasoconstriccion  flujos y resistencias portal, arterial Prostaglandinas, PGI2
hepético y tisular

Prostaglandinas

Andlisis de la lipoperoxidacion en Prostaciclina
el tejido, ) Glutation
Formacién de RLO Determinacion de la Xantina Ac. Ursodeoxicoélico

Oxido Reductasa, NO2 y NO3 ascorbic acid 2-glucoside

Prostaglandinas

Citolisis GOT, GPT, LDH, FNT, Andlisis Prostaciclina
hepatocelular Histoldgico Blogueadores de canales de
Calcio
Disminucién de  Tiempo de Protrombina, Factor V, Prostaglandinas
sintesis hepética Determinacion de la produccion PGI2
de bilis, Colesterol, albiumina BM-910228

Tabla7.1 - Opciones diagnosticas y terapéuticas de las alteraciones en la
fisopatologiadelaLIR.
Las prostaglandina E1, debido a sus caracteristicas. anti-inflamatoria,
citoprotectora y vasodilatadora, actUa sobre diversas etapas en el desarrollo de laLIR,
siendo una de las medicaciones més efectivas en e tratamiento de esta lesiéon y

principalmente en situaciones que aportan un mayor riesgo en la formacion del fallo
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hepético. En muchos ensayos clinicos y en estudios experimentales se ha visto el efecto

beneficioso de la prostaglandina sobre laLIR y la hemodinamicaregional (Tablas 7.2y

7.3).
Inicio de la
Via Medicacion Dosis Valoracion
Ensayo clinico controlado randomizado
10ug/h en la fase doble ciego. Estudio del efecto de la
Henley Sistémica anhepética y 40ug/h 10a PGEL1 sobre la supervivencia del
1995 tras la reperfusion 40ug/h  enfermo y del injerto y de la morbilidad
hepatica. Tratamiento en Trasplante Hepatico
fue mantenido por 21
dias
Hidalgo Valoracion del uso de PGEL1 por via
2002 Portal En el momento de la 0,6ug/kg/h portal sobre la hemodinamica sistémica
reperfusién Hepatica y regional hepatica
Inicio durante la 250 a Comparacion de la administracion de

cirugia con uso 500ug/dia  PGEL1 por via portal o sistémica en
Katsuramaki Sistémica continuo hasta el 3° (Portal), relacién al efecto protector en casos de

1996 X Portal postoperatorio 720 ug/dia hepatectomias con masiva pérdida de
(Sistémica) sangre
Inicio durante la Ensayo cinico controlado prospectivo.
cirugiaconuso  120ug/dia- Estudio del efecto citoprotector de la
Inagaki Portal continuo hasta el 5° 0,0013ug/K administracién de PGEL por via portal
1999 postoperatorio g/min  en pacientes sometidos a hepatectomia
por hepatocarcinoma
En el donante, 1mg de Uso de PGEL en el donante para la
Gaber Portal momento antes de PGE1 valoracién del efecto citoprotector
1988 perfundir con (Bolus)  durante la preservacion del higado en
Eurocollins isquemia fria.
Inicio durante la 0,1a Valoracion de uso de PGEL por via
Giostra Sistémica reperfusion hepatica. 0,6ug/kg/h  sistémica sobre la LIR en trasplante
1997 Mantenida por 4 dias hepatico ortotopico
Inicio: 11 a 35h tras 0,2a Valoracion del uso de PGEL por via
Tancharoen Sistémica la reperfusién 0,6ug/kg/h sistémica en casos de fallo hepéatico en
1992 hepatica. Mantenida trasplante hepético ortotdpico

por 6 a 23 dias

Valora el efecto del uso de PGEL1 por

En el inicio de la 10 a via sistémica sobre la agregacion
Himmelreich Sistémica cirugia en el receptor. 40ug/h plaguetaria en trasplante hepatico
1993 Mantenida por 3 dias ortotépico
Inicio al final de la Valora el efecto de la PGEL1 por via
Kornberg  Sistémica cirugia. Mantenida 0,25ug/kg/h sistémica en la LIR en trasplante
2000 por 7 dias hepatico ortotdpico.
Inicio en la UCI Valoracion del uso de PGEL1 por via
Grazi Sistémica (1°PO). Mantenida 0,1a sistémica en casos de fallo hepatico en
1994 como minimo 7 dias 0,6ug/kg/h trasplante hepatico ortotdpico
Inicio tras el 0,1a Valoracion del uso de PGEL1 por via
Greig Sistémica diagnéstico de Fallo 0,6ug/kg/h sistémica en casos de fallo hepatico en
1989 hepatico. Mantenida trasplante hepatico ortotdpico
por 4 a 7 dias

Tabla 7.2 - Ensayos clinicos valorando el uso de PGEL.
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Inicio de la
Via Medicacion Dosis Animal / Valoracién
Kawachi 0,0la Estudio Hemodinamico y de la
1997 Portal Reperfusion hepatica 0,15Ug/kg/min LIR en TH porcino
Qishi Valoracién hemodinamica en
1996  Sistémica Fase Anhepatica 0,05ug/kg/min trasplante hepatico porcino
15" antes del Uso de PGEL1 via portal. Estudio
Hossain clampaje y tras la 0,5ug/Kg/min del efecto protector en 1h de
1999 Portal isquemia caliente por isquemia caliente hepatica +

2h

hepatectomia de 70% en ratas

Takahashi Sistémica 30' antes del lavado

0,5ug/Kg/min

Uso de PGEL en el donante para
la valoracion del efecto
citoprotector durante la

1993 en el donante preservacion del higado en TH
canino
Correlacion entre la dosis de
Izuishi Portal Reperfusion hepatica 0,550y PGE1 X efectividad del
2003 100ng/ml tratamiento de la LIR en TH en
Ratas
Valoracion del efecto citoprotector
Beck Oral  Postoperatorio por 1  10ug/oral/dia de la PGE1 en un modelo de
1993 mes induccién de cirrosis en ratas
0-0,1- 0,5-
30' antes de la lug/Kg/min  Valoracion del efecto citoprotector
Ueda Sistémica induccion de la (PGEL1); 0,1- de la PGE1 X PGE2 en un
1987 isquemia de 90' 0,5ug/Kg/min ~ modelo de isquemia caliente en
(PGE2) perros
Comparacién de la administracién
15" antes del de PGEL1 por via portal o
Totsuka Portal X  clampaje y tras la 0,02ug/kg/min sistémica en relacion al efecto
1995  Sistémica isquemia caliente por protector en un modelo de
2h isquemia caliente de 90' en
perros
30" antes del Valoracion del uso de PGE1
Helling clampaje y tras la sobre la restauracion de APT en
1995  Sistémica isquemia caliente por 0,75ug/kg/min  un modelo de isquemia caliente
1h de 2 horas en cerdos.
30" antes de la Valoracion del efecto citoprotector
Stachura Subcu-  administracion de 3 dosis de 5ug/kg de la PGE2 en un modelo de
1981 tanea CC14, 8hsy 24hs induccién de necrosis

tras el uso de CC14

hepatocelular en ratas

Tabla 7.3 - Estudios experimentales valorando el uso de PGE1y PGE2.

(TH — Trasplante hepético).

En un estudio clinico no randomizado realizado por Greig et a, se evidencio que

el uso de la prostaglandina E1 por via sistémica generé un aumento de la supervivencia
del higado y del enfermo en casos de disfuncién primaria del injerto, disminuyendo la
necesidad de re-trasplante. No obstante, en el andlisis del estudio, €l grupo que utilizé la

PGEL fue comparado con un grupo histérico. Henley et a, en un ensayo clinico
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randomizado, constataron una menor necesidad de transfusion sanguinea, una mejora de
la funcion renal post-trasplante y una menor morbilidad en los pacientes que recibieron
la PGEL por via sistémica, no obstante no hubo diferencias con respecto a las tasas de
supervivenciadel enfermoy del injerto.

Analizando la efectividad de la PGEL en relacion a la via de administracion
(sistémica, portal, oral y subcuténea), la infusién por via portal es la més efectiva en €l
tratamiento de la LIR, debido a una mayor concentracion hepética de la medicacion y
por ser posible su administracion en el momento de la reperfusion hepatica sin interferir
en la hemodindmica sistémica. Sin embargo, la via sistémica y subcutanea presentan
una mayor posibilidad de alteracion de la hemodinémica sistémica (hipotensién). En un
estudio clinico, Katsuramaki et al compararon €l uso de PGEL por via sistémica versus
portal en pacientes sometidos a hepatectomias con un sangrado superior a 2000ml
durante la intervencién quirdrgica. Comprobaron que € uso de la medicacién por via
portal fue mas efectivo en la prevencion de colestasis y en aumentar mas répidamente la
funcion hepatica (71).

En los modelos experimentales en que se utilizo la prostaglandina E1 por via
portal, se demostrd una reduccion de la LIR en e injerto implantado (71, 121) y un
efecto citoprotector en el higado tras €l periodo de isqguemia caiente (64). En la tesis
doctora del Dr. Hidalgo, mediante un ensayo clinico se observé que la administracion
de PGEL por via intraportal inmediatamente después de la reperfusion no tuvo efecto a
nivel sistémico. El efecto beneficioso de la perfusion de PGEL a nivel hemodinamico
consistié en un descenso de laresistencia portal a final de los 90 minutos. En cuanto al
efecto beneficioso clinico, € conjunto de pacientes tratados con la medicacion, obtuvo
una menor mortalidad postoperatoria, una menor estancia en la UCI y una menor

necesidad de didlisis (77).
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Con respecto a la administracion de la PGE1 en el donante, se ha visto en un
estudio experimental canino, que €l uso de PGEL por via portal en los 30 minutos
anteriores a la canulacion y perfusiéon del 6rgano con Wisconsin reduce los niveles de
transaminasas tras la reperfusion hepatica en e receptor, observandose en el examen
histol6gico un menor grado de necrosis celular (121).

En relacion a la administracién de PGEL en el receptor, €l inicio del uso de la
medicacion puede ser en la fase anhepatica, en el momento de la reperfusion hepética o
tras la estabilidad hemodindmica que suele ser a final de laintervencién quirdrgica. La
mayoria de los estudios encontrados en la literatura inician la infusion de PGE1 por via
sistémica en e postoperatorio tras €l diagnostico de fallo hepético. Sin embargo, los
mejores resultados en relacion a tratamiento de la LIR y mayor incremento del flujo
hepatico total se obtuvieron con € uso de PGE1 (via portal) en e momento de la
reperfusion hepética

Qishi et al, mediante un estudio experimental porcino, valord el uso de PGEL en
la fase anhepética del trasplante hepético, concluyendo que la administracion de
Prostaglandina E1 antes de la reperfusion produjo un aumento del gasto cardiaco y un
menor grado de hipertension pulmonar tras la reperfusion hepética, debido a una
disminucion de laresistencia vascular sistémicay pulmonar (36).

Correlacionando la dosis empleada de PGEL con la efectividad en el tratamiento
delaLIR, en un estudio experimental de trasplante hepatico con ratas se observo que la
produccion de bilis del injerto y el incremento de la perfusion tisular hepatica fueron
superiores en € grupo en que se administré unamayor dosis de PGEL (52).

En resumen, el uso de prostaglandina E1 por via portal en dosis plenas en €l
momento de la reperfusion hepatica es la megjor forma de infundir esta medicacion para

el tratamiento de la LIR. En situaciones en que las caracteristicas del donante (edad,
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tiempo en UCI, grado de esteatosis hepatica, uso de drogas hepatotoxicas) favorecen la
obtencion de un higado “limite”, la administracion de PGEL (via portal) durante la fase
de extraccion produce un efecto protector en el dérgano extraido, conduciendo a una
mayor tolerancia del injerto durante el periodo deisquemiafria.

Los pacientes con hepatopatia evolucionada (Child C) o con presencia de
hipertension pulmonar pre-trasplante pueden favorecerse con el uso de PGEL por via
sistémica en la fase anhepatica, pues con la disminucién de la resistencia vascular
sistémicay pulmonar ocurre un incremento del gasto cardiaco mejorando la reperfusion
hepatica en el momento del desclampaje. Ademas, previene un mayor aumento de la

presién arterial pulmonar que suele ocurrir tras la reperfusién hepética.
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7.1 - Establecimiento de un modelo experimental de trasplante

hepatico porcino para el desarrollo del estudio.

En e presente estudio, €l primer objetivo fue crear un modelo experimental de
trasplante hepético porcino, reproduciendo e fendmeno de isquemia-reperfusion. Para
esto, se establecieron los protocolos de cirugia y anestesia basados en las experiencias
previas de nuestro grupo y también en protocolos de otros grupos de investigacion en
cirugia experimental (39, 40).

Gracias a soporte econdmico de la Maraton TV 3, se pudo disponer de todos los
materiales necesarios para la realizacion de los experimentos de trasplante hepatico
porcino. Y tras la inauguracién en el 2003 de las nuevas instalaciones de cirugia
experimental y estabulario en el Hospital Vall d’Hebron para la realizacion de estudios
en investigacion experimental, se pusieron en marcha los experimentos.

Los 3 primeros trasplantes hepaticos porcinos se utilizaron para la puesta a
punto de:

- Latécnicaquirargica (curva de aprendizaje);

- Los protocolos (anestésico y quirdrgico);

- Ladeterminacion de las fases de recogida de muestras y parametros.

En € planteamiento del modelo, para que se pudiera estudiar mejor la lesion de
isquemia reperfusion y comprobar con una mayor efectividad el efecto beneficioso de la
PGE1 sobre esta lesion, se decidié que €l injerto tenia que aportar una LIR importante,
de grados mas avanzados. Por este motivo, se escogio un tiempo de preservacion de

isqguemia fria de 24 horas. Por lo tanto, se programaron las cirugias del donante y
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receptor, para que el tiempo entre la extraccion del 6rgano y su implante fuese de 24
horas.

Con respecto a latécnica quirdrgica, en €l cerdo donante la técnica empleada fue
similar a la que se practica en humanos, realizdndose en la secuencia: diseccion,
canulacion y perfusion con la solucion de Wisconsin. En el cerdo receptor, € trasplante
hepatico se practicd bagjo la técnica clasicay sin uso de by-pass veno-venoso en la fase
anhepética. Por tanto, €l clampaje portal y sistémico producia una disminucion del
retorno venoso sistémico y falta de drenaje esplacnico, exigiendo que el tiempo de fase
anhepética no pasara a los 30 minutos. Debido a esta circunstancia, 10s experimentos
sirvieron también, como un perfecto entrenamiento técnico, visto que e equipo de
implante tenia que emplear una técnica apurada con agilidad y sin cometer errores.
Ademés, por ser muy |&bil la raza porcina, pequefios fallos tanto a nivel anestésico
como quirdrgico, sumados a implante de érganos con largo tiempo de preservacion (24
horas), culminaba con la pérdida del experimento. En total fueron desechados 6

experimentos por complicaciones técnicas.
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7.2—-Analisisdela supervivencia

El andlisis de la supervivencia de los animales trasplantados ha sido utilizado
durante mucho tiempo como uno de los parametros que se relaciona directamente con
las mani pulaciones de cualquier procedimiento quirdrgico.

Analizando los experimentos del grupo Control, en que los higados trasplantados
presentaban un corto tiempo de isquemia fria (3 horas), la supervivencia fue de 100%
hasta € primer dia del postoperatorio. Cuando se completaba 24 horas tras la
reperfusion portal del injerto, los animales eran sometidos a una relaparotomia para la
cuantificacion de produccion de bilis, determinacion y obtencion de: flujos sanguineos,
biopsias y muestra de sangre. Seguidamente, eran sacrificados bajo anestesia general.

Cuando analizamos la supervivencia de |os animal es trasplantados con un injerto
preservado por un largo tiempo de isquemia fria (24 horas) se observo que, debido a
desarrollo de una lesiéon de isquemia-reperfusion de grado severo, todos los animales
fallecieron alrededor de 4 a 7 horas tras la reperfusion hepatica. No obstante,
comparando la supervivencia entre los grupos A y B, se evidencio que el grupo con uso
de la medicacion (PGEL) presentd una mayor supervivencia cuantificada en horas,
siendo significativa la diferencia. Este diferencia conseguida por la administracion de
Prostaglandina E1, fue debido ala disminucion de la LIR que se comprobd mediante los
marcadores de lesion hepatica, € estudio anatomopatologico y clinicamente por la
mayor produccion de bilis del injerto implantado. Este efecto beneficioso en e grupo B
proporciond una mejor funcion del higado, que favorecié un retraso en € desarrollo de
la inestabilidad hemodindmica y una severa alteracion de la coagulacion,

proporcionando asi esta mejoria con respecto ala supervivencia.
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Un importante aspecto a resaltar es la relacion entre la supervivencia con el
tiempo de isquemia fria. En el trasplante hepatico ortotopico porcino, cuando € tiempo
de isguemia fria es igual 0 mayor a 12 horas la mortalidad es muy elevada. Sin
embargo, reduciendo el tiempo de preservacion a 8 horas la supervivencia puede |legar
a 70%. (101). Por tanto, nuestros resultados corroboran la ata mortalidad en €l
trasplante hepético porcino cuando se superan las 12 horas de preservacion, aln
utilizando la solucion de Wisconsin. No obstante, en otros modelos como el canino, se
consigue supervivencia con tiempo de preservacion superior a 24 horas e incluso en
trasplante hepatico humano en condiciones ideales se puede llegar alas 18 — 20 horas de
permanencia en isquemiafria en solucion de Wisconsin.

Sobre esta misma linea de investigacion en cirugia experimental porcina,
actualmente estamos realizando un estudio que valora la administracion més prolongada
de PGE1 por via portal en higados preservados durante 12 horas de isquemia fria. El
estudio estd compuesto por 3 grupos, el primero en € cual no se utilizalamedicacién y
los otros dos grupos, en los cuales se administrala PGEL por via portal en el momento
de lareperfusion del injerto: durante 90 minutos en el segundo grupo y durante 5 horas
en el tercer grupo. Con los 15 experimentos realizados hasta el momento, 5 en cada
grupo, ademas del efecto beneficioso dado por € uso de la PGE1, se observé también,
una relacion entre la supervivenciay la administracion de la PGEL (viaintraportal). En
el grupo 1 que no utilizo el farmaco, no fue posible extubar la via aérea en ningun de los
animales y hubo un 100% de mortalidad. En €l grupo 2 en € que se usd la PGE1
durante 90 minutos, la extubacién fue posible en 2 animales (40%) y todos los cerdos
fallecieron, sin embargo con un mayor tiempo de supervivencia en comparacién con el
grupo anterior. En el grupo que se administré la PGE1 durante 5 horas (grupo 3), se

pudieron extubar 4 animales (80%) y 3 de ellos (60%) vivieron hasta completar las 24
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horas tras e implante del organo, cuando eran sacrificados posteriormente a la
relaparotomia para la obtencidn de muestras y determinaciones.

Basado en € trabajo anterior y en otros estudios en la literatura (10, 102, 103,
104, 106, 115), esta claro que la PGE1 lleva a una mejoria de |la tasa de supervivencia,
gue se debe no solo a la reduccién del grado de lesion de isquemia-reperfusion en el
higado, sino también a efecto de la PGEL sobre otros érganos, como €l pulmén vy el
rifidn. Se ha comprobado que € uso de prostaglandina E1 en € trasplante hepatico
reduce la acidosis respiratoria transitoria tras la reperfusion hepatica, pues mantiene la
integridad y el metabolismo pulmonar mediante la estabilizacion celular del endotelio
capilar pulmonar (103). Con respecto a los efectos de la PGE1 sobre € rifion, se
evidenci6 en agunos trabajos una mejora de lafuncién rena debido ala disminucién de
laresistencia vascular renal, mayor secrecion de sodio y aguay un efecto protector alos
inmunosupresores anti-cal cineurinicos (103, 34).

Por lo tanto, €l efecto beneficioso de la prostaglandina tipo E1 sobre el higado y
también sobre otros érganos conlleva a una mejora del estado clinico del enfermo o
anima trasplantado, que consecuentemente se puede reflgar en la tasa de
supervivencia. No en tanto, en situaciones limites o extremas, como €l largo tiempo de
isquemia fria de 24 horas, es menos probable que la PGE1 produzca un aumento de la

supervivencia.
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7.3- Diagnostico y cuantificacion de la LIR y funcion hepética,

estratificando el grado de lesion

Lalesion de isquemia reperfusion se manifiesta en el momento de la reperfusion
del injerto. La lesion endotelial y hepatocelular generada durante la extraccion del
Organo y su mantenimiento en isquemia fria se expresa con la presencia del oxigeno. El
desarrollo de esta lesidon se inicia primeramente con un intenso proceso inflamatorio
sobre las células endotelial es sinusoidales, mediante la formacion de radicales libres de
oxigeno, mediadores inflamatorios, activacion neutrofilica y plaguetaria, generando en
Su mayor expresion la formacion de microtrombos en la microcirculacion sinusoidal. El
dafo de las células sinusoidales también conlleva a una disminucion de la produccién
de Prostaciclina (PGI2), que es una sustancia vasodilatadora y un inhibidor de la
agregacion plaguetaria (110).

La lesion hepatocelular en el momento de la reperfusion suele ser de baja
magnitud, incluso en caso de periodos largos de isquemia fria, pues los hepatocitos
presentan una mayor resistencia a la hipotermia que e endotelio. La exploracién por
microscopia electrénica de higados sometidos a largos periodos de isquemia fria revela
gue gran parte de los hepatocitos estan intactos, mientras que las células sinusoidales se
encuentran edematosas y con descamaciones (102, 110). Ademés, las céulas
hepatocitarias sufren menos directamente la accion neutrofilica y el atague de los
radicales libres y mediadores inflamatorios que las células endoteliales.

En una fase mas tardia, la hipoperfusion tisular hepatica, consecuencia del dafio
en la microcirculacion sinusoidal, magnifica la lesion hepatocelular a disminuir €l
aporte de oxigeno y nutrientes alas células hepatocitarias. Por o tanto, cuanto mayor es

lalesion endotelial mayor serd e dafio hepatocitario. En sintesis, laLIR en el higado es
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un proceso inflamatorio que ocurre basicamente a nivel endotelial, y gran parte de la
lesion hepatocelular, en la mayoria de las veces, representa una consecuencia del dafno
de lamicrocirculacion hepatica (104, 110).

No obstante, en algunas situaciones como la presencia de esteatosis, que
dependiendo del grado (leve, moderada o severa) y tipo (microvesicular o
macrovesicular), puede generar en las fases iniciales de la revascularizacion del higado
una lesién hepatocelular importante independiente de la lesién endotelial. El dafio

hepatocitario se da mediante la cristalizacién de la grasa por la accion de la hipotermia.

Para el diagndstico y cuantificacion de la LIR en los grupos A, B y control se
analizaron los marcadores bioquimicos de lesion hepatica, correlaciondndolos con la
funcién del injerto y con los estudios histopatol 6gico y hemodindmico. Todos los cerdos
que recibieron un higado mantenido durante 24 horas en isquemia fria desarrollaron LIR
severa. En cambio, en los animales en que se implantaron injertos preservados por solo
3 horas de isquemiafria, se constaté unalesién de isquemia-reperfusion de grado leve.

Analizando los resultados del Grupo Control, se evidencié un discreto aumento
de los niveles de Ac. Hialurénico y Beta-Galactosidasa en las primeras 5 horas tras la
reperfusion del injerto, estando normales sus niveles en la analitica del dia siguiente
(Fase R24). Correlacionando estos marcadores con el estudio histopatol 6gico, se pudo
comprobar que lalesion endotelial fue minima en todas las biopsias, halldndose en las
biopsias con mayor grado de puntuacion una ligera dilatacion y congestion sinusoidal
con poca presencia de polimorfonucleares. EI examen de los marcadores de lesion
hepatocelular, la AST y la ALT mostraron a las 24 horas del postoperatorio medias de
835 UI/L y 61 UI/L respectivamente, que se correspondian con una lesion hepatocitaria

de grado leve. En la funcién hepética, se observd un ligero descenso de los marcadores
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de sintesis hepatica (Tiempo de Protrombinay Factor V) que fueron remontando hasta
alcanzar cifras normales en la Ultima analitica (Fase R24). La produccién de bilis estaba
dentro de los limites de normalidad para un cerdo de 30 a 35 Kg, cuantificandose en
14,57 mi/h de bilis en la Fase 2. En e postoperatorio, los animales se mantuvieron
hemodinamicamente estables, sin el desarrollo de trastornos electroliticos o del
equilibrio acido-basico. Completando las primeras 24 horas tras la reperfusion del
injerto, los animales eran sometidos a una relaparotomia para recoger muestras y
determinaciones, siendo posteriormente sacrificados bajo anestesia general. Por |o tanto,
debido a minimo dafio endotelial y hepatocelular constatado, y a mantenimiento de la
funcién de sintesis hepatica por € injerto implantado, consideramos que e grupo

control desarroll6 unalesion de isquemia-reperfusion leve.

Con respecto a los grupos A y B, los niveles de los marcadores de lesion
endotelial (Ac. Hialuronico) y de activacion neutrofilica (Beta-Galactosidasa) se
encontraron muy elevados desde la primera determinacion tras la reperfusion (Fase R1),
reflejando una considerable lesidn en los sinusoides hepéticos. Con la progresion de la
lesién sinusoidal y posterior formacién de microtrombos en la microcirculacion
hepatica encontrada en el examen histol 6gico, se produjo en la fase R2 una disminucion
significativa de los flujos hepéticos tanto arterial como portal. Clinicamente, entre la 22
y 32 hora del postoperatorio, los animales de los grupos A y B presentaron de forma
progresiva trastornos el ectroliticos (hipercalemia, hipocalcemia), hipoglucemia, acidosis
metabdlica, coagulopatia, progresando la inestabilidad hemodinamica (hipotensién),
anuria, palidez cutanea y pérdida de liquidos a tercero espacio. Ademas de este

sindrome post-reperfusional, 1a funcién hepética fue marcada por un répido y progresivo
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descenso de los marcadores de sintesis hepatica (Tiempo de Protrombina y factor V)
tras lareperfusion del injerto.

Con €l falecimiento de los animales, en las relaparotomias se observaron la
formacion de gran cantidad de ascitis y una escasa produccion de bilis, que en el grupo
A fue de 25 mi/h y en e grupo B de 5,7 ml/h durante la Fase 2. Cantidades muy
inferiores alanormal para un cerdo de 30 a35 Kg: (12 a18 mi/h).

LaLIR severafue lacausa de muerte de los cerdos trasplantados en los grupos A
y B. El uso de PGE1 en el grupo B disminuy6 el dafio hepatico tras la reperfusion, pero
no lo suficiente para reducir el grado de la LIR a un nivel que permitiese la

supervivencia de los animales.
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7.4 - Andlisis del efecto beneficioso de la Prostaglandina E1 sobre la

lesion de isquemia-reperfusion

En los grupos A y B se comparé la intensidad de la LIR mediante parametros
bioquimicos, histoldgicos y hemodinamicos, y se examind el efecto beneficioso de la
Prostaglandina E1.

Se confirmd la homogeneidad de los grupos A y B a través de la semegjanza
encontrada en las comparaciones de los tiempos de intervencion quirdrgica y de fase
anhepatica, de lalesion histologicadel higado momento antes de la reperfusion (Fase A)

y de las analiticas sanguineas antes de la aplicacion de la variable del estudio (PGEL).

- Andlisisdelalesién Hepatocelular y Sinusoidal

La prostaglandina tipo E1, por ser una medicacion vasodilatadora, anti-
inflamatoria, citoprotectora e inmunomodul adora, posee diversos mecanismos de accion
capaces de disminuir la progresion de la lesion de isquemiareperfusion tras la
reperfusion hepatica.

Analizando los resultados con respecto a los marcadores de lesion hepatocel ular
y sinusoidal, se pudo comprobar el efecto beneficioso de la PGEL sobre laLIR através
de la comparacion de los grupos en que se implantaron higados con e tiempo de
preservacion larga de 24 horas.

Lalesion sinusoidal se evalud directamente por las determinaciones seriadas de
Acido Hialurénico (Ac. Hial), sustancia metabolizada especificamente por las células
sinusoidales y por la activacion neutrofilica en la microcirculacion hepética, mediante

los niveles de Beta-Galactosidasa (B-Gal). En relacion a marcador (Ac. Hia) se
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verifico una menor lesion de la microcirculacion hepatica en el grupo B tras el uso dela
PGE1 en comparacion con el grupo que no utilizé la medicacion, siendo significativa la
diferencia. Iguamente, & marcador (B-Gal) mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos A y B, que acusd menor lesidon sinusoidal por disminuir
lamigracion y la actividad leucocitaria en el grupo B.

La Prostaglandina E1 disminuye la migracion leucocitaria por reducir la sintesis
de leucotrienos B4 y mieloperoxidasa (130) e inhibir la produccién del anién
superdxido de los neutréfilos (98), mientras que la disminucion de la agregacion es
debida a un incremento en el contenido de AMPc intracelular y a la estabilizacion de
las membranas celulares (33).

Para la cuantificacion de la lesién hepatocelular, se determinaron los niveles de
AST, ALT y LDH. Se observé en e grupo B, tras la administracion de PGE1, una
menor lesién hepatocelular en relacion a grupo A, gue fue confirmado por €l estudio
histol6gico. Esta diferencia fue significativa paralos marcadores AST y ALT.

Analizando € grupo Control, en e cua se trasplantaron higados con solo 3
horas de isquemia fria, lalesion sinusoidal y hepatocelular encontrada fue infinitamente
inferior en comparacion con los grupos A y B. De esta manera, € tiempo de isqguemia
fria de 24 horas fue e motivo por e cual los grupos A y B desarrollaron una lesion de
isqguemia-reperfusion severa. Siendo que, la administracion de PGEL por via intraportal
en los momentos iniciales a la reperfusion hepatica, logré disminuir la progresion de la
LIR en el grupo B, mediante €l efecto inhibitorio directo en la formacién de radicales
libres de oxigeno y mediadores inflamatorios, la disminucién de la agregacion
plaguetaria y leucocitaria y la estabilizacion de la membrana celular por controlar la

entrada de Ca'™" hacia el interior de lacélulay por larestauracion de AMP ciclico, ADP
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y ATP. Ademés, € efecto vasodilatador de la PGE1 aument6 el flujo hepatico total,

dificultando la formacion de microtrombos en la microcirculacion hepética.

Andlisisdela Funcion de Sintesis Hepatica

Los pardmetros utilizados para la determinacion de la funcién hepética, Tiempo
de Protrombina (TP), Factor V y la cuantificacion de bilis, mantuvieron una correlacion
directa con el grado de lalesion de isgquemiareperfusion.

Analizando la funcién hepética en los grupos A y B, se observé que el TP, €
factor V y la cuantificacion de bilis iban decayendo a medida que progresabalaLIR. No
obstante, €l grupo B presentdé un menor descenso de la funcion de sintesis hepética en
las fases subsiguientes a la infusion de Prostaglandina E1. Siendo que las diferencias
obtenidas mediante los niveles de TP y Factor V no se mostraron significativas,
posiblemente por €l nimero escaso de lamuestray por lalesion hepética severa con una
corta supervivencia de los animales, que no permitié una mayor diferencia entre los
grupos en comparacion.

Con relacion a la cuantificacion de bilis, € grupo B presenté una mayor
produccion de bilis que € grupo A, siendo la diferencia estadisticamente significativa.
Por lo tanto, considerando que la determinacion del volumen de bilis producida por el
injerto es el mejor método para la determinacion de la funcion de sintesis hepatica,
aunque las demés pruebas (TP y Factor V) no hayan acanzado diferencias
significativas, se puede decir que e Grupo B, mediante la cuantificacion de hilis,
presentd una mejor funcidn hepética que € grupo A en las fases subsiguientes a uso de

PGEL.
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Con respecto a grupo Control, la produccion de bilis, los niveles de TPy Factor
V fueron muy superiores a los valores encontrados en los grupos A y B. El tiempo de
isquemia fria de solo 3 horas generd en e higado porcino una LIR leve, permitiendo
que la funcion hepadtica a las 5 horas tras la reperfusion fuera practicamente normal
desde del punto de vista analitico (TP y Factor V) y de produccion de bilis. En cambio,
la LIR severa que se produjo en los grupos A y B, no permitié que hubiese un repunte
de la funcién del injerto, observandose un deterioro de lafuncion de sintesis en las fases

subsiguientes ala reperfusién hepética.

Andlisisdel Estudio Histopatol 6gico

Examinando € estudio histoldgico, € grupo control presentd un menor grado de
lesién histoldgica que los grupos A y B, tanto en la primera biopsia antes de la
revascul arizacion como en las biopsias subsiguientes ala reperfusién hepatica. EI menor
tiempo de preservacion (3 horas) en el grupo Control favorecio el desarrollo de unaLIR
leve, aflorando en las biopsias tras la reperfusion hepética una ligera dilatacion y
congestion sinusoidal con poca presencia de polimorfonucleares.

Comparando los grupos A y B se verifico el mismo grado de lesién histol6gica
referente ala primera biopsia. No obstante, en las 2 biopsias siguientes, el grupo que no
recibié la medicacion PGE1l desarroll6 un mayor grado de lesion sinusoida vy
hepatocelular, 1o cua fue significativaladiferencia

Examinando separadamente los pardmetros establecidos para la cuantificacion
de lesion, e grupo que utilizd la PGE1l present6 una menor presencia de
polimorfonucleares, menor dilatacion y congestion sinusoidal en la biopsia obtenida a

los 90 minutos de la reperfusion. No obstante, estos hallazgos no fueron significativos
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estadisticamente. En la biopsia sacada en e momento de la muerte de animal, se
observo en el grupo tratado con PGE1 un menor grado de necrosis hepatocelular, que
fue significativo en el estudio estadistico.

Resultados similares se obtuvieron en un trabajo experimental con perros
realizado por Takahashi, que valord el uso de Prostaglandina E1 por via sistémica en un
modelo de trasplante hepético con injertos preservados en isquemia fria por 24 horas.
En € estudio histopatoldgico, se comprobd que la biopsia sacada a las 2 horas tras la
reperfusion presentd un mayor porcentaje de vacuolizacion, necrosis y edema sinusoidal
en el grupo no tratado con PGEL. Ademés en la microscopia electrénica, € grupo sin la
administracion de PGE1 exhibié un mayor edema mitocondrial y degeneracion

hepatocitaria (121).
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7.5 — Andlisis de los efectos de la PGEL sobre € flujo hepatico total

(hemodinamicaregional) y sobre la hemodinamica sistémica.

Andlisisdel Estudio Hemodindmico Regional

Con respecto a los efectos hemodinamicos producidos por la infusién de la
PGEL1 por via intraportal, se verifico en el grupo B un aumento tanto del flujo arterial
hepético como portal en comparacién a grupo A gue no utilizd la PGE1l. Este
incremento hemodindmico en e grupo B generdé un mayor flujo hepatico total y
consecuentemente una mejora de la perfusion tisular hepética.

El aumento del flujo portal se produjo por una disminucion de laLIR y por una
menor resistencia vascular a nivel sinusoidal, sin embargo, este beneficio por el uso de
la medicacion (PGE1) no fue suficientemente importante para alcanzar diferencias
significativas. Probablemente, aumentando el nimero de la muestra se podria conseguir
significacion estadistica.

En relacion a aumento del flujo arterial, esta mejora fue significativay se debe
tanto a tratamiento de la LIR con PGEL, disminuyendo la resistencia vascular en la
microcirculacion hepatica, como tambiéen por el efecto vasodilatador de la medicacion
sobre el lecho arterial, mediante las intercomunicaciones arterioportal es existentes en el
higado (1, 12).

En € trabajo experimental porcino realizado por Kawachi, que estudio € efecto
hemodindmico generado por e uso de PGEL por via portal también se alcanzaron
resultados hemodinamicos similares. Se comprobd un aumento de los flujos arterial y

portal, no obstante, el incremento solo fue significativo parael flujo arterial (1).
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Andlisisdel Estudio Hemodinamico Sistémico

Analizando la hemodindmica sistémica, en e momento de la revascularizacion
del injerto (Fase R1), todos los grupos presentaron un mismo nivel de hipotensién, que
fue debido a sindrome de reperfusion sumado a la disminucién del retorno venoso
generado por € clampaje vascular portal y venoso sistémico. El tiempo de clampaje
vascular esta directamente relacionado con la disminucién del retorno venoso y el
sufrimiento intestinal. Por este motivo, € tiempo de fase anhepdtica mantiene una
correlacion directa con la Presion Arteriad Media (PAM) en e momento de la
reperfusion hepética. No hubo diferencias significativas entre los grupos con respecto a
tiempo de fase anhepatica.

En un trabgo experimental porcino realizado por Tanaka y colaboradores,
concluyen que € uso de PGE1 por via sistémica en dosis bajas (0,05mcg/Kg/min)
durante la fase anhepatica, aumenta €l gasto cardiaco y previene la hipertensién
pulmonar tras la reperfusion del injerto sin causar hipotension, debido a la disminucion
de la resistencia vascular sistémica (36). Por lo tanto, € uso de PGE1 antes de la
reperfusion hepatica podia mejorar la hemodinamica sistémica y disminuir la
hipotension causada en los animales en la fase R1, favoreciendo asi una mejor
reperfusion del injerto.

Examinando € periodo en € cual se utilizd la Prostaglandina E1 por via portal,
se evidenci6 que en € grupo B la PAM se mantuvo poco mas elevada
comparativamente al Grupo A (NS). Esto reflgja la seguridad del tratamiento de laLIR
por via portal sin afectacion de las condiciones hemodinamicas sistémicas. Este hecho
se debe a la eficacia del higado en depurar la PGEL por via portal. Del 89 a 95% de la
dosis total es eliminada en e primer paso por € higado y € restante se depura en €

pulmén (11).
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Comparando la hemodindmica sistémica con € grado de LIR, en & grupo
Control, con el desarrollo de una lesién de isquemia-reperfusion leve, se observé una
inestabilidad hemodindmica leve en el momento de la reperfusion que mejoro en lafase
subsiguiente (R2). En cambio, en los grupos A y B con tiempo largo de preservacion del
injerto (24 horas) se evidencio una leve inestabilidad hemodinamica inicia a la
reperfusion hepatica que se agravod progresivamente en la evolucion. Las causas de este
empeoramiento hemodinamico sistémico fueron debidas a la disminucién del drenaje
venoso esplécnico por la evolucion de la LIR severa, reduciéndose el flujo portal y
consecuentemente el retorno venoso sistémico y a la vasodilatacion sistémica debida al
efecto de la acidosis metabdlica mantenida y a la progresiva liberacion de mediadores
inflamatorios (Interleuquinas, FNT, endotelinas, Radicales Libres, entre otros).

El uso de PGE1 por via portal en un modelo de trasplante hepatico porcino con
preservacion del injerto durante 24 horas no causo inestabilidad hemodinamica durante
el periodo de su administracion. Ademés, los animales que utilizaron la medicacion
presentaron una mejoria de los marcadores de LIR y funcion hepética llevando a un
retraso en € desarrollo de la inestabilidad hemodindmica regiona y sistémica,

aumentando el tiempo de supervivencia.
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- El modelo experimental de trasplante hepético porcino con una isquemia fria del
Organo durante 24 horas produjo una LIR severa, manifestada por una alteracién
importante de todos los parametros estudiados y que causd el fallecimiento por fallo
hepético de todos animales a pocas horas del trasplante. Sin embargo, e tiempo de
supervivencia del grupo tratado con PGEL fue mayor en comparacion con el grupo A
gue no recibid la medicacion. El grupo Control, que desarrollé una LIR leve, presentod

100% de supervivencia.

- Para @ diagnédstico y cuantificacion de la LIR en los grupos del estudio, se
analizaron marcadores especificos de lesidn hepatica, correlacionadndolos con lafuncién
del injerto y con los estudios histopatoldgico y hemodinamico. Con €l andlisis seriado
de los pardmetros aplicados en €l estudio, se observo en todos los grupos que: laLIR en
el higado se expresd inicialmente con e desarrollo de un dafio e inflamacion en la
microcirculacion sinusoidal con posterior lesion hepatocelular. ElI grupo Control
presentd una LIR leve y los grupos A y B una LIR severa, siendo € tiempo de

preservacion del injerto en isquemia fria responsabl e de los diferentes grados de lesion.

- El efecto beneficioso de la perfusion portal de PGEL se manifest6 por un aumento
del flujo hepético total y una menor alteracion de todos los parametros de lesién
hepatocitaria, sinusoidal y de funcién hepdtica Estas diferencias alcanzaron
significacion estadistica en lamayoria de ellos. A pesar de esto, no se consiguio revertir

laLIR y todos los animales fallecieron en € post-trasplante inmediato.
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- La perfusion portal de PGE1 en dosis plenas en la fase inmediata de la

revascularizacion del injerto fue bien tolerada desde e punto de vista hemodinamico.
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