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INTRODUCCION

1.1.- HISTORIA DEL TRANSPLANTE EXPERIMENTAL DE INTESTINO
DELGADO.-

La primera referencia sobre transplante de intestino delgado viene fechada en
1907 y se atribuye a Alexis Carrell, (1), que lo realizé en un perro al que extrajo una
porcion de intestino delgado con su pediculo vascular que anastomosé al cuello, a la
arteria carotida y vena yugular, suturando las porciones distales de intestino a la piel.
El transplante fracasé por la aparicion de un abceso en el cuello si bien el injerto se
vascularizo presentando la porcion de intestino un aspecto totalmente normal e
incluso se recuper6 la funcion secretora aunque se tuvo que retirar el asa

transplantada.

Lillehei i cols. (2, 3), en 1959, realizaron el pﬁmer autotransplante
ortotopico de intestino delgado aislando todo el intestino junto con los vasos
mesentéricos perfundiéndolo a través de la arteria mesentérica con suero salino a 4°C.
En el animal receptor se realizaba una anastomosis término-terminal entre los vasos
meséntericos del injerto y del receptor, resecando el intestino del mismo. El intestino
del injerto se anastomoso al duodeno y al ¢ colon del receptor de forma término-
terminal con sutura continua. Tras unas 2 semanas de diarrea y esteatorrea las heces
fueron normales. A las tres semanas se comprobo regeneracion del drenaje linfatico
por inyeccion de contraste en la pared intestinal que se detectaba posteriormente en el
conducto toracico. Algunos animales llegaron a sobrevivir varios afios, (4), y después
de sacrificarlos se comproboé histologicamente que habia habido regeneracion linfatica
y que el intestino transplantado era, macro y microscopicamente, indestinguible del

receptor. Como medios inmunosupresores se utilizaban azatioprina y esteroides.

La ampliacién de su modelo a la utilizacion de aloinjertos en animales no
inmunosuprimidos, llevaron a la muerte de los mismos a los 6 o 10 dias. En el estudio
necropsico se encontraba unicamente un aumento del volumen de los ganglios
mesentéricos; el injerto era de caracteristicas normales y no se hall6 una causa

evidente de muerte.
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Lillehei sugeria que la causa de la muerte podia ser causada por una reaccion
de injerto contra huésped o "graft versus host disease" (GVHD). Los animales
tratados con inmunosupresores (azatioprina y esteroides) sobrevivian varias semanas
y en la autopsia los hallazgos encontrados eran alteraciones en el injerto con sangrado
de la mucosa, pérdida de la membrana basal, atrofia de las vellosidades intestinales,
engrosamiento de la pared intestinal, perforaciones e infiltrados de células

monocitarias, hallazgos claramente provocados por un rechazo del injerto.

Estos procedimientos tenian una mortalidad muy elevada, 70%, (5), debido a
la dificultad técnica de las anastomosis vasculares, a la sepsis, a la fuga linfatica y al
edema de la pared intestinal con el consiguiente éstasis y disminucion del flujo
esplacnico. Sin embargo la experiencia de los autores y la estandarizacion de la

técnica lograron mejores resultados y fue realizada por otros equipos.

Experiencias posteriores demostraron que la reaccion de rechazo y la de
injerto contra huésped podian ocurrir a la vez y que el predohﬁnio de una u otra
estaba en relacion con la longitud de la porcion intestinal, transplantada con su tejido
linfoide correspondiente. Si predominaban los ganglios linfaticos ocurria la reaccion
de injerto contra huésped y si se extirpaban los ganglios o la porcion de intestino era

mas corta el rechazo era la reaccién predominante.

Se observd que la dificultad para evitar estas reacciones, mediante
inmunosupresores convencionales, era mayor que en el resto de é6rganos, por lo que
se ensayo la irradiacion del intestino, previa al transplante, para intentar eliminar los
linfocitos del injerto. El someter el intestino a transplantar a grandes dosis de
radiacion favorecian la reaccion de rechazo y si las dosis eran bajas se producia la

GVHD.

Monchick y Rusell (6), en 1971, desarrollaron el modelo de transplante de
intestino en rata aplicando técnicas de microcirugia en las anastomosis vasculares; los
extremos se exteriorizaban al exterior mediante duodenostomia e ileostomia
permaneciendo el intestino del receptor in situ. Estos autores utilizaban
combinaciones genéticas de animales, PF-1 (transplante de padres a hijos de la
primera generacion), consiguiendo parcialmente controlar las reacciones de rechazo y

de GVHD. La gran aportacion de Monchick y Rusell al transplante intestinal fue la
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sencillez de la técnica y la economia en tiempo y en coste, a parte de introducir a la

rata como animal de experimentacion.

Kort y col. (7), realizaron en 1973 el primer transplante ortot6pico en rata en
un solo tiempo practicando una reseccion del intestino del receptor una vez
comprobada la vascularizacién del injerto con anastomosis término-terminal, entre los
extremos proximales y distales de las porciones de intestino del receptor y del injerto,
con sutura continua evertida con seda de 7/0. Asi mismo potenciaron el uso del
drenaje venoso del injerto a través de la vena porta comprobando que habia un
rechazo menos vigoroso aumentando la supervivencia. También se han realizado
drenajes venosos al pediculo esplénico, (8), para evitar los cambios fisiolégicos y
metabdlicos similares a los del shunt portosistémico como la disminucion de
triglicéridos, aumento de la fosfatasa alcalina, disminucién de proteinas totales,
aumento del amonio sérico, etc.. Estas alteraciones no son determinantes, debido a
que se pueden corregir con modificaciones dietéticas, para recomendar un tipo de
drenaje u otro, (9, 10). La mayoria de autores realizan el drenaje venoso a la cava por

una mayor facilidad técnica en pequefios animales.

La preocupacion por el drenaje linfitico del intestino transplantado llevé a
Thiede (11) a realizar importantes contribuciones en este campo llegando a canularlo

para su drenaje al exterior.

Al introducirse la Ciclosporina A (CsA) como inmunosupresora, se utiliz en
este tipo de transplantes siendo Reznick y cols. (12), los que en 1982 obtuvieron en el
transplante ortotdpico de intestino en el perro una mayor supervivencia en relacién a
los animales no tratados. La dosis de CsA era de 25 mg/Kg. por via intramuscular en
dosis diaria unica. Los animales tratados sobrevivian una media de 103 dias por 12 en

los no tratados.

Se realizaron estudios en los que la administracion de la CsA era por via oral
(4) pero no se obtuvieron los mismos efectos debido a la dificultad de absorcion del
intestino, principalmente en los primeros dias postransplante. En 1984 Ricou
(13),realiz6 un estudio sobre la administracion de CsA, en transplante intestinal en

cerdo por via oral, intramuscular e intravenosa poniendo de manifiesto la insuficiencia
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de la via oral, principalmente en los primeros dias, en comparacion con la via

parenteral.

En 1966, Ballinger estudio la absorcion de nutrientes en el transplante de
intestino delgado utilizando el test de la D-Xilosa y la absorcion de grasas en perros
demostrando, junto a otros autores como Ruiz y cols (14) y Reznick y cols. (12), que
la absorcién de la D-Xilosa, tanto en isoinjertos como en aloinjertos con
inmunosupresion, estaba deteriorada en los primeros 4 a 6 meses después del
transplante aunque los animales recuperaban en el primer o segundo mes su pesb

normal.

Actualmente la investigacion dentro del transplante intestinal se realiza en
diferentes campos, siendo los mdas importantes el uso de nuevos agentes
inmunosupresores como el Tacrolimus/FK-506 (15, 16, 17, 18, 19, 20) y la
rapamicina (21), el estudio de soluciones de preservacion del injerto, y el transplante
multiorganico en el que se injertan varias de la visceras abdominales, pancreas, bazo,

intestino delgado, higado vy rifién (21a, 22).
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1.2.- HISTORIA DEL TRANSPLANTE DE INTESTINO DELGADO EN EL
HUMANO.-

Hasta la puesta en préctica de la nutricion parenteral todos los enfermos que
sufrian la pérdida de intestino morian por desnutricion. Cuando esta alimentacién
estuvo disponible los pacientes se liberaron de una muerte segura, pero se vieron
sometidos a la dependencia de un programa de nutricion parenteral hospitalaria,
siendo unos pocos los que podian regresar a sus hogares siguiendo un programa de

nutricién parenteral domiciliaria.

El éxito de los transplantes experimentales de intestino estimuldé a los
cirujanos a intentar el transplante clinico de intestino. Asi, Deterling (23) realiz6 en
1964 los dos primeros intentos, falleciendo en el primero el receptor a las 12 horas y
en el segundo tuvo que ser retirado el injerto a las 48 horas del transplante, debido a

necrosis.

En 1967, Lillehei (24) transplantd un intestino delgado procedente de
donante de caddver a una mujer de 46 afios que habia perdido su intestino por una
trombosis mesentérica; los extremos del injerto fueron abocados al exterior para una
restablecimiento de continuidad posterior pero que no pudo llevarse a cabo por

fallecimiento de la paciente a las 12 horas de la intervencion quiriirgica.

En 1968, Okumura (25) en Brasil transplanté un injerto de 1,70 m. a una
mujer de 34 afios que habia sufrido también un trombosis mesentérica con
exteriorizacion de ambos extremos mediante ostomias. Al 6° dia aparecié necrosis
isquémica de ambas ostomias, lo que obligé a retirar al 10° dia el injerto falleciendo la

paciente dos dias después debido a trastornos electroliticos.

En 1969, Olivier (26) en Paris intent6 el transplante intestinal a un hombre de
35 afios que sufria una variante del sindrome de Gardner al que se le habia extirpado
todo el intestino delgado y el colon izquierdo; los vasos del injerto fueron
anastomosados a la vena porta y a la arteria mesentérica del receptor, el yeyuno del
receptor fue anastomosado al yeyuno del injerto y la porcion distal de este fue
abocada al exterior por medio de una colostomia. Era la primera vez que se colocaba

el intestino de forma ortotdpica e inmediatamente después de la intervencion se inicid
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tratamiento  inmunosupresor con  azatioprina, corticosteroides y globulina
antilinfocitaria. A las dos semanas fue reintervenido por sospecha de rechazo agudo y
se encontrd el intestino permeable con pequefias hemorragias y edematoso; se cambid
el inmunosupresor a 6-mercaptopurina y a los 3 dias el injerto se necrosé falleciendo
el paciente a los 26 dias de la primera intervencién por complicaciones sépticas. En la
necropsia se encontraron por primera vez, como causa de muerte, signos de rechazo
como el intestino ciandtico y distendido con la mucosa ulcerada y hemorragica,

trombosis capilar y signos de infiltracién mononuclear en toda la pared intestinal.

Alican (27), en 1969, intervino a un nifio de 8 afios en la Universidad de
Mississipi por la pérdida de todo el intestino delgado debida a la necrosis mesentérica
que habia producido una brida. Recibid un injerto de 1 metro de yeyuno ileal
procedente de la madre. La vena mesentérica se anastomosé termino-lateralmente a la
vena renal y la arteria mesentérica, de la misma forma a la aorta. Los dos extremos del
injerto fueron abocados al exterior. Fue tratado con -corticosteroides, suero
antilinfocitario y azatioprina llevando un curso normal hasta el 7° dia en que las
enterostomias presentaron un aspecto necrético y el paciente presentd sepsis. En la
laparotomia posterior se encontrd una ulcera duodenal perforada y las anastomosis
vasculares permeables; se extrajo el injerto al considerar que se hallaba

hipoperfundido y a pesar de ello el paciente fallecié a los 32 dias del transplante.

Una mujer de 37 afios fue sometida a un transplante intestinal en 1970 por
Fortner (28) debido a que le habian extirpado todo el intestino delgado y parte del
colon por padecer un sindrome de Gardner. Recibié, de su hermana HLA idéntica,
1,70 m. de yeyuno distal e ileon proximal, anastomosando los vasos mesentéricos a
los vasos iliacos del receptor y colocando el injerto de manera ortotdpica por medio
de una duodeno-yeyunostomia y una ileo-colostomia, dejando una asa aislada de
yeyuno bajo la piel para controlar el injerto; se inicié tratamiento inmunosupresor
habitual (azatioprina, prednisona y globulina antilinfocitaria). A la semana aparecieron
heces semiformadas, inicidndose la ingesta oral 3 semanas después. A los 18 dias
apareci6 un episodio de rechazo, isquemia en la biopsia de mucosa yeyunal, y que fue
tratado, con éxito, con esteroides. Durante 2 meses la paciente tolero la ingesta oral,
suplementada con nutricién parenteral, si bien después aparecié debilidad muscular,

insuficiencia hepatica y sepsis, falleciendo la paciente a los 76 dias del transplante. En
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la necropsia se encontraron las anastémosis vasculares permeables, el injerto atrofico
y el higado con signos de esteatosis. Se penso en que la causa de la muerte pudiera
haber sido una reaccion contra huésped. En este transplante, por primera vez, un
paciente injeria alimentos por via oral y la supervivencia fue la mas larga hasta aquel

momento.

En 1984, Starzl (29) realiz6 2 transplantes pancreato-duodenales en los que
inclufa segmentos de yeyuno. Utilizd por primera vez ciclosporina con esteroides pero
los pacientes sufrieron diarreas acuosas e hipoalbuminemia importante que obligaron a
la extirpacion del injerto. Histologicamente se encontraron cambios inflamatorios en la
mucosa con signos de regeneracion, pero no se pudo objetivar la causa de la

enteropatia con pérdida de proteinas.

En 1985, Cohen (30), realiz6 un transplante a un paciente de 26 afios que
habia perdido todo el intestino delgado y parte del colon por un tumor desmoide en la
raiz del mesenterio, anastomosando los vasos mesentéricos a la aorta y a la cava del
receptor utilizando como inmunosupresores ciclosporina y esteroides. Al 5° dia
aparecid un episodio de hemolisis debida a anticuerpos antigrupo sanguineo A,
producidos supuestamente por los linfocitos del injerto. El paciente entr6 en coma al
9° dia reinterviniéndose al dia siguiente, encontrando el injerto totalmente normal, a
pesar de lo cual le fue extirpado y el paciente fallecio al dia siguiente. En la necropsia
se encontr6 un infarto cerebral como causa del coma y un injerto con una estructura

normal a pesar de presentar un infiltrado mononuclear.

En estos afios se llevaron a la practica diversos transplantes de pancreas,
(31), que llevaban asociados una porcion duodenal, tratados con CsA, azatioprina y
esteroides, permaneciendo mucho tiempo viables y la porcién duodenal no presentaba

signos de destruccidn mucosa ni de fibrosis.

Un nifio de 8 afios portador de una neuromiopatia que afectaba todo el tracto
gastrointestinal fue intervenido por Grant (32) debido a una hepatopatia secundaria a
la no tolerancia de la nutricion parenteral total a la que era sometido por la reseccion
de intestino que tuvo que llevarse a cabo por los cuadros continuos de pseudo
obstruccidén que padecia. El injerto se obtuvo de un nifio de 6 afios con igual grupo
sanguineo que fue tratado antes de la operacion con anticuerpos (Ac) monoclonales

OKT3, se efectud un transplante ortotdpico con anastomosis término-laterales entre
-11-



Introduccion

la arteria mesentérica y la aorta, por un lado, y la vena mesentérica y la porta por el
otro; se reconstruyo el transito intestinal por medio de una duodeno-yeyunostomia e
ileostomia terminal. La terapia inmunosupresora se realizd con CsA,
metilprednisolona, azatioprina y globulina antilinfocitaria. Si bien en un principio se
recuperd el peristaltismo intestinal y se inicié al 5° dia alimentaci6n enteral, apareci6
al 10° dia distension abdominal con signos de rechazo en la biopsia del 12° dia. Al 15
dia se extirpd el injerto debido a la presencia de placas de necrosis que alternaban con
mucosa normal, lo cual ponia de manifiesto que las biopsia no eran del todo fiables a
la hora de diagnosticar el rechazo, ya que las alteraciones no eran uniformes pudiendo
encontrarse mucosa alterada junto a otra intacta. En este caso fue el primero en que
se trat6 el injerto con Ac monoclonales para procurar evitar o disminuir la reaccion de

injerto contra huésped.

En 1987, Deltz (33) en Kiel (Alemania) transplantd el intestino procedente
de la madre a un nifio de 5 afios, pero el injerto fue extirpado por un reaccién de
rechazo. Al afio siguiente una mujer de 42 afios que habia perdido su intestino por
isquemia mesentérica recibié un aloinjerto de 60 cm. procedente de una hermana. La
revascularizaciéon se realizd mediante anastomosis vasculares mesentérico-iliacas y
ambos extremos del intestino fueron exteriorizados. La inmunosupresion se realiz6
con CsA, globulina antimitocito y esteroides y tras comprobar la capacidad absortiva
del asa transplantada se reconstruyo el transito intestinal a las 6 semanas. A las 12
semanas se comenzd con ingesta oral y se disminuyo la alimentacidon parenteral, no
conociéndose su evolucién posterior. Algunos episodios de rechazo fueron

controlados con la administracién de bolus de esteroides y globulina antilinfocitaria.

También se han realizado transplantes multiorganicos (34, 35), que incluian
intestino delgado. Algunas experiencias indicaban que el higado, si formaba parte de

un transplante mutiorganico, presentaba episodios de rechazo menos intensos.

Starzl en 1983 (36), realizd el primero de ellos a una nifia de 6 afios que
habia perdido el intestino delgado tras un accidente y que con alimentacion i.v. sufrié
al afio un fallo hepatico por lo que recibié un injerto de un varén de 27 afios
compuesto por: estdmago, duodeno, pancreas, bazo, intestino delgado, colon, higado
y ambos rifiones. Tras desclampar los vasos el injerto se revascularizé con

normalidad, pero debido a una diatesis hemorragica que precisé mas de 60 litros de
-12-
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sangre transfundida fallecié a la media hora de ingresar en la UVI. La causa de muerte
fue debida a una embolia pulmonar masiva presentando, asi mismo, una endocarditis.
El mismo Starzl volvid a realizar un transplante multivisceral , en esta ocasién a una
nifia de 3 afios por una necrosis de intestino delgado debida a un vélvulo completo y
que sufrié un fallo hepatico por lo que se le transplantaron los mismos érganos que el
caso anterior con la excepcion de los rifiones. El postoperatorio fue normal y a las 2
semanas se inicié alimentacién por una sonda nasoyeyunal y a las 3 semanas por
sonda nasogastrica. La tolerancia fue excelente y a los 135 dias recibia inicamente
dieta oral. La inmunosupresion utilizada fue: CsA, metilprednisolona, Ac
monoclonales OKT3, aztioprina e irradiacion del abdomen después del transplante
para prevenir la reaccién de injerto contra huésped. Una enfermedad linfoproliferativa
aparecida a los 91 dias ocasioné el fallecimiento de la nifia a los 165 dias de la
intervencion debido a una sepsis. En la necropsia, el intestino delgado presentaba 2
perforaciones no encontrando evidencia de rechazo ni de reaccion de injerto contra
huésped. El resto de 6rganos transplantados tampoco presentaban signos de rechazo y

habian funcionado con normalidad durante mucho tiempo.

Williams (37), realizé6 2 transplantes en 1989. El primero, un nifio de 17
meses que debido a una gastrosquisis habia perdido el intestino desde el duodeno
hasta el angulo esplénico del colon, recibié un transplante de un donante de su mismo
peso, que incluia una porcion de estdmago, duodeno, pancreas, higado, intestino
delgado y parte de la aorta. Se irradié el injerto previamente a la operacién en la que
los extremos del tubo digestivo se abocaron al exterior, cerrando el abdomen con una
malla para evitar tension en la linea de sutura. Al 4° dia sufrié una hemorragia por la
anastomosis aorto-adrtica que fue reparada quirurgicamente en una nueva
reintervencion aunque no se pudo evitar el fallecimiento posterior. En la autopsia se
aprecié necrosis isquémica de la aorta del receptor debida seguramente a una
anastdmosis a tension, el intestino delgado y el resto de las visceras eran
completamente normales. El segundo caso era un nifio de 9 afios que sufrié una
necrosis intestinal debida a un vélvulo y que recibi6 un injerto de una nifia de 10 dias.
La intervencion fue similar a la anterior pero el injerto sufrié previamente una mayor
dosis de radiacion y fue tratado con OKT3. A los 12 dias sufri6 un taponamiento

pericardico y a los 16 dias presentd un cuadro de sepsis por la que fue reintervenida
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encontrandose una perforacion de yeyuno. Diez dias mas tarde fue cerrada otra
perforacion y a los 40 dias comenzd la nutricidn entérica. A los 109 dias fallecié por
sepsis habiéndose observado previamente un proceso linfoproliferativo con presencia
de anticuerpos anti Epstein-Barr. En la necropsia se vieron todas las visceras

abdominales infiltradas por un linfoma tipo Burkitt.

En 1988, Grant (35) transplanté higado e intestino delgado a una mujer de
41 afios afecta de hepatopatia y sindrome de intestino corto. La donante fue una
paciente de 50 afios que falleci6 como consecuencia de una hemorragia
subaracnoidea; la intervencién duré 12 horas y la inmunosupresion fue la descrita
anteriormente. Una semana después comenzé la alimentacién por sonda enteral a
pesar de haberse complicado la intervencién con un abceso intraabdominal, infeccion
de un catéter que necesitd de toracotomia para su extraccion y una insuficiencia
respiratoria que requirié traqueotomia e intubacién; también aparecieron varios
episodios de rechazo que se trataron con OKT3. La recuperacion fue satisfactoria y a
los 8 meses fue dada de alta hospitalaria con dieta por via oral y sin restricciones. Era
la 1% vez que una paciente portadora de un transplante de intestino delgado reanudaba

una actividad totalmente normal. No se sabe su evolucion posterior.

Goulet. (38), realizé6 nueve intentos de transplante en siete nifios de los
cuales solo en un caso permanecié el injerto viable tres afios después de la
intervencion, los otros casos fracasaron por rechazo o por necrosis del intestino

transplantado, causa por la que tuvo que ser extraido.

Schoroender (39) recogi6 esta experiencia y de Marzo del 87 a Julio del 90
se realizaron 15 transplantes en 12 pacientes, cuatro de ellos seguian funcionando en

esta fecha uinicamente con alimentacion por via oral.

Mcalister (40), llevd a cabo varios transplantes de intestino delgado solo o en
combinacion con otros Organos abdominales como el higado. El intestino
transplantado solo tuvo que ser extraido en un caso a los 15 dias de la intervencion
por rechazo no controlable. Dos de los tres pacientes que recibieron un transplante

combinado de higado e intestino delgado viven en la actualidad utilizando CsA.
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Todo y cols. (41), realizaron 5 transplantes de intestino delgado, 4 de ellos
combinados con transplante de higado, utilizando como inmunosupresor FK506. En

todos ellos los pacientes ganaron peso y se independizaron de la nutricién parenteral.

Hasta 1991, Starzl (42) presentaba 8 casos de transplante combinado de
intestino delgado e higado dependientes solo de alimentacion por via oral, otros 8
pacientes vivos con transplante de intestino solo y 3 pacientes receptores de varios
6rganos. Tuvo una mortalidad del 17% con un seguimiento minimo de tres meses. La

inmunosupresion principal utilizada, sola o en combinacién, fue el FK-506.

Uno de los casos de supervivencia més larga fue el comunicado por Revillon
(38) que , debido a una extirpacion de intestino por un vélvulo completo, transplant6
95 cm. de intestino procedente de un anencéfalo a un recién nacido que superd varios
episodios de rechazo recuperando la funcién intestinal a los 6 dias después del

transplante, permaneciendo con alimentacion enteral e inmunosupresion por via oral.

Frezza et al (43), pertenecientes al grupo de Pittsburgh, presentan una serie
de 36 transplantes realizados a nifios y adultos con una supervivencia de 28 pacientes.
La mayoria de transplantes de intestino se realizaron conjuntamente con el de higado.
Como inmunosupresion utilizaron CsA y FK 506, mostrandose esta ultima superior a

la cyclosporina.

Las indicaciones de transplante intestinal, (43, 44), son todas aquellas que
comporten un fracaso total de la funcién intestinal provocando un sindrome de
intestino corto y obligando a realizar un tratamiento con nutricién parenteral (TPN).
También se incluyen los que desarrollan un fracaso hepéatico como consecuencia de la

TPN, siendo indicacién de transplante combinado de higado e intestino delgado.

Siguiendo a Frezza (43) y Balen (44), puede realizarse la siguiente

clasificacion de indicaciones de transplante intestinal:
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INDICACIONES.-

Enfermedades vasculares:

Trombosis mesentérica o del tronco celiacoj
Oclusién de la arteria mesentérica superior por embolia o por

trombosis
Traumatismos de la arteria mesentérica
Vasculitis

Invaginacion intestinal con gangrena

777 Enfermedades intestinales primarias: ’

...................................................................................

Enfermedad de Crohn

Enfermedades de malabsorcion
Enteritis por radiacién

Sindrome de Gardner

Yatrogenia en anastomosis yeyuno-ileal
Enterocolitis necrotizante

‘Aganglionosis T
Alteraciones de la motilidad intestinal

Atresia intestinal
Enfermedad microvellosa por cuerpos de inclusién

Las contraindicaciones absolutas del transplante de intestino delgado son (43):

CONTRAINDICACIONES ABSOLUTAS.~

Sepsis que implique un fracaso multisistémico

Presencia de metastasis

Dependencia de drogas

Neumonia

Enfermedad cardiopulmonar avanzada

SIDA

Disfuncion neuroldgica avanzada que implique otros dérganos
aparte del intestino.

Cirrosis (indicacién de transplante de higado + intes. delgado).
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Las contraindicaciones relativas son (44):

CONTRAINDICACIONES RELATIVAS.-

Neoplasia intestinal

Fracaso renal severo

Edad superior a 45 afios
Trombosis vena porta
Portador asintomatico de HIV

El futuro del transplante intestinal en el humano pasa por superar grandes
problemas como la sepsis y la inmunosupresiéon. El alto porcentaje de sepsis
postransplante es debido, por un lado, a la disminucion de la funcién de barrera del
intestino por la inmunosupresion, y por otro a que la isquemia y el rechazo del érgano
aumentan la permeabilidad del mismo permitiendo el paso de gérmenes y toxinas,
llevando esta situacion al sobrecrecimiento y a la traslocacion bacteriana (45). Las
medidas encaminadas a proteger este efecto barrera del intestino como la alimentacién
precoz, suplementos de glutamina, administracion de hormonas tréficas como el
factor de crecimiento epidérmico y la prostaglandina E2 tenderan a evitar la sepsis

postoperatoria.

La aparicion de nuevos inmunosupresores como el FK-506 (15, 16, 17, 18,
19, 20) y la Rapamicina (21, 46) cuyo objetivo es no destruir las células linfoides del
injerto, sino que se pueda permitir la circulacion de éstas en el receptor sin causar la
GVHD y a su vez que las células linfoides del receptor colonizen el injerto sin causar

su rechazo, objetivo final de todos los transplantes.

Todo ello hace concebir esperanzas y ser optimistas sobre el futuro del

transplante de intestino en el ser humano.
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1.3.- FISIOPATOLOGIA DEL TRANSPLANTE INTESTINAL.-

Hay diversos factores que intervienen en la fisiopatologia del transplante
intestinal como son el shunt portocava, la denervacion de intestino, la alteracion del
drenaje linfatico y la absorcion de nutrientes, todos los cuales desglosaremos a

continuacion.
1.3.1.- El shunt portocava.-

En la mayoria de transplantes experimentales de intestino y en algunos
humanos se utiliza la vena cava para drenar el flujo venoso del injerto realizando una
anastomosis porto-cava (47). Eck (48) describié en 1877 la primera anastomosis
porto-cava en perros y Sun Lee (49) realizd en 1958 en Pittsburg la primera
operacion en ratas con técnicas microquirirgicas e instrumental disefiado por el
mismo. Si bien hay alternativas a la anastomosis porto-cava, como la de la
anastomosis portorenal (50), que fisioldgicamente se comporta igual siendo
técnicamente menos complicada, no cabe duda que aquella es la mas utilizada y que
las consecuencias de este cortocircuito porto-sistémico son motivo de controversia

siendo estudiado por muchos autores las cuales repasaremos a continuacion.
1.3.1.1.- Consecuencias metabolicas.-

Lee y Fisher en 1961 (49) ya analizaban las consecuencias metabolicas del
shunt portocava, encontrando que los animales operados no ganaban peso en
comparacién con un grupo control, pero lo recuperaban 3 a 4 meses después de la
intervencion, asi como una elevacion de los niveles de amonio sérico y una
disminucién del peso del higado. En la necropsia, realizada meses después, no
encontraron circulacion colateral ni observaron alteraciones en ningun otro 6rgano

permaneciendo las anastomosis permeables 8 meses después de la intervencion.

En 1964, Masland (51) atribuia la disminucién de peso en los primeros meses
a la disminucién de ingesta provocada por la toxicidad del shunt y comparaba la
ingesta media de ratas operadas con un grupo control encontrando diferencias
significativas.
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En 1970, Kyu (52) comprobd que la pérdida de peso estaba en relacion con
la edad del animal. Las ratas jovenes perdian un 10 a 20% del peso y lo recuperaban
rapidamente alcanzando el peso del grupo control a las 14 semanas. Las ratas adultas
perdian un 20-30% y no comenzaban a recuperarlo hasta 7 semanas después de la
intervencion, normalizandose mucho mas tarde. Atribuia también la disminucidén de

peso a la pérdida de apetito de los animales.

Fisher, en 1962 (53), atribuyo al shunt portosistémico disminucién y atrofia
de los hepatocitos, concluyendo que el drenaje portal era esencial para el

funcionamiento e integridad estructural del higado.

Henzel en 1963 (54), describi6 los cambios que se producian en el higado:
atrofia con disminucion de peso e infiltracién grasa. El examen histologico mostraba
una estructura casi normal, sin casi evidencia de patologia. Resultados similares
obtuvieron Assal (55) en 1971 y Lauterburg (56) en 1976. En perros Starzl (57)

encontraba alteraciones similares en 1975.

Halgrimson y col. (58) en 1966, exponen el concepto de que la sangre portal
contiene nutrientes y factores especificos necesarios para el correcto funcionamiento y

mantenimiento de la estructura hepética, lo que se denominaria teoria hepatotrofica.

Koltum (59), Shaffer (60) y Schraut (61), no encontraron diferencias
significativas en la ganancia de peso postoperatorio de los animales con shunt
portocava en relacion con el grupo control, eliminando la variacién influida por el

apetito del animal con el control estricto de la ingesta.

El shunt portocava supone también una alteracién en metabolismo de las
sales biliares. En 1975 Horak (62) y en 1976 Lauterburg (56) describieron estas
alteraciones asi como una disminucién en la conjugacidn y excrecion de
sulfobromophtaleina, reduciendo la capacidad de eliminacion de galactosa y
disminucién del aclaramiento de verde de indocianina. No se han observado cambios
en las curvas de glucemia de las ratas operadas, que deberian aumentar tras la
administracion de glucosa al no pasar esta por el higado, ya que tras absorberse pasa a
la vena cava directamente por el shunt. Segiin Assal (55) esto es debido a una rapida

secrecion de insulina, que es mayor que la secretada por el grupo de animales control.
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Sankary (63) encontrd, en ratas que se les habia practicado un shunt
portocava, los mismos patrones caracteristicos de aminoacidos plasmaticos asociados
con la encefalopatia hepatica que describié Fischer en 1975 en el hombre (64) y el
aumento en el cociente entre aminoacidos arométicos y ramificados. Schraut (61) y

Koltum (59, 65) en sus estudios no encontraron estas diferencias.

Otros cambios metabolicos son una reduccidn, temporal, de los triglicéridos
en sangre debida probablemente a la anorexia del periodo postoperatorio ya que
aumentan al ganar peso. Starzl, en 1975, (57, 66) observé una disminucién de la
produccién, por parte del higado, de triglicéridos y colesterol paralelamente a la
disminucion de fosfolipidos séricos y colesterol pero no a la de triglicéridos séricos,
realizando la experiencia en perros. Cambios similares pudieran producirse en ratas
aunque parece ser que el modelo de transplante de intestino delgado en la rata y como
consecuencia del drenaje directo hacia el higado de la sangre proveniente de duodeno,
pancreas y bazo, el aflujo venoso del injerto, tiene poca importancia en el

mantenimiento de la apariencia estructural y de la funcién hepatica.
1.3.1.2.- Consecuencias hemodinamicas.-

Las ratas portadoras de shunt presentan un aumento del gasto cardiaco y un
aumento del flujo en la arteria hepética, para compensar la pérdida del flujo portal,
pero sin lograr los valores preoperatorios (67). También se ha observado un aumento
del flujo de los vasos que drenan la region pancredtica del donante hacia el higado,
factor importante por el paso de factores hepatotroficos procedentes del pancreas
hacia el higado (68).

1.3.1.3.- Consecuencias neurolégicas.-

La patologia cerebral tras shunts portosistémicos fue descrita por Degos (69)
en 1969 Grange (70), encontr6 en 1974 cambios electroencefalogrificos en los
animales operados, probablemente debidos a la encefalopatia hepatica, aunque no se
relacionaron con los niveles de amonio sérico. Tras una colectomia se normalizaba el

electroencefalograma pero el amonio continuaba alto en sangre.
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Cavanagh y Kyu (71) en 1969, encontraron cambios histologicos en el
cerebro de ratas con shunts porto sistémicos. Se cree que la no metabolizacion de
proteinas, producidas sobre todo en el colon, son los responsables directos de la
encefalopatia. En 1974, Dodsworth (72) sugirid6 una alteracion del metabolismo
cerebral con disminucion de la sintesis de norepinefrina, al encontrar un falso
transmisor, la octapamina, en el cerebro de ratas en coma hepdtico junto con una
depleccién de norepinefrina.

Todos estos estudios nos harian pensar que como consecuencia del shunt

portocava hay algun dafio cerebral aunque no se manifieste clinicamente.

1.3.1.4.- Consecuencias hormonales.-

El shunt portocava provoca en el metabolismo hormonal una atrofia
testicular con disminucion de la espermatogénesis segun Dordal (73), y atrofia ovarios
e hipéfisis de acuerdo con Flynn (74). En hembras adultas se ha encontrado pérdida
de pelo, involucion del timo y atrofia de los oviductos, con formacion de abcesos e
hipertrofia de titero. En las ratas impuberes se ha descrito retraso en la aparicion de la
pubertad, ganancia de peso y atrofia adrenal, también alteraciones del metabolismo de
las hormonas ovéricas, que mayoritariamente se realiza a nivel de higado,
produciéndose metabolitos carcinogénicos.

Se han hallado hasta 25 veces elevados los niveles de gastrina (75), hormona
trofica que estimularia el desarrollo del intestino transplantado y su recuperacion. Al
contrario, otros trabajos como los de Dembinski y Jhonson (76) dudan de este factor
al no observar ningiin cambio en la adaptabilidad del intestino tras efectuar una
antrectomia. También se ha observado una elevacion en los niveles de glucagén
entérico después del transplante, aunque no es seguro que desarrollen alguna accion

en la recuperacion de la funcidn intestinal, (77).

1.3.1.5.- Consecuencias inmunolégicas.-

Boecks (78) y Sakai (79) en los afios 70 demostraron que los injertos de

corazén y rifion en la rata sobrevivian mas tiempo si el drenaje venoso se realizaba a la
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vena porta que si se hacia a la cava, por lo que se sospechaba la influencia del higado
en el fendémeno del rechazo. En transplante de rifion en perros, Fukuda (80) lleg6 a
los mismos resultados.

En transplante de intestino delgado es mas importante este aspecto, y asi

Kort (7) en transplantes ortotopicos encontré un aumento de la supervivencia si la
sangre portal era drenada a la vena porta del receptor en vez de a la cava.
Schraut (61) también llegd a esta conclusion utilizando un modelo de transplante
heterotopico, conservando el intestino del receptor. Hay estudios como el de Shaffer
(60) en los que no ha encontrado diferencias significativas respecto a la supervivencia
colocando el injerto de forma ortotopica.

Estudios como el de Murase (15) muestran una menor supervivencia del
intestino cuando este se transplanta aisladamente y con drenaje venoso a la cava, que
cuando forma parte de un transplante multivisceral, incluyendo el higado, con o sin
inmunosupresion.

Parece ser que hay una alteracion en la respuesta inmunolégica, todavia no
bien conocida, dependiendo del lugar elegido para el drenaje venoso del injerto, con o

sin paso por el higado.
1.3.2.- Efectos de la denervacion del intestino.-.

La denervacién del intestino es una de las consecuencias que ocurren al
colocar el injerto pudiendo llegar a ser permanente, al igual que en el transplante de
otros drganos.

En la mayoria de animales los complejos mioeléctricos de intestino ocurren
ciclicamente comenzando la actividad mecanica y eléctrica en duodeno y se propaga
por todo el intestino. En la rata no ocurre esto (81), y los citados complejos pueden
comenzar a cualquier nivel, propagandose a distancias variables ya que la por;:ién
distal de intestino tiene mas del doble de complejos que la parte proximal, causa por la
esta zona esta libre de restos alimenticios habitualmente. La ingesta interrumpe estos
patrones de contractilidad inicidndose unas contracciones intermitentes que persisten
durante todo el periodo postpandrial y que dependen del tipo y del contenido calorico
de los alimentos (82).
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La funcion motriz del intestino transplantado estd alterada por la denervacién
ya que aunque, no desaparecen los complejos mioeléctricos, si que desaparece la
migracion secuencial de duodeno a ileon, no modificandose tras la ingesta.

Ballinger (83) en 1962 observo en el autotransplante de intestino delgado en
perros diarrea, pérdida de peso, esteatorrea y alteracion de la motilidad intestinal,
provocando una disminucion en la absorcién de grasas y glucosa; estos efectos eran
temporales y desaparecian 4 a 6 meses después de la cirugia. En 1964 (84), este
mismo autor provocaba similares efectos con la vagotomia, aunque no tan
acentuados. Por contra Hardy (85) en 1970 y Stamford en 1974 (86) no encontraron
ningtn efecto de la denervacion en la absorcion de glucosa, aminoacidos y de acidos
grasos de cadena corta. ‘

Teguchi (87) en estudios realizados in vitro, encontré a los 10 dias del
transplante una contractilidad normal de las capas musculares, circular y longitudinal,
de intestino, estudiando la fisiologia y farmacologia de las terminaciones nerviosas.
Como signo patoldgico encontraron un defecto en la capacidad de inhibicién de la
contractilidad que se recuperaba antes de los 9 dias.

Las consecuencias de la denervacion del intestino delgado transplatado son

desconocidas a largo plazo, pero son bien toleradas por los animales receptores.
1.3.3.- Efectos de la alteracion del drenaje linfitico.-

Los canales linfaticos seccionados en el transplante de intestino delgado
pueden ser ligados, reconstruidos mediante anastomosis linfo venosas o drenados
directamente a la cavidad peritoneal. Esta Gltima opcion es la mas utilizada en los
estudios experimentales.

El sistema linfético contribuye a la absorcion de 4cidos grasos de
cadena larga en forma de quilomicrones. El linfedema secundario a la obstruccion del
drenaje compromete la absorcion de sustancias como carbohidratos y proteinas e
incluso puede afectar la vascularizacién del propio intestino transplantado por la
congestion linfatica. Todas estas alteraciones se producen como consecuencia del

transplante.

-23-



Introduccion

Goo_tt y Lillehei (88), en perros, comprobaron una completa regeneracion de
los canales linfaticos 4 semanas después del transplante. Iguales resultados, en cerdos,
obtuvieron Kocandrle (89), Ballinguer (83) y Rotman (90).

Utilizando segmentos cortos de yeyuno, Hardy (85) encontré6 una
regeneracion linfatica total 3 semanas después del transplante con la consiguiente
capacidad de absorcidn de acidos grasos.

Koltum y cols. (59), en estudios realizados en rata, encontrd una
regeneracion linfatica con el establecimiento de anastémosis linfo venosas ya a los 3
dias del transplante si bien no eran funcionales, y un drenaje linfatico aceptable a las 2

semanas.
1.3.4.- Absorcion de nutrientes.-

La utilidad de un transplante intestinal viene determinada por su capacidad
posterior de recuperar sus funciones principales, la de absorcién de agua, de

electrolitos y de principios inmediatos, en cantidad suficiente para mantener las
necesidades vitales del individuo transplantado.

Funcional y morfolégicamente se puede dividir el intestino en las criptas de
Lieberkuhn, donde se segregan electrolitos, principalmente el cloro (91), y el borde
libre de las vellosidades intestinales donde ocurren la absorcién (92).

El periodo de isquemia al que se somete el injerto daiia la mucosa intestinal
de diferente manera. Asi las vellosidades intestinales son mas sensibles a la isquemia
que el resto de la mucosa y las disacaridasas se encuentran selectivamente en el borde
de las vellosidades intestinales. También se encuentran en este lugar la ATP
pirofosfohidrolasa, enzima responsable del suministro de energia para la absorcion de
distintas sustancias, (93).

La denervacion del intestino también afecta las distintas capas del mismo
(94), provocando una disminucién de las funciones del borde de cepillo de las
vellosidades y un aumento en la funcién de las células del fondo de las criptas en el
intestino denervado.

Por todas estas alteraciones hay unos cambios en la fisiologia intestinal
produciendo hipersecreciéon en un primer momento, lo que explicaria la diarrea y
esteatorrea iniciales, y una disminucion de la absorcion.
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Los modelos utilizados para el estudio de la absorcion emplean,
habitualmente, un asa desfuncionalizada de intestino lo cual no se corresponde a una
situacion fisiolégica normal. El modelo ideal para estudiar la absorcion posterior al
transplante de intestino en que solo intervengan los factores de isquemia y reperfusion
posterior, denervacion y alteracion de conductos linfaticos seria el de autotransplante
ortotdpico (95, 96).

La absorcion de carbohidratos ha sido utilizada como indicador para
controlar la funcién de absorcién intestinal (97). Se ha comprobado que a mayor
concentracion de glucosa administrada hay mayor absorcion (98), y que si se
administra por la ostomia junto a CINa aumenta en 3 o 4 veces la absorcion que si se
administra sola.

Watson (96) no encontré diferencias en la absorciéon de glucosa en
transplantes isogénicos, alogénicos y grupos control sin denervacion de intestino,
concluyendo que la absorcién de glucosa no depende de la inervacion autondmica.
Todos los autores estan de acuerdo en que el rechazo o la reaccién contra huésped
son los factores que modifican esta absorcion.

Se han realizado estudios con maltosa (99), que necesita disacaridasas, las
cuales se encuentran en el borde de cepillo de las vellosidades intestinales, para su
desdoblamiento en glucosa y asi poder absorberse y pasar a sangre. Todos los trabajos
demuestran que el transplante no afecta la absorcion de glucosa, salvo los 2 o 3
primeros dias en que predomina la secrecién. Jeifert y Deltz (100) no encontraron
alteraciones incluso, con actividad disminuida de las disacaridasas.

Las peptidasas no son estimuladas para su secrecion hasta que el animal no
es capaz de ingerir proteinas suficientes.

Respecto a la absorcion de agua y electrolitos hay un periodo de 2 dias
después de la reperfusién de predominio de la secrecién sobre la absorcion. Esto se
deberia a la denervacion a nivel de las criptas, segiin Watson (96), en que el intestino
es incapaz de absorber agua y electrolitos aunque absorba la glucosa, que se realiza en
el fondo de las criptas. Otra causa seria la hipoxia y la isquemia que reduciria la
absorcion de electrolitos y agua por la produccion de radicales libres de oxigeno
(101). La isquemia no ocurre solo por la extraccion y preservacion del intestino sino

también por el edema de pared y el bloqueo linfatico secundario (102).
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Hay pocos estudios sobre la absorcién de lipidos, unicamente realizados en
estudios de absorcién de CsA en emulsion de aceite. Los acidos grasos de cadena
larga absorbidos formando parte de los quilomicrones no son transportados hasta la
circulacién sanguinea durante las primeras semanas, debido a que no hay un drenaje
linfatico adecuado y hasta que éste no se recupera no se absorben los lipidos, siendo
los tltimos en reabsorberse después de un transplante de intestino delgado. Se ha
utilizado, para control de la funcién de absorcién de lipidos, la vitamina A (103)
debido a que se cree que la secrecién de 4cidos biliares y enzimas pancredticos es
suficiente para la hidrolisis de los esteres de modo, que el retinol es absorbido y
transportado en forma de éster desde los enterocitos hasta la corriente sanguinea,
pasando a través de los linfaticos formados después del transplante o directamente a la
sangre portal.

Se ha estudiado también la absorcion de la CsA (104), que sigue la via de los
linfaticos para su paso a la circulacién sanguinea y el fallo en su capacidad de
absorcion es una prueba sensible de la aparicion de rechazo del injerto.

Thompson (105), atribuy6 a la denervacion y al sobrecrecimiento bacteriano
los defectos en la absorcion de grasas, de D-xilosa y la imposibilidad de mantener la
consistencia de las heces, tras 18 meses del transplante, aunque conservaban un buen
estado nutricional con normalidad de la albumina sérica y del peso.

Todas estas alteraciones deben de ser tenidas en cuenta a la hora de realizar

el transplante en clinica humana.
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1.4.- INMUNOLOGIA DEL TRANSPLANTE INTESTINAL.-

Introduccién

1.4.1.- Sistema inmunoldgico intestinal.-

De todos los 6rganos transplantables, el intestino delgado es el de mayor
capacidad inmunoreactiva. El 50% de los linfocitos del organismo humano se
encuentran en el intestino y ganglios mesentéricos, y una cuarta parte de la mucosa
intestinal estd formada por células linfoides (106). Esta distribucion de células
inmunes cumplen una funcién de barrera defensiva ante las sustancias y antigenos que
se introducén en el tracto digestivo durante la ingesta.

Estas células inmunes se dividen en tejido linfoide agregado y no agregado
(107).

El tejido linfoide agregado lo componen:

Placas de Peyer, que contienen tanto linfocitos B como T, capaces de
mediar en la reaccion contra huésped (108).

Foliculos linfoides, mas numerosos en ileon distal al igual que las
placas de Peyer. Ambos pueden sobresalir en la luz intestinal por encima de las
vellosidades, produciendo una discontinuidad en la mucosa que facilita el contacto del
contenido de la luz intestinal y las células linfoides (109) y un transporte mas eficaz de
antigenos hacia los lugares de procesamiento.

Ganglios linfiticos mesentéricos, de estructura similar al resto de
ganglios y situados a lo largo de los vasos mesentéricos.

El tejido linfitico no agregado compuesto por células
inmunocompetentes aisladas y distribuidas por todas las capas intestinales estd
formado por:

Leucocitos luminales, encontrandose en la luz intestinal multitud de
polimorfonucleares, linfocitos y macrofagos que se cree han emigrado desde la
mucosa de manera pasiva o0 mediado por algiin mecanismo quimiotactico o inmune
mediado por antigenos (110). Parecen ser una primera barrera de defensa contra los
gérmenes intestinales.

Linfocitos intraepiteliales. Hasta un 20% de las células epiteliales son
inmunocompetentes y de ellas el 50% son linfocitos, la mayoria de ellos T. Se

encuentran en el torrente sanguineo, necesitando un estimulo antigénico en la luz
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intestinal para desarrollarse (111). Se cree que pasan a la lamina propia o incluso a la
circulacion sanguinea cargados de antigenos para su procesamiento (112).

Linfocitos de la 1dmina propia. Aparecen después del nacimiento por el
estimulo antigénico del intestino. Son de ambos tipos T y B.

Toda esta poblacidn linfocitaria intestinal realiza movimientos circulatorios
dentro del organismo (113). Hay un patrén de migracion desde el intestino a través
del conducto toracico hasta la circulacion general y de vuelta otra vez al intestino
(114). Este patron migratorio se ha encontrado también en los linfocitos presentes
en los epitelios respiratorio y genitourinario lo que implicaria un sistema linfoide
comtn asociado a la mucosa.

Asi mismo se han encontrado patrones de migracion de células linfoides
intestinales a vias respiratorias, genitourinarias y glandula mamaria, que apoyaria la
teoria de circulacion antigeno especifica (115). Se desconoce el mecanismo de regreso

a sus lugares de origen.

1.4.2.- Inmunologia del transplante de 6rganos en la rata.-

En todos los seres vertebrados  existe un complejo mayor de
histocompatibilidad que rige la aparicion de antigenos (Ag) expresados en la
superficie de las células heredados de los progenitores. En la rata el complejo mayor
de histocompatibilidad se llama RTL (116). Este sistema controla la expresién de Ag.
en la superficie de las células, el rechazo de tejidos y la produccién de anticuerpos
(Ac). Hay descritos 10 haplotipos diferentes de este sistema (117).

Los miembros de una misma raza “inbred” aceptan Organos de sus
congéneres sin producirse reaccion alguna; son homocigoticas para los genes que
rigen el complejo mayor de histocompatibilidad. Hoy dia se disponen de muchas razas
de rata “inbred”. Los hijos de la primera generacién del cruce de dos razas “inbred”
diferentes seran heterocigdticos para estos genes; conociendo los genes tanto de
padres como de los hijos podemos dirigir la respuesta inmunoldgica utilizando los
principios mendelianos.

Padres AA + BB
hijos (F1) AB
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Cuando transplantamos un 6rgano de un animal de la generacion de los
padres a un hijo hibrido de la primera generacidn, este es aceptado no produciéndose
reaccion de rechazo, ya que el animal receptor no reconoce los Ag del organo
transplantado como ajenos.

(P) AA ----emeee- (F1) AB

Si transplantamos un 6rgano de un animal hibrido de la primera generacion
del cruce de dos razas “inbred” a un animal de la generacion de los padres el rechazo
del injerto es la norma; el receptor es capaz de reconocer los Ag del dérgano
transplantado como ajenos.

(F1) AB ----oemo- (r) AA

Si el 6rgano a transplantar es el intestino delgado, una gran cantidad de
células inmunocompetentes vienen con el injerto, pudiendo sobrevivir y actuar por su
cuenta en el receptor. Si la accidn de estas células es la que predomina se produciria el
rechazo del huésped por parte del injerto. El que se produzca una reaccion de rechazo
o de reaccion de injerto contra el huésped dependera del tejido linfoide transplantado
que sea viable. Organos como el rifion o el corazén son incapaces de producir esta
reaccion pero en médula dsea o en intestino delgado es habitual el rechazo del
huésped por parte del injerto.

Cuando se realiza el transplante de intestino delgado entre dos razas
alogénicas, el rechazo del injerto ocurre siempre (6, 118). Si se utiliza una
combinacion P ----- F1 la reaccion del injerto contra huésped es lo habitual, como
comprobaron Monchik y Rusell (6). Si se disminuye el nimero de células
inmunocompetentes del injerto por irradiacion del mismo (119), extirpacion de los
ganglios mesentéricos o transplantando la mitad del intestino (120), la reaccién del
injerto contra el huésped y el rechazo del injerto por parte del huésped no se
producen.

Ambas reacciones pueden ocurrir a la vez y no se conocen los mecanismos

inmunolégicos de estos fenémenos de rechazo.

1.4.2.1.- Reaccién de rechazo.-
El principal problema del transplante intestinal sigue siendo el rechazo del
organo. La rapidez de este fendmeno es proporcional al grado de histocompatibilidad

entre el donante y el receptor. Injertos entre dos especies diferentes (xenoinjertos) son
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rechazados mas rapidamente que entre individuos de la misma especie (aloinjertos), y
que son rechazados asi mismo antes que entre individuos idénticos (gemelos) de la
misma especie.

Los injertos son rechazados, la mayoria de las ocasiones, después de pasado
cierto tiempo, 5 a 10 dias, durante el cual se suceden una serie de fenomenos
inmunologicos que llevan al rechazo del 6rgano; pero si el receptor ha estado
previamente sensibilizado a los Ag. del donante este periodo de tiempo se acorta
notablemente. (121).

El rechazo del injerto se inicia con el reconocimiento de los Ag. del érgano
transplantado por parte del sistema inmunitario del receptor. Estos Ag., capaces de
desarrollar una reaccion de rechazo por parte del receptor, se denominan Ag de
histocompatibilidad. Muchos Ag estan en la superficie de la mayor parte de las células
del organismo, siendo distinta su concentracion entre los distintos 6rganos y son
codificados por genes que comparten los mismos locus en los cromosomas,
denominandose complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) o “human leucocyte
antigen”” (HLA), por hallarse en mayor concentracion en los leucocitos. Otros Ag
como los que rigen los grupos sanguineos ABO y Ag menores presentes en la
membrana celular, también son capaces de inducir esta reaccion de rechazo, variando
la capacidad de producirla asi como la intensidad de esta segun los diferentes sistemas
(121).

Los Ag del CMH o HLA se subdividen, segtn el locus que ocupan en los
cromosomas, en HLA-A, B, C llamados también Ag clase I y HLA-D que componen
los Ag clase II. Los de clase I estan presentes en la mayoria de células del organismo
como linfocitos, plaquetas, 6rganos parenquimatosos etc., pero no se encuentran en
las células maduras de la serie roja. Algunos parénquimas como el renal poseen muy
pocos Ag clase I. Los Ag clase II se descubrieron porque existia una respuesta de
proliferacion inducida por cultivos celulares HLA-A, B, C idénticos, por lo que se
intuyo la existencia de un locus separado de los A, B, C capaz de inducir una
respuesta inmune.

En individuos con ABO y HLA-A, B, C y D idénticos es posible la reaccion
de rechazo, lo que apunta a la existencia de otros Ag todavia por descubrir que son

capaces de inducir esta reaccion de rechazo.
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Los Ag HLA se heredan conforme a las leyes de Mendel. Cada individuo
recibe de sus padres un juego de Ag HLA diferentes, heredados de forma
codominante de modo que el 25% de la descendencia tendran el mismo haplotipo
(HLA idénticos), el 50% solo compartiran uno de los haplotipos y el otro 25%
restante no tendran ninguno en comun. El que sean HLA idénticos no significa que
puedan aceptar injertos entre si, ya que los Ag de los grupos sanguineos ABO y los Ag
menores son codificados por genes situados en distintos cromosomas. A mayor
disparidad entre los grupos de Ag, mas probabilidad de rechazo y a menor disparidad
mayor posibilidad de aceptacion y sobre todo requerira menor dosis de supresion para
controlar el rechazo.

La secuencia de hechos que se desarrollan después del transplante de un
organo no esta bien conocida, dependiendo de la disparidad antigénica o de la ruta
por la que los aloantigenos son reconocidos por el organismo, via vascular, linfatica o
por contacto directo, razén por la cual esta reaccidn puede variar en sus
caracteristicas.

Habitualmente el rechazo agudo es mediado por pequefios linfocitos que se
identifican a las pocas horas del transplante, infiltrando las paredes de los pequefios
vasos. A los dos o tres dias ya hay linfocitos grandes con abundante citoplasma y ya
se pueden observar lesiones en el endotelio capilar. Mas tarde el infiltrado, que era
localizado, se hace difuso y empieza a acumularse gran cantidad de liquido con un
gran edema intersticial (121).

Se denomina arco aferente a la primera fase de la respuesta inmunolégica
ante los transplantes, y comprende los hechos que ocurren para que los aloantigenos
sean reconocidos por el organismo receptor. La primera accién es un contacto entre
los Ag del 6rgano transplantado con los macrofagos del receptor, que se denominan
células presentadoras de Ag (CPA). Estos Ag son procesados en las CPA y
presentados a clones de linfocitos helper, genéticamente programados para responder
a ellos. Algunos Ag son capaces de evitar las CPA e interaccionar directamente con
los linfocitos helper (121). Los Ag y las CPA se pueden poner en contacto en la via
sanguinea en el caso de injertos vascularizados donde las células linfaticas del receptor
pasan al injerto y son sensibilizadas en el propio parénquima del. organo. Si el

contacto ocurre por via linfitica, las células del 6rgano transplantado van hasta los

31-



[ntroduccion

ganglios del receptor, donde son reconocidas por los macréfagos y los linfocitos del
donante, pasando al torrente circulatorio del receptor y estimulando a las CPA.

Se cree que la CPA modifican los Ag para que sean reconocibles por los
linfocitos. Ambas células deben de compartir un mismo HLA-D, ya que se necesita
que los linfocitos reconozcan a los dos, Ag y CPA, para que exista sensibilizacion.
Las CPA secretan una linfoquina, interleukina 1 o IL-1, que es necesaria para la
proliferacion de los linfocitos helper. El reconocimiento de los Ag extrafios por parte
de los linfocitos -T y la secrecion de IL-1 provoca su proliferacion y diferenciacién a
varios subtipos de linfocitos. A su vez los linfocitos T helper sensibilizados secretan a
su vez varias substancias, las linfokinas, como el factor de crecimiento de células B,
capaces de inducir Ia proliferacion de linfocitos By mediante la secrecion del factor
de diferenciacion estos linfocitos B se desarrollan hasta células plasmaticas
productoras de Ac.. También se sensibilizan los linfocitos B mediante la interaccién
directa entre linfocito T y helper-linfocito B en el contexto de un reconocimiento de
Ag tipo II del CMH (121).

Estimuladas por la IL-I, las células T secretan IL-II provocando que otras
células T se dividan y se transformen, madurando, a células T citotdxicas antigeno-
especificas capaces de destruir las células del injerto, y a su vez de desarrollar nuevas
células T especificas procedentes de un solo clon.

Se dice que los Ag clase II del injerto son capaces de estimular
principalmente a los linfocitos T-helper, mientras que los de clase I son mejor
reconocidos por los linfocitos citotdxicos.

Una vez reconocidos los Ag del injerto como extrafios y sensibilizadas las
células del sistema inmune del receptor, comienza la segunda fase del rechazo, arco
eferente, que terminard con la destruccion del 6rgano transplantado salvo que se
modifique artificialmente esta respuesta.

Gran cantidad de células y moléculas actiian en la destruccion del injerto,
algunas de ellas por una accion inmunoldgica especifica y otras de forma totalmente
inespecifica.

Los mediadores primarios del rechazo son los linfocitos T citotdxicos, por su
actividad citolitica, y los linfocitos T helper por la liberacion de linfokinas que llevan a
la acumulacion de células inflamatorias no especificas que son capaces de activar a los

linfocitos T citotoxicos y a las células B. Las principales células efectoras del rechazo
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son los linfocitos T sensibilizados, que producen la lisis de las células para los que
estan sensibilizados mediante un complejo proceso. En una primera fase reconocen los
Ag clase I de la célula diana y posteriormente la destruyen. Un mismo linfocito T no
es destruido en este proceso y es capaz de lisar varias células portadoras de Ag;
contribuyen asi mismo a la destruccion celular otras células como linfocitos T no
citotoxicos, neutréfilos, células “natural killer”, linfocitos B, macrofagos y otras.
Todas estas células junto a los Ac anticélulas portadoras de aloantigenos comportan
una destruccion del injerto, por mecanismos inmunologicos especificos e
inespecificos, por medio de la respuesta inflamatoria que ocasiona liberacion de
enzimas con edema y trombosis de los pequefios vasos, alterando la vascularizacién
del tejido.

Se ha intentado relacionar el coeficiente linfocitos T helper / T citotoxicos
con la evolucion del rechazo, encontrando un aumento de los T citotoxicos en
relacion con los helper durante la fase aguda del rechazo, si bien también hay estudios
en los que se ha encontrado lo contrario, (121, 122, 123).

Otro tipo de reaccion de rechazo es el hiperagudo, efectuado por Ac. del
receptor preformados contra los Ag. del donante. Esto ocurre cuando ha habido una
previa sensibilizacién del sistema inmune contra el 6rgano transplantado o como en
algunos xenoinjertos, en que existen Ac. naturales de especie. En este rechazo
hiperagudo se produce un rapido depdsito de Ac. Ig G y de factores de complemento
en el organo transplantado, con la consiguiente liberacién de mediadores de la
inflamacioén, que provocan la formacién de agregados plaquetarios y de fibrina, todo
lo cual altera la vascularizacion del injerto de manera muy rapida.

Mads comiin es el rechazo cronico, en el que hay una disminucién gradual de
la funcién del 6rgano transplatado durante meses o afios con fibrosis, engrosamiento
de las membranas basales de los capilares y progresivo estrechamiento de la luz de los
vasos que conducen a una insuficiencia del riego arterial y a la pérdida de la funcion
del 6rgano transplantado.

También se dafia el injerto mediante células que poseen receptores para la
region Fc de la Ig G en su superficie, las cuales no lisan directamente a las células
diana sino que liberan enzimas lisosomales y otros productos daiiinos capaces de
producir dafio celular en presencia de receptores para la Fc de las células T activadas.

La célula diana debe poseer una Ig G en su superficie.
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El papel de los linfocitos NK no esta claro en el rechazo de los injertos. Se
sabe que estas células se encuentran en grandes cantidades en el aloinjerto en vias de
rechazo, y que tienen actividad contra células tumorales e inmaduras de una manera
antigeno inespecifica.

También se ha podido demostrar el dafio al injerto mediado por Ac, distintos
al rechazo hiperagudo, aunque parece ser que su efecto es inespecifico y por via de la
activacidon de factores del complemento, coagulacion, histamina, factores
quimiotéacticos y liberacion de otras enzimas, que dan lugar a la formacion de
microtrombosis, agregacion plaquetaria, edema y pérdida de la vascularizacién del
injerto. Miultiples mecanismos contribuyen al rechazo de los injertos alogénicos
pudiendo operar simultanea o aisladamente y con predominio de unos u otros segin
las circunstancias.

En diferencia con otros oOrganos el rechazo de intestino no es facil de
diagnosticar (122). Estudios funcionales como la absorcién de maltosa (30), D-xilosa
(97) o de polietilen-glicol (124), marcadores serolégicos como la N-acetil-
hexosaminidasa (125), diferencias de potencial de membrana (126), actividad
procoagulante de los leucocitos en sangre periférica (123) y otras pruebas funcionales
todavia no han alcanzado un desarrollo y credibilidad suficiente como para confiar en
ellas a la hora de diagnosticar el rechazo del 6rgano, y mucho menos diagnosticar
tempranamente el mismo.

Solo los hallazgos histologicos, obtenidos por la biopsia directa del injerto,
como en el resto de los organos transplantados, seran de utilidad a la hora de
establecer un diagnostico temprano. Todo el intestino deberia de ser accesible a la
toma de biopsias ya que la reaccion de rechazo puede ocurrir en distintas zonas (122).
Una biopsia a ciegas podria no obtenerse en la zona afectada y dar un diagnéstico
erroneo.

Los cambios histologicos que suceden en el intestino han sido bien
establecidos en modelos experimentales en la rata (122, 127) mediante la toma
consecutiva de biopsias. Los cambios producidos son parecidos a los que ocurren en
otros modelos experimentales e incluso en el humano.

A los 5 dias del transplante el isoinjerto y el aloinjerto de intestino son
histolégicamente indistinguibles. Al 6° dia comienza un infiltrado de linfocitos,

eosindfilos y de células plasmaticas en la lamina propia pero sin alterar la arquitectura
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vellocitaria; unos pocos linfocitos se pueden observar en los ganglios mesentéricos y
una vasculitis incipiente aparece en los vasos que atraviesan la capa muscular.
Posteriormente el infiltrado de mononucleares y polinucleares se hace mas notable y
difuso, distinguiéndose facilmente de los linfocitos habituales en la mucosa intestinal,
foliculos linfoides y placas de Peyer. Esto se conoce como la fase 1 de rechazo.

Los cambios de la fase 1 son solo perceptibles a nivel microscdpico en la
mucosa. Macroscdpicamente el intestino es de aspecto normal y funcionalmente no se
puede distinguir con el isoinjerto de intestino (99). Con terapia inmunosupresora
adecuada esta fase es reversible.

El infiltrado celular aumenta pasando la lamina propia y llegando a la capa
muscular hacia el 9°-10° dia, acompafiandose con un edema y acortamiento de las
vellosidades intestinales. También se produce pérdida de mucosa en tramos
esparcidos, con vasculitis de pequefios y grandes vasos con infiltracidn linfocitaria de
las paredes de estos vasos. Todos estos cambios pertenecen a la fase 2 del rechazo
donde la mucosa no puede absorber los nutrientes de una forma normal (99). Al final
de esta fase la mucosa esta parcialmente destruida y la capa muscular completamente
infiltrada por linfocitos y neutréfilos. La transicion de la fase 1 a la 2 es gradual, sin
poder establecer el momento preciso en que se produce el cambio, que suele ser entre
el 8° y 10° dia. Los cambios histologicos suelen ser irreversibles, aunque se utilice
inmunosupresion agresiva, y suele ir seguida de la pérdida del injerto.

Hacia el 12 dia hay una completa destruccién de la mucosa del injerto con
infiltracién celular, predominantemente linfocitos, en todas las capas del intestino con
microperforaciones, serositis y peritonitis. Es la fase 3 del rechazo y representa la
pérdida completa del injerto.

Estas 3 fases, y con esta cadencia, se producen en el rechazo agudo, pero
existe otro tipo de reaccién que se da en determinadas circunstancias como en caso de
inmunosupresion del receptor, competencia o lucha de los dos sistemas inmunes o
cuando el drenaje venoso se realiza hacia la vena porta del huésped. A esta reaccion
se la denomina rechazo crdnico. Pueden encontrarse dentro del mismo 4rgano
injertado zonas con rechazo agudo junto con zonas que padecen rechazo crénico e
incluso con zonas completamente normales. Los cambios histologicos que se suceden
son exactamente iguales que en el rechazo agudo en sus dos primeras fases, pero el

paso de la 2 a la 3 se realiza de manera mas paulatina. La fase 1 puede empezar un
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poco mas tarde que en el rechazo agudo y durar més dias. La diferencia mas notable
entre el rechazo agudo y crénico es que en la fase 2 del rechazo cronico hay una
reaccion en la que predominan fendmenos de fibrosis y retraccion hacia el dia 13
después del transplante, con retraimiento general de todo el injerto que comenzando
en la capa muscular se extiende hacia toda la pared con engrosamiento de la
submucosa y de la muscularis mucosae, llegando a encapsularse todo el injerto y
haciendo imposible el separarlo o el individualizar sus asas. La luz intestinal se
obstruye, imposibilitando el paso de nutrientes, falleciendo el animal por
deshidratacion e inanicion.

Si el transplante es heterotdpico, conservando el animal su propio intestino,
este puede sobrevivir indefinidamente encapsulando al injerto que se convierte en una
masa fibrosa.

La secuencia del rechazo en fases en vez de en dias es debido a que las fases
se correlacionan mds con la viabilidad del injerto y asi se puede dirigir el tratamiento
inmunosupresor hacia las primeras fases cuando los cambios histoldgicos son
reversibles todavia.

Desde el punto de vista clinico, en las 2 primeras fases del rechazo, la
conducta del animal es normal, tomando agua y alimentos a las 4-6 horas de la
intervencion y una actuacidén como los otros animales. Suele haber diarrea durante las
primeras 48 horas, pudiendo ser sanguinolenta por exfoliacién de parte de la mucosa
por las lesiones de isquemia-reperfusion, pero al dia 3° las deposiciones son normales;
hacia el 5°-6° dia comienzan los signos de deshidratacion con pérdida de peso y
adinamia. El animal sobrevive hasta el dia 11 o 12 en el caso de rechazo agudo y
varios dias mas en el caso de rechazo cronico, palpandose en este caso, la masa de

asas intestinales engrosadas y enquistadas.

1.4.2.2.- Reaccion de injerto contra huésped (GVHD).-

La reaccién de injerto contra huésped ocurre cuando las células
inmunocompetentes del injerto reaccionan contra un receptor inmunocomprometido.
La presencia de tejido linfoide en el intestino provoca, por un lado, el aumento de la
inmunogeneicidad del injerto debido a que las células linfoides tienen gran cantidad de

Ag. de superficie (128), haciéndolo mas facilmente rechazable, y por otro, la reaccion
-36-



Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Introduccidn
Estudio experimental en la rata,

contra el propio huésped provocando la GVHD. Esta reaccion depende del contenido
linfocitario del injerto, ya que si extirpamos los ganglios mesentéricos o destruimos las
células linfoides mediante radiacidon o con globulina antilinfocitaria no se produce este
fendmeno.

La GVHD predomina en las F1-hibrido receptores en ratas y es producida
por la accion del tejido linfoide del injerto, que rechaza al huésped, y por la
incapacidad del huésped de reaccionar contra el injerto al reconocerlo como propio
(129). Este fendmeno no se produce de forma tan controlada en otros animales como
perros y cerdos y si en las ratas. Lillehei (130) y Cohen (131) encontraron que el
transplante de todo el intestino provocaba, predominantemente, una reaccion injerto
contra huésped y Reznick (12) hallé como reaccion principal el rechazo del drgano.

En clinica humana ambas reacciones pueden ocurrir a la vez, aunque pueden
prevalecer una u otra reaccion en determinados casos como en la inmunosupresion
previa del huésped (132), en la prevalencia de los linfocitos del injerto por
sensibilizacién previa del donante contra el receptor o como resultado de la terapia
inmunosupresiva postoperatoria que altera en mayor medida el sistema
inmunocompetente del receptor que el del injerto.

Los estudios de reaccién de injerto contra huésped han sido realizados,
mayoritariamente en la rata ya que es el Gnico animal que puede ser manipulado
genéticamente para producir esta reaccion sin interferencia con el rechazo.

Aunque también aparece en el rechazo, la diarrea es el primer signo de
sospecha que aparece en la reaccion de injerto contra huésped. Los primeros signos
clinicos en el animal transplantado aparecen a los 9 - 11 dias, consistiendo en
enrojecimiento e inflamacién de la piel que cubre el hocico, orejas y garras con
eritema periocular. Posteriormente hay pérdida de gran cantidad de pelo con piel seca
y escamosa. Hacia el 11 - 16 dia la rata se encuentra inmovil, fria, arreactiva y
emaciada en un estadio terminal; la pérdida de peso es continua desde los primeros
dias, muriendo hacia el dia 14 (133).

La GVHD en el transplante alogénico de intestino delgado se divide en 3

grados segiin Monchick y Rusell (6), de acuerdo a su severidad:
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~ Grado 1: ligero enrojecimiento de hocico, patas y orejas.
Grado 2: moderado enrojecimiento de las zonas dichas junto a alopecia
y diarrea.
Grado 3: severo enrojecimiento, alopecia mas intensa y diarrea
profusa.

En la autopsia se encuentra un crecimiento de los ganglios linfiticos y del
bazo (133), el intestino tranSplantado tiene un aspecto normal al contrario que el del
huésped que aparece dilatado, edematoso y con aspecto necrdtico y con peritonitis
apreciable. Los 6rganos mas afectados son el intestino, bazo, piel y ganglios linfaticos,
si bien se puede afectar todo el organismo.

Microscpicamente, la piel (134) presenta descamacion de la epidermis con
vacuolizacién de la capa basal, inflamacion de la dermis con disqueratosis y necrosis
de queratinocitos e infiltrados celulares de todas las capas incluso del tejido celular

subcutaneo.

Hacia el 5° dia del postoperatorio se aprecia un aumento de tamaiio del bazo
y de los ganglios linfiticos, aumentando continuamente de tamafio hasta el
fallecimiento del animal, aunque pueden disminuir en los dltimos dias por la
emaciacién del animal. Entre el 9° y 12° dia aparece en el intestino del huésped un
infiltrado de polinucleares en la lamina propia con disminucion de la altura y pérdida
de las vellosidades. Después el infiltrado se extiende a la mucosa y submucosa con
necrosis de parte de las criptas. Hacia el 14 dia la enteritis es ya necrotizante y todo el
intestino estd edematoso e infiltrado por tejido de granulacion. El tejido linfatico
intestinal sufre una depleccion de linfocitos desde el 5° dia después del transplante con
proliferacion de histiocitos e inmunoblastos en el zona paracortical de los ganglios
linfaticos, que desaparece posteriormente dando paso a linfopenia y desestructuracion
que hace imposible distinguir el cortex de la zona medular. En el bazo ocurren
cambios parecidos con pérdida de foliculos y linfocitos que son sustituidos por células
reticuloendoteliales, perdiendo el bazo al final del proceso su estructura histoldgica,
desapareciendo su arquitectura que es sustituida por bandas de tejido fibroso con muy
pocos elementos celulares. El timo sufre cambios hacia el 6°7° dia, con

adelgazamiento de la cortical y atenuacion de la médula.
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En sangre periférica hay leucopenia y linfopenia. El resto de 6rganos con
tejido inmunoldgico higado, piel, intestino, glandulas salivares, etc. sufre un infiltrado

por inmunoblastos.

El higado sufre pérdida de hepatocitos con inclusiones acidéfilas en los
restantes. Las glandulas salivares pierden parte de sus acinis mucosos. En los

pulmones y en el propio injerto no se han descrito cambios patologicos.

Mediante tinciones especiales con Ac. monoclonales (134), se pueden
observar cambios inmunopatologicos en todos estos drganos. En 1962, Simonsen
(135), intenté medir la intensidad de la reaccidn correlacioniandola con el peso del

bazo.

No se han realizado estudios de nutrientes para diagnosticar la reaccion de
rechazo contra huésped. Es de suponer que la deficiencia de enzimas de los
enterocitos producidas por la pérdida de vellosidades estard” en relacion con la

malabsorcion de nutrientes y los cambios histolégicos (136).

El predominio de las alteraciones de 6rganos con contenido linfoide en la
reaccion de injerto contra huésped nos indica que este tipo de tejido es el principal

objetivo de este fendmeno, junto con drganos epiteliales como la piel y el intestino.
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1.4.3.- Inmunosupresion.-

El mayor obstaculo para el éxito de un transplante de intestino delgado ha
sido la ausencia de un adecuado régimen inmunosupresor para controlar el rechazo
del 6rgano.

En los primeros transplantes experimentales se utilizaron los
inmunosupresores disponibles como la Azatioprina, derivado de la 6-mercaptopurina,
sintetizada por Hitchings y Elion (137), la cual actuaba tempranamente en la fase
proliferativa de los linfocitos T y B, inhibiendo la respuesta primaria inmune pero no
la secundaria, debiendo administrarse de forma continua para que no cese su efecto
durante la fase de rechazd. Fue utilizada por Preston (138) y Ruiz (139) en sus
experimentos en perros, junto con prednisona y globulina antilinfocitaria con
resultados variables, logrando solo alargar la supervivencia de los aloinjertos durante
unos pocos dias.

El suero antilinfocitario fue utilizado por Hardy (85), solo o en combinacion
con azatioprina y esteroides, logrando supervivencias mas duraderas pero todavia
cortas. La supervivencia mas larga alcanzada por unos de sus animales fue de 57 dias.

Deutsch (140) administraba unicamente suero antilinfocitario en transplantes
de intestino fetal, obteniendo una mayor supervivencia en comparacioén con el grupo
control. Hay que tener en cuenta que el intestino fetal tiene una carga linfocitaria
menor. El suero antilinfocitario se suele emplear en combinacidn con otros
inmunosupresores, por lo que su verdadero efecto es dificil de establecer. Quint y
Hardy (85, 141) no obtuvieron ninglin beneficio utilizdndolo como monoterapia. Si
que ha tenido éxito en el pretratamiento del donante, con el fin de evitar la reaccion
de injerto contra huésped (142).

También se han utilizado, practicamente desde el principio, los corticoides
como inmunosupresores a altas dosis 0 en combinacion en los casos de rechazo
agudo. Actuan inhibiendo directamente la proliferacién de linfocitos T modulando
muchas respuestas enzimdticas de los leucocitos (143), influyendo en numerosos
procesos fisiologicos y patoldgicos. Los corticoides junto a la azatioprina pueden
ejercer efectos nocivos sobre la mucosa intestinal (144) interfiriendo con el recambio
normal de las células epiteliales de la mucosa pudiendo afectar negativamente sobre el

organo transplantado.
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La irradiacién del injerto o del donante, con el fin de disminuir la carga
linfocitaria de éste, se ha utilizado también desde el primer momento para intentar
evitar la reaccion de injerto contra huésped. Monchik y Rusell (6) la evitaban
irradiando totalmente al donante con 700 rads. La irradiacion del donante habia
demostrado que prolongaba la supervivencia en ratas de 6rganos como el corazon o el
rifién (145) reduciéndose la carga linfocitaria del injerto.

En 1985 Lee y Schraut (145) realizaron irradiacion “in vitro” solo del injerto,
evitando la reaccion contra huésped. Pero en un estudio de los mismos autores en
1988 (9) no encontraron una supervivencia mayor entre los injertos de intestino
previamente irradiados y los no irradiados, indicando que la irradiacion total del
intestino puede provocar una depleccion del tejido linfoide pero no una completa
eliminaciéon de los linfocitos, que son suficientes para desencadenar el rechazo. El
grupo de ratas utilizados por ellos estaba dirigido a producir rechazo y no reaccion de
injerto contra huésped. Atribuian el fallo de la irradiacidén para evitar el rechazo a que
el intestino contiene gran cantidad de células con Ag. clase II radioresistentes, que
juegan un importante papel en el rechazo, coincidiendo con los estudios de Grant en
el cerdo (146).

- En Holanda, Saat (119) lleg6 a la conclusion de que la irradiacioén del injerto
o del donante previene la reaccidn de injerto contra huésped pero apenas disminuye la
inmunogeneicidad del intestino, por lo que este es rechazado del mismo modo que si
no hubiera sido irradiado. Encuentran que el proceso de rechazo se puede, incluso,
acelerar (147). Como los efectos de la irradiacién, a corto y largo plazo, son muy
perjudiciales, este método de inmunosupresién no suele utlilizarse mas que en
estudios experimentales (148).

La ciclosporina A (CsA) fue descubierta en 1970 (149) a partir de dos
hongos imperfectos: Toliplocadium inflatum y Cylindrocarpon lucidum. Algunos
péptidos obtenidos de los extractos de estos hongos fueron inyectados a ratones para
estudiar su poder antifingico y citostatico, y se observé que mostraban un gran poder
inmunosupresor sin aparente toxicidad. La CsA tiene accion directa sobre los
linfocitos B y T, desconociendo totalmente su mecanismo de accion; actua inhibiendo
la sintesis de IL-2 mRNA sobre los linfocitos con una accién dosis dependiente.
Ademas, dado que la sintesis y secrecion de gamma-interferon, MIF (factor de

inhibicién de la migracion de los macréfagos) e IL-3 estan disminuidas por efecto de
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la ciclosporina, se puede presumir que la CsA inhiba la transcripcion de un nimero
limitado de genes inducibles por los linfocitos T y que este efecto explicaria todos o la
mayor parte de sus otra acciones. En definitiva inhibe la proliferacion y diferenciacion
de algunos clones de células T cititdxicas, que de otro modo serian estimuladas por
las células T helper, al mismo tiempo que disminuye el estimulo de la IL-2 sobre la
propia subpoblacidén T helper.

La CsA, en cuanto estuvo disponible, fue incorporada a la experimentacion y
adecuadamente combinada en protocolos de inmunosupresiéon, con corticoides.
Muestra una considerable ventaja al inhibir el paso anterior de la estimulacion de la
subpoblaciéon T helper a a partir de la célula presentadora, por tener un efecto
inhibitorio sobre laIL-1.

El primero en utilizar la CsA en transplante intestinal, por via i.m. en perros,
como terapia inmunosupresora nica fue Reznick (12), logrando retrasar la aparicion
de rechazo de aloinjertos.

Graddock (4) demostrd que la via de eleccion para la administracién de CsA
es la parenteral y que la via oral es insuficiente, principalmente en los primeros dias
posttransplante, debido a un defecto en la absorcién de las grasas en el intestino
transplantado, conclusiones confirmadas en otros trabajos como el de Mackenzie en
1983 (150).

Ricour (13) utiliz6 la CsA, por primera vez en un modelo de transplante
intestinal en cerdos, obteniendo una prolongacion de la vida del injerto con mejores
resultados si utilizaba la via parenteral. No obstante la utilizacion de CsA, en régimen
de monoterapia, en grandes animales, no obtenia buenos resultados a largo plazo ya
que aparecian lesiones en intestino, recaidas si se interrumpia la administracién del
farmaco y rechazo crdnico del 6rgano. Por todo esto Dilliz-Pérez (151) estudio la
administracién de CsA unida a esteroides en sus transplantes en perros pero no logré
prolongar la supervivencia del injerto con la prednisona afiadida a la terapia
inmunosupresora. Raji (152) confirmé estos resultados.

Aeder (153), también en perros, utilizd la CsA junto con azatioprina y suero
antilinfocitario, encontrando que los perros que recibian esta triple terapia sobrevivian
mas tiempo comparados con otros grupos. Pero ain con todo, solo lograba una
supervivencia de 30 dias en el mejor de los casos, acabando con un rechazo

incontrolable.
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Estos malos resultados en grandes animales (154), incluso utilizando triple
terapia combinada, CsA, AZA, Pred., contrastan con los estudios realizados en rata
en los que la CsA ha demostrado su eficacia en la prevencion del rechazo (155),
prolongando la vida del injerto de forma casi indefinida con su administracion
continua sin apenas cambios histologicos, no solo previniendo el rechazo sino
atenuando también la reaccion de injerto contra huésped (95). Periodos cortos de
tratamiento prolongan la vida del injerto (156) y a dosis bajas de 5 mg/kg./dia es
capaz de funcionar normalmente (157), permaneciendo los injertos histologicamente
normales y manteniendo su capacidad de absorcion suficiente para llevar un curso
normal de nutricion y de crecimiento.

La esplenectomia del huésped ha sido utilizada como método
inmunosupresor asociado con resultados variables. Fabre (158) extirpaba el bazo del
huésped previamente al transplante de un rifién, prolongando la vida de este sin
utilizar ninguna otra terapia inmunosupresora. En transplante de intestino la
esplenectomia aislada apenas ha logrado aumentar la supervivencia del injerto durante
unos pocos dias, pero cambia el patron de rechazo de agudo a crénico. Al reducir la
esplenectomia la capacidad inmune del huésped puede provocar una reaccion de
injerto contra huésped. Bitter (159) lograba producir esta reaccion en las ratas al
transplantar el bazo a un animal en estado de inmunodepresion, si bien no se ha
comunicado la aparicion de reaccion de injerto contra huésped en ratas
esplenectomizadas que han recibido un alotransplante de intestino. Por tanto esta
terapia inmunosupresora tiene un efecto menor en el proceso de rechazo del intestino.

Yamaguchi (160), mediante la inyeccion de células esplénicas del donante,
tratadas con mitomicina-C, antes del transplante obtuvo una mayor supervivencia del
aloinjerto de intestino al manipular el sistema inmune del huésped. Estas experiencias
no han podido ser ratificadas por otros autores.

Para intentar suprimir la reaccion de injerto contra huésped o provocar un
estado de tolerancia se ha utilizado la administracion de antisueros antidonante al
animal transplantado o Ag. del donante administrados previamente al huésped. Stuart
(161) logro prolongar la vida de aloinjertos de rifion por este método, utilizando

inmunizacion pasiva, Ac., y activa, Ag.. Telford (162) no logré aumentar la
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supervivencia de injertos de intestino utilizando inyecciones de antisuero en el
receptor.

Se han utilizado, también, transfusiones de sangre del huésped al donante con
el fin de evitar el rechazo agudo en modelos alogénicos. El efecto sensibilizador y a la
vez inmunosupresor de las transfusiones han obtenido resultados dispares. Asi
Martinelli (163) solo encontré que con las transfusiones podia reducir la dosis de CsA
necesaria para mantener el injerto y Saat (147) comprobd que el efecto de las
transfusiones era un paradéjico aumento de la reaccion de injerto contra huésped.

Se ha eliminado la mayor cantidad posible de tejido linfatico mediante
linfadenectomia quirtirgica del injerto, sin efecto en la aparicidn de rechazo, aunque
puede evitar la reacciéon de injerto contra huésped en la combinacion de ratas
semialogénicas.

Se ha utilizado experimentalmente la perfusion de sustancias citotoxicas en el
injerto “ex-vivo”, con el fin de destruir los leucocitos circulantes unido o no a
radiacion del injerto, asi como la preservacion del injerto en soluciones conservantes
durante varios dias antes del transplante con el mismo fin, y la perfusion de Ac.
monoclonales a través de este, dirigidos selectivamente contra las células linfoides.

En la clinica humana se han desarrollado formas de inmunosupresion
agresiva combinando varios farmacos. Actualmente la terapia mas utilizada es la
combinacién CsA-Azatioprina-Prednisona, utilizando los Ac. monoclonales OKT3 en
episodios de rechazo agudo.

La introduccion en 1989 de nuevos inmunosupresores como el FK-506
pueden favorecer la tolerancia del injerto siendo uno de los farmacos mas ttiles en el
control del rechazo en el transplante de intestino en el humano. El FK-506 o
Tacrolimus es un inmunosupresor resuitado de la fermentacion de un
microorganismo, el streptomyces tsukubaensis, que actia sobre las células T-
auxiliares, inhibiendo especificamente la produccion de interleukina 2 (164).

La rapamicina (19, 165), FK-506/Tacrolimus ( 16, 17, 18, 19, 20, 164) y el
RS-61443 (166) han demostrado ser los mas potentes inmunosupresores de que
disponemos, aunque su uso en el transplante intestinal no estd tan experimentado

como en otros organos (165, 166).
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1.5.- CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL INTESTINO
DELGADO.-

El intestino delgado es la porcion de tubo digestivo situada entre el estdmago
y el colon donde se desarrollan los procesos finales de la digestion de los alimentos y
de la absorcion de los productos de la digestion (167). Comienza en el orificio
pilérico, donde continia con el estdmago, y acaba en la unién ileocecal donde
prosigue el intestino grueso. En el ser humano mide de 6 a 7 m. (167, 168)
presentando muchas flexuosidades dentro de la cavidad abdominal y dividiéndose en 3
porciones: El duodeno, de unos 20 cm. de longitud, relativamente fijo a la pared
abdominal posterior ya que no posee mesenterio en la mayor parte de su longitﬁd, es
por tanto retroperitoneal. El resto del intestino se divide en yeyuno, 2/5 de longitud e
ileon, los 3/5 restantes. El yeyuno y el ileon estan suspendidos de la pared abdominal
posterior por el mesenterio, y en situacién intraperitoneal , aunque la parte final del
ileon vuelve a estar fija a la pared abdominal posterior.

Las funciones del intestino delgado son transportar el material alimenticio
(quimo) del estémago al intestino grueso, completar la digestion por la secrecion de
enzimas por su pared, y secretar algunas hormonas (167). Para desempeiiar estas
funciones, principalmente la absorcién y secrecidn digestiva, el intestino delgado
presenta ciertas especializaciones que aumentan la superficie de submucosa.

-- Especializaciones superficiales de la mucosa --

Estas especializaciones aumentan la superficie e incluyen pliegues circulares,
vellosidades que cubren la superficie de éstas, criptas o glandulas intestinales que se
originan por un proceso de invaginacion de epitelio superficial, y microvellosidades,
que son prolongaciones digitiformes de la superficie apical de las células intestinales

(168, 169).

Pliegues circulares (valvulas de Kerckring).- Son pliegues circulares o
espirales permanentes que abarcan todo el espesor de la mucosa, con el nicleo de
submucosa (167). Cada uno puede extenderse 2/3 o mds de la circunferencia del.
intestino, pero rara vez completan un circulo alrededor de la luz intestinal. Algunos se
ramifican, comienzan a unos 3 cm. del piloro, alcanzan su méximo desarrollo en la
porcion terminal del duodeno y proximal de yeyuno, disminuyendo después para
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desaparecer en la mitad distal del ileon. Estos pliegués circulares permanentes
aumentan unas tres veces la superficie de la mucosa.

Vellosidades y criptas.- Las vellosidades son pequefias prolongaciones
digitiformes o en forma de hoja, de la membrana mucosa, de 0,5 a 1,5 mm. de
longitud y que solo se encuentran en el intestino delgadd. Cada una esta cubierta de
epitelio y tiene un nucleo de ldmina propia celular, muchas de cuyas células
pertenecen al sistema inmunitario (168). En el niicleo hay una arteriola y una vénula
con una red capilar y un vaso linfatico o quilifero central. La red capilar es mas densa
que la que hay alrededor de las criptas, situadas a mas profundidad de la mucosa, y los
capilares de las vellosidades son fenestrados y permeables a las macromoléculas
(168). Las vellosidades varian en forma y altura en las distintas regiones del intestino
delgado, asi en duodeno son estructuras anchas en forma de espatula,
transformandose en digitiformes en ileon. Por contraccion de las células musculares
lisas que se encuentran en el niicleo, las vellosidades pueden contraerse y acortarse,
con lo que ayudan al drenaje linfatico. Por lo general, las vellosidades se acortan con
la distension y el estado de contraccion de las fibras musculares lisas del intestino.
Estas prolongaciones por evaginacion aumentan la superficie de la mucosa de 5 a 10

veces en el ser humano y representan una poblacion total de unos cuatro millones, 10

a 40 por mm?. Su nimero varia con el grado de absorcion, hasta 40 por mm? en

duodeno. Entre las vellosidades estan las pequeiias aberturas de las glandulas
tubulares simples llamadas criptas.

Las criptas o glandulas intestinales (de Lieberkiin) son estructuras tubulares
que se abren entre las bases de las vellosidades. Tienen de 0,3 a 0,5 mm. de
profundidad y se extienden hasta la muscularis mucosae (169). El epitelio que reviste
las criptas se continua con el que cubre las vellosidades. Los espacios entre las criptas
estan llenos de tejido conectivo y no estan tan juntas como las glandulas gastricas. En
el intestino grueso también hay criptas pero no hay vellosidades. Al microscopio las
vellosidades aparecen como contornos circulares u ovales con un nuicleo de tejido
conectivo (lamina propia) cubierto por epitelio. Una cripta aparece, en corte
transversal, como una luz central revestida de epitelio, todo ello incluido en el tejido
conectivo de la ldmina propia y representa un aumento mayor de la superficie de la

mucosa. Las funciones generadora y secretora de la cripta se ven reflejadas por la

-46-



Medios de preservacion en el transplante de intestino defgado Introduccién
Estudio experimental en la rata.

naturaleza de sus tipos celulares, que incluyen algunas células con funcién de
absorcion, células indiferenciadas, de Paneth, mucosas y enteroendocrinas.

Microvellosidades.- Para un mayor aumento de la superficie, las células
cilindricas con funciones de absorcién que cubren las vellosidades y revisten las
criptas tienen un borde estriado o en cepillo formado por muchas prolongaciones
microvellosas (167, 168, 169). La célula que realiza la absorcion tiene unas 3.000
microvellosidades. Cada microvellosidad esta cubierta por una extension de la
membrana plasmatica, cuya lamina externa guarda relacion con una especie de fieltro
de filamentos finos que le dan un aspecto borroso. Esta cubierta filamentosa que
ocupa los espacios entre las microvellosidades y que cubre sus puntas, forma una capa
superficial continua que contiene una glucoproteina y es resistente a los proteoliticos
y mucoliticos. En los nicleos de las microvellosidades hay filamentos delgados de
orientacion longitudinal y que en las bases se contintian con los filamentos del velo
terminal.

Al material alimenticio en la luz del intestino delgado se agregan las
secreciones de muchas glandulas. Los tres tipos principales son: gidndulas intestinales,
ya comentadas y que se encuentran en todo el intestino, delgado y grueso; glandulas
submucosas que se localizan en duodeno, son de tipo tubular compuesto y se
denominan glandulas duodenales (de Brunner); son mds extensas en la primera
porcién de duodeno cerca del piloro. El ultimo tipo de glandulas son las situadas fuera
del tubo digestivo, pero que envian sus secreciones hacia la luz de éste por un sistema
de conductos; son el higado y el pancreas, que liberan sus secreciones exdcrinas hacia
el duodeno (169).

-- Epitelio --

El epitelio de la mucosa intestinal es del tipo cilindrico simple. Difiere del
epitelio superficial del estomago en que hay mas de un tipo celular, existiendo células
cilindricas con borde estriado, células de Paneth, células caliciformes, células
enteroendocrinas y otras (168, 169).

Células cilindricas (para absorcion). Estas células cilindricas, altas,
descansan sobre una lamina basal, sus nicleos son ovoides y se dirigen hacia la base.
Sus abundantes mitocondrias son alargadas y estan orientadas en sentido longitudinal,
sobre todo en la base de la célula (168). Hay algunos ribosomas libres dispersos en

todo el citoplasma, en tanto que el reticulo endoplasmico forma una red continua de
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conductillos y saculos fenestrados en toda la célula; los conductillos se encuentran
principalmente abajo del nicleo y los sdculos arriba del mismo. El reticulo es sobre
todo granuloso, pero en el vértice es agranuloso, y hay continuidad entre los dos
tipos. El aparato de Golgi esta bien desarrollado y se halla en posicion supranuclear.
También hay lisosomas principalmente en las células mas viejas, cerca de la punta de
las vellosidades. Cada célula tiene un borde estriado o en cepillo formado por
microvellosidades, paralelas, agrupadas muy juntas. Estas células cilindricas absorben
azucares y aminodcidos de la luz intestinal, pasando a través de las células a los
capilares sanguineos de la lamina propia subyacente. También absorben lipidos siendo
mas eficaces las células vellosas especializadas en el yeyuno. Las células cilindricas
sélo estan maduras cuando alcanzan el vértice de una vellosidad después de haberse
formado en las criptas y migrar hacia arriba dentro de ellas y a lo largo de las
vellosidades hasta la punta, de donde terminan desprendiéndose. Las células
inmaduras tienen una menor actividad enzimatica y una menor capacidad de absorcion
ya que las microvellosidades son mas cortas e irregulares (169).

Células indiferenciadas (de origen). Se encuentran en la base de las
criptas intestinales y son la fuente de origen de las demas células de las criptas y las
vellosidades. Son cilindricas, pero algo irregulares y presentan caracteristicas de
células inmaduras (pocas mitocondrias, reticulo endoplasmico mal desarrollado y un
pequerio aparato de Golgi, pero muchos ribosomas libres y polisomas). Estas células
sufren mitosis constantes para conservar su poblacion y para formar células que se
diferencian en cilindricas, caliciformes, de Paneth y enteroendocrinas (168, 169).

Células de Paneth. Solo se encuentran en la base de las criptas del
intestino delgado, y tienen forma piramidal con base ancha y vértice estrecho.
Presentan todas las caracteristicas de las células secretoras de proteina, con reticulo
endoplasmico basal, un gran complejo de Golgi supranuclear y gotitas apicales de
secrecion que son aciddfilas y que se liberan a baja velocidad. Sin embargo, la
secrecion se acelera después de los alimentos. Su funcion puede ser la de regular la
flora microbiana del intestino, ya que producen lisozima que digiere la pared de
algunas bacterias. En enfermedades inflamatorias, estas células pueden aparecer en
otras regiones del tubo digestivo (168).

Células mucosas (caliciformes).- Estas células secretorias de moco

estan dispersas entre las células cilindricas, y su niimero aumenta del duodeno a la
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porcion terminal del fleon (168). El moco excretado es una glucoproteina acida y
forma una pelicula protectora sobre el glucocdliz de las microvellosidades de las
células cilindricas. También emigran de la cripta a la vellosidad.

Células enteroendocrinas.- Se encuentran en las criptas y en las
vellosidades y secretan péptidos reguladores activos que participan en la secrecion
gastrica, la motilidad intestinal, la secrecion pancreética y la contraccion de la vesicula
biliar (168).

Otros tipos de células epiteliales.- Con menor frecuencia se encuentran
células caveoladas en criptas y vellosidades intestinales, células migratorias sobre todo
linfocitos y en menor medida otros leucocitos. Por tltimo en el epitelio que cubre las
placas de Peyer se halla la célula M que tiene una superficie apical con micropliegues
y su superficie basal estd en intima relacion con los linfocitos que se encuentran en el
epitelio. Esta célula transporta macrocélulas de la luz a estos leucocitos en los que se
pueden emprender las respuestas a antigenos extrafios (168, 169).

-- Léamina propia --

Se extiende entre las glandulas intestinales y en los nicleos de las
vellosidades. Su naturaleza es muy distintiva e incluye una red de fibras reticulares y
muchas caracteristicas de tejido linfatico laxo y quizas se describa mejor como tejido
conectivo areolar laxo con tendencias linfaticas (169). En la malla de fibras reticulares
hay células reticulares primitivas con niicleos grandes, ovales y de coloracion pélida,
asi como linfocitos, macréfagos y células plasmaticas; en particular se pueden ver
leucocitos eosindfilos que han emigrado de los vasos sanguineos. Hay células
musculares aisladas de orientacion longitudinal en los centros de las vellosidades, por
lo general en intima relacion con los capilares linfaticos, que empiezan en los extremos
ciegos de las vellosidades y contienen la grasa absorbida después de una comida, por
lo que aparecen blancos en el tejido fresco o vivo, y se denominan vasos quiliferos.
También hay muchos foliculos solitarios o nodulos aislados, mas abundantes en la
parte distal del intestino que si son grandes pueden ocupar todo el espesor de la
mucosa y sobresalir en la superficie. No hay vellosidades y puede no haber criptas en
la superficie de los foliculos grandes, que entonces solo estan separados de la luz por
un epitelio cilindrico simple (168). En muchas regiones, pero sobre todo en el ileon,

los foliculos pueden ser tan abundantes y estar tan juntos que forman grandes masas
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de tejido linfitico observables a simple vista. Siempre se sitian en el borde
mesentérico, y son las placas de Peyer o nddulos agregados.

La lamina propia es importante, inmunolégicamente, por contener células
linfaticas y macrdfagos que constituyen una barrera entre el cuerpo y los antigenos,
los microorganismos y otras sustancias extrafias que siempre se encuentran en la luz
intestinal. Este tejido linfatico con relacion al intestino contiene linfocitos T y B,
aunque los primeros son mas abundantes. Muchas de estas células no residen de
manera permanente en la mucosa, sino que circulan. Las células B maduran y
proliferan en los nddulos linfaticos y las placas de Peyer, y muchas se transforman en
células plasmaticas productoras de anticuerpos, sobre todo Ig A.

Las capas muscularis mucosae, submucosa, muscular y serosa no merecen
una descripcion por separado, aunque hay que hacer notar que la submucosa suele
estar infiltrada con leucocitos en la region de las placas de Peyer (169).

-- Glandulas duodenales (de Brunner) --

Estas glandulas submucosas del duodeno estdn formadas por células cubicas
altas con nucleos oscuros, aplanados y basales y citoplasma claro vacuolado. Las
porciones glandulares se continian con conductos revestidos por células cubicas
bajas, que penetran la muscularis mucosae para desembocar en las células intestinales.
Con frecuencia la muscularis mucosae no forma una capa completa sobre las
glandulas y hay bandas de musculo liso que se extiende en el tejido conectivo que hay
entre las unidades glandulares. Estas glandulas de Brunner se extienden, a veces, hasta
la porcién superior de yeyuno y, con mas frecuencia se pueden encontrar en la region
pilérica del estomago; secretan un moco alcalino que protege de la erosién a la
mucosa duodenal por la secrecion 4cida del estomago y se forma una sal neutra en
intestino al formar cloruro de sodio y 4cido carbonico la unién del acido clorhidrico
con el bicarbonato del moco de estas glandulas. De manera similar las secreciones
pancredticas neutralizan la acidez del quimo proveniente del estomago. Se ha
demostrado, por inmunofluorescencia, que las células de las glandulas de Brunner
contienen urogastrona, péptido que inhibe la secrecion del 4cido clorhidrico en el
estdmago y que también la proliferacion del epitelio. Esto ultimo puede servir para
estimular la renovacion rapida de las células epiteliales dentro de las criptas

intestinales (168, 169).
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En resumen, (169), las capas del intestino delgado, de dentro a fuera, son:
mucosa, submucosa, muscular externa y serosa . En la muscular externa se pueden
identificar las capas tanto circulares como longitudinales. En la mucosa se encuentran
las vellosidades y las glandulas intestinales , la muscularis mucosae separa la mucosa
de la submucosa donde se encuentran las glandulas de Brunner. La lamina propia

constituye el nucleo de las vellosidades intestinales.

Las alteraciones morfologicas intestinales que encontramos habitualmente se
producen a nivel del epitelio de las vellosidades y criptas con desprendimiento y
pérdida, en ocasiones, del mismo. También podemos encontrar edema en la ldmina
propia, submucosa y muscular y dilatacion, mis o menos evidente, a nivel vascular

(170).

Roberta Sonnino y su grupo (171) propusieron en 1992 un sistema de
clasificacion para valorar los cambios histolégicos en el transplante intestinal dado que
la valoracién histolégica del intestino transplantado es la mejor forma de monitorizar
su evolucién en la fase posterior al transplante y de poder prever posibles

complicaciones de rechazo.
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Los criterios aplicados por Sonnino y cols (171), para valorar los cambios

histol6gicos en el transplante intestinal son:

VELLOSIDADES
Aspecto Presente o ausente
Normal

Anormal: largo
corto

estrecho

Anormal: pérdida parcial de células
eliminacién completa
Tejido conectivo Normal
Anormal: edema
éstasis intravascular

infiltracién extravascular celular

CRIPTAS

Presentes o ausentes
Normal:
Anormal: degeneracion celular
desorganizacién

Regeneracion: presente o ausente.
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LAMINA PROPIA

Presente o ausente
Normal

Anormal: edema
infiltracion de polimorfonucleares.

estasis intravascular

hemorragia

MUSCULARIS MUCOSAE

Presente o ausente

Normal
Anormal: éstasis intravascular

hemorragia

BACTERIAS

Introduccion

Presente o ausente
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1.6.- PRESERVACION DEL INTESTINO.-

En todo transplante de drganos existe, inevitablemente, un periodo mas o
menos largo de isquemia y de hipoxia que dafia, a veces irreversiblemante, el 6rgano a
implantar. Gran parte del éxito del transplante depende de la capacidad de reanudar el
flujo sanguineo en el 6rgano implantado después de este tiempo de isquemia y de
hipoxia. El dafio al érgano puede ser producido, a parte de la hipoxia, por la
incapacidad para reanudar la microcirculacién sanguinea una vez reimplantado el
mismo.

El objetivo de la preservacion del érgano es el mantenimiento de la
integridad morfoldgica y de la funcion del injerto durante el tiempo entre la extraccion
y la implantacion, en el cual se ha de realizar el traslado del mismo, las pruebas de
laboratorio necesarias y la preparacion del receptor. Idealmente este tiempo deberia
ser de 24 a 48 horas para permitir realizar los transplantes de una manera
semielectiva. En muchos 6rganos se ha conseguido este tiempo de preservacion (21a,
172, 173, 174, 175, 176, 177). En la conservacion del intestino, se continua
investigando como es el caso de este trabajo.

Todos los métodos efectivos de preservacién cuentan con una disminucioén
de la temperatura como el principal elemento protector del drgano a transplantar
(172). El desarrollo de las distintas soluciones de preservacion, y los distintos
sistemas, se han llevado a cabo siempre en oOrganos distintos al intestino delgado:
rifidn, corazon, higado, pulmén y pancreas (21s, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179).

Dos de las soluciones de preservacion mas importantes se desarrollaron en
1969 por parte de Collins (178) para conservacion del rifién, y en 1986 Belzer y su
grupo desarrollaron la solucién UW (Universidad de Wisconsin) o de Belzer para
preservacion de higado (173).

La mucosa es la capa del intestino mas sensible a la isquemia pero a su vez
posee un gran poder de regeneracién. Los primeros estudios de preservacion fueron
llevados a cabo por Lillehei en 1959 (3). Mantenia el intestino extraido a temperatura
ambiente durante dos horas volviéndolo a reimplantar con éxito. Colocado el intestino
en un recipiente con suero salino a 5°C mantenia su estructura 4 o 5 horas antes de ser

reimplantado con éxito, pero ya aparecia edema tras la revascularizaciéon. Se han
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descrito periodos de isquemia caliente de mas de 7 horas en segmentos de intestino en
perro con normal recuperacion posterior (133), pero a largo plazo se han demostrado
fibrosis y estenosis de los segmentos que han permanecido isquémicos mas de 4 horas
(134).

Manax (180) perfundi6 el injerto con dextrano de bajo peso molecular
manteniéndolo en una camara hiperbarica a 2°C logrando de 24 a 48 horas de
preservacion.

Eyal (181) perfundia, en segmentos de ileon de 25 cm. de longitud, dextrano
junto a heparina y bicarbonato sédico obteniendo hasta 48 horas de preservacion.
Estos resultados mejoraban si se afiadia al liquido de perfusién clorpromacina,
manteniendo el intestino en camara hiperbdrica. Solo se tenia en cuenta la integridad
histolégica postrevascularizacién y no la restauracién de la funcién puesto que las
asas intestinales eran anastomosadas a los vasos del cuello y solo empleaban 25 cm.
de ileon, no pudiendo aventurar los mismos resultados en todo el intestino.

Tijima (182) preservaba el intestino en condiciones normotérmicas utilizando
una perfusion de Ringer lactato heparinizado.

Austen y cols. (183) compararon la supervivencia de segmentos de intestino
en perros perfundidos “in vitro” con sangre oxigenada con diferentes sistemas,
concluyendo que el flujo no pulsatil producia un deterioro de las funciones
metabdlicas del asa a las 6 horas y el flujo pulsdtil no producia estos cambios incluso
tras 18 horas de preservacion manteniendo la presion de perfusion entre 140 y 160
mm de Hg. Las propiedades fisioldgicas del flujo pulsatil parece que se deben a la
proteccién de los capilares y de la microcirculacion, ya que si se utiliza un flujo
continuo estos sufren lesiones importantes.

Alican (27) utilizd6 como perfusion del intestino suero homélogo a 9°C no
superando las 2 horas de preservacion en condiciones del intestino y demostrando que
esta solucion era inadecuada para la conservacion del érgano.

Guttman (184) realizé estudios con la criopreservacion del intestino,
congelandolo a bajas temperaturas tras perfusion del érgano con glicerol para evitar el
dafio celular. Logré supervivencias del injerto tras varias semanas de preservacion y
aunque el intestino sufria cambios histologicos importantes, era capaz de regenerarse

y sobrevivir.
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Windmueller (185), en 1970, en estudios sobre la preservacion del injerto
llegd a la conclusion que si el flujo de perfusion del injerto no era pulsatil necesitaba
de la adicion de norepinefrina y glucocorticoides para mantener la viabilidad del
intestino una vez restablecida la ciculacion normal.

Toledo-Pereyra (186, 187, 188, 189) llegd a la conclusion de que la técnica
de perfusion continua del injerto es superior al simple enfriamiento y que la adicion de
alopurinol, asi como clorpromacina y metilprednisolona al liquido de perfusion
prolonga el tiempo de preservacion. Se cree que la clorpromacina estabiliza la
membrana celular y que el alopurinol previene la pérdida de precursores de la sintesis
de nucledtidos. También observé que la limpieza de la luz intestinal evacuando el
contenido fecal, asi como el uso de antibidticos en la solucion de limpieza,
prolongaban el tiempo de preservacion ya que asi se eliminan proteasas pancredticas,
sales biliares, bacterias, endotoxinas, etc., que, se cree, juegan un papel importante en
el dafio que sufre la mucosa tanto en el periodo de isquemia como en el de
reperfusion.

Van Qosterhout (190), realizd estudios de preservacion en la rata Wistar.
Desecho el enfriamiento superficial del 6rgano y la perfusion con suero salino a 4°C
ya que éste, similar en composicion al del liquido extraceluar, causaba edema
intersticial e hinchazén celular cuando era perfundido a través de los vasos arteriales,
con la consiguiente disminucion del flujo microcirculatorio, especialmente después de
la revascularizacién del injerto. También indicaba que la presion de perfusion no debe
ser superior a 35 mm de Hg, ya que presiones superiores ocasionan dafio a la
microcirculacion capilar con pérdida del injerto tras la revascularizaciéon. Encontré
que perfundiendo una solucion de Ringer Lactato a una temperatura de 4°C y a 35
mm Hg de presion mantenia viable el intestino durante, al menos, 40 minutos.

Schraut (191), utilizé soluciéon de Collins a 4°C con heparina para irrigar la
luz vascular e irrigando, a su vez, la luz intestinal con suero salino mas neomicina al
0,05% logrando reperfusiones tras 6 horas de preservacion. Otra conclusion era que
la viabilidad del intestino implantado tarda en hacerse evidente al menos 24 horas, por
lo que las biopsias tempranas de este no son indicativas del curso posterior del

intestino en los proximos dias.
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En 1988, Raju (192) utiliz6, en perros, perfusion continua con Ringer lactato
a 4°C con heparina e irrigacién intraluminal con antibidticos obteniendo
preservaciones de hasta 24 horas.

Hernandez (170), realizd estudios de preservacion utilizando solucién de
Collins en combinaciéon con sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras no
encontrando diferencias en cuanto al tiempo de preservacion usando unas u otras.

En clinica humana, (42, 43), se utilizan diversos medios de preservacion
como solucidén de Collins heparinizada, Ringer lactato, suero salino con manitol para
aumentar su osmolaridad o la solucién de la Universidad de Wisconsin o de Belzer, no
mostrandose ninguno superior a los demas, aunque los tiempos de preservacion son
mas cortos que el resto de organos ya que la toma del injerto del donante y la
reimplantacion posterior en el receptor suelen realizarse, habitualmente, en el mismo

hospital.
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JUSTIFICACION DEL TEMA

El sindrome de intestino corto por reseccion masiva de intestino delgado,
habitualmente provocado por un cuadro quirirgico urgente debido a un accidente
vascular, volvulo o por enfermedad difusa del intestino como la poliposis, supone una

entidad incapacitante sin cura (196).

Los pacientes afectos de este sindrome, con frecuencia, requieren ser
alimentados de forma permanente por via parenteral. A pesar de la evolucién de la
nutricién parenteral y de que, en ocasiones, se puede realizar en el domicilio del
paciente bajo  supervision de Centros especializados, todavia presenta serios

problemas como son:
e Complicaciones metabdlicas.

¢ Las relacionadas con la presencia y el manejo del catéter, flebitis,

infecciones, etc.

e Los problemas derivados para algunos de estos pacientes como el
saberse sometidos y dependientes de este tratamiento para sobrevivir, el uso que

deben de realizar de la lista de los elementos nutrientes.

e El elevado coste econdémico, estimado en unos 75.000-100.000 $

por afio y paciente en USA y 25.000£ en el Reino Unido (197, 16).

Como soluciones a este problema se han realizado diferentes técnicas
quiriargicas como la colocacion de valvulas, duplicaciones entéricas, inversiones, etc.
(198). Todas ellas con la finalidad de retrasar el transito intestinal y aumentar el

tiempo de absorcion del contenido intestinal.

Un tratamiento alternativo para el sindrome de intestino corto es el
transplante de intestino delgado, pero una serie de problemas como los técnicos del

propio transplante, de conservacion e inmunoldgicos, que junto a un establecimiento
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de prioridades al no ser un 6rgano de riesgo vital como el corazén, higado o pulmén,

han hecho que no se haya desarrollado adecuadamente.

Los problemas técnicos se han resuelto practicamente en su totalidad con el
modelo desarrollado por Monchick y Rusell (6) en 1.971, con pequefias variaciones

posteriores.

El desarrollo de técnicas de inmunosupresion, como la ciclosporina A y el
Tacrolimus / FK-506, y de medios de preservacion para otros 6rganos, han logrado
grandes avances en el transplante de éstos. Todas estas técnicas no se han

desarrollado con tanta intensidad en el intestino delgado.

Referente a los medios de preservacion son numerosos los estudios
realizados a nivel de drganos como rifién, corazon, higado, pancreas y pulmén con
abundantes referencias bibliograficas (21, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179,
199, 200), no siendo tan numerosas, estas, a nivel de intestino delgado. Son estudios
realizados principalmente en perros (180, 181, 186, 187, 188, 201) con perfusion del
aloinjerto y sin perfusion (187) , con perfusion intraluminal de oxigeno y glucosa
(202), administracion de prednisona y clorpromazina (188), con perfusion a diferentes
presiones (190) o con hipotermia tnicamente (2). Todo ello aporta mayor confusion,
si cabe, al no estar establecido ningin mecanismo de preservacion intestinal

generalmente consensuado por la comunidad cientifica.

Es por ello que el objeto de este trabajo es evaluar las alteraciones
morfolégicas producidas por los diferentes medios de preservaci()h utilizados y
aportar los resultados obtenidos con la intencién de colaborar en este problema

especifico del transplante de intestino delgado como es el de la preservacion.
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HIPOTESIS

Los medios de preservacion de drganos, y en particular del intestino delgado,
destinados al transplante estan en permanente evolucion con el objetivo de conseguir
que el 6rgano a transplantar llegue al organismo receptor en las mejores condiciones y
que pueda guardarse el maximo tiempo posible conservando las maximas condiciones

de viabilidad.

Dado que el transplante de intestino deigado es uno de los menos
desarrollados, es por ello que este trabajo se centra en el estudio de los diversos

medios de preservacion que existen para demostrar cual de ellos es el mas eficaz.

Este estudio intentara demostrar:

1.- Cual de las soluciones habitualmente empleadas como medio de preservacion en el
transplante de oOrganos, Ringer Lactato, Collins y Belzer, es la mas util en el

transplante intestinal experimental en la rata.

2.- La preservacion afecta de manera distinta a las diferentes capas del intestino.

3.- Dependiendo del tiempo de preservacion, las diferentes estructuras intestinales se

afectan de manera distinta segiin la solucidn empleada.
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OBJETIVOS

1.- Averiguar que solucién es la més adecuada para la preservacion del intestino
delgado utilizada en el transplante intestinal y la relacién con el tiempo transcurrido

desde la extraccion.

2.- Averiguar el comportamiento de los diferentes tramos intestinales (duodeno,

yeyuno e ileon) frente a la preservacion con las diferentes soluciones.

3.- Averiguar el grado de afectaciéon de la mucosa, lamina propia, submucosa y

muscular intestinal segin las diferentes soluciones empleadas.
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MATERIAL Y METODOS

5.1.- Poblacion de estudio.-

El animal de experimentacidn elegido ha sido la rata Sprague-Dawley, debido
a su facilidad de manejo, reproduccién y conservacién. En nuestro trabajo se han
utilizado tinicamente hembras debido a su mejor tolerancia al método anestésico

utilizado.

Los animales se encuentran estabulados en la 3* planta del edificio de la
Facultad de Medicina de Lleida en jaulas colectivas, sanos y libres de parasitos, con
periodos de luz artificial de 12 horas y 12 de oscuridad. La temperatura se mantiene
entre 22 y 24°C. Los animales tienen acceso libre al agua y la alimentacion es a base

de pienso equilibrado en su composicion, tipo “Panlab A-4”.

Se han tenido en cuenta las normas y recomendaciones internacionales sobre

estabulacion y tratamiento de animales de investigacion.

En el momento de la intervencion quirtlirgica para la extraccion del intestino
delgado la edad media de los mismas oscilaba entre 12 y 14 semanas, con un peso que

oscilaba de 250 a 300 gr..

Tanto el procedimiento anestésico, como la técnica quirurgica para la
extraccion del intestino estan perfectamente definidas (S), desarrolladas y han sido

publicadas previamente por nosotros i otros autores(50, 193, 194, 195).

La rata Sprague-Dawley es el animal utilizado habitualmente en nuestros
trabajos de experimentacion y por tanto con el que estamos habituados a su manejo,

razones por las cuales se le ha escogido para el desarrollo de esta investigacion.

El nimero de animales empleados ha sido de 15 por grupo, en total 45 ratas.
Se han utilizado en la fase de aprendizaje 40 animales hasta desarrollar correctamente
la técnica de extraccion de intestino delgado, perfusion y de preparacion del mismo

para su preservacion.
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5.2.- Variables.-

Estudiaremos como factores modificadores de la preservacion del intestino delgado
las soluciones de Ringer Lactato, Collins y de Belzer también conocida como solucién

de Wisconsin o UW.

Solucion de Ringer lactato
Solucién de COLLINS
Solucién de Beltzer o de Wisconsin o UW

La composicion de cada uno de ellos es:

RINGER LACTATO COLLINS BELTZER
Cloruro célcico: 27 mg/l. Dextrosa anhidra parenteral: 25 grs. Pentafraccion: 50 gr./1.
Cloruro potasico: 40 mg/l. Fosfato monopotasico anhidro: 2,05 grs. Acido lactobiénico: 35,83 gr./l.
Cloruro Sédico: 600 mg /1. Fosfato dipotasico 3HO: 9,7 grs. Fosfato potésico: 3,4 gr./l.
Acido lactico: 260 mg/l. Bicarbonato sédico: 0,84 grs. Sulfato de Mg: 1,23 gr./l.
Hidroxido de sodio: 117 mg/L. Cloruro potasico: 1,12 grs. Rafinosapentahidrato:17,83g7L
.Agua: c.s.p. 1000 cc Agua para iny. c.s.p. 1000 cc Adenosina: 1,34 gr./1.
mOsm/L: 280 mOsmy/L: 355 Alopurinol: 0,136 gr./1.

Glutation reducido: 0.922 gr./1.
Hidroxido de Potasio: c.s.p.
Hidroxido de sodio: para pH=7,4
Agua:c.s.p. 1 000 cc.

mOsm/L: 320

La solucion de Ringer lactato es estéril, apirdgena e isoténica, su
osmolaridad es de 280 mOsnv1 y contiene 132 mEq/l de sodio, 5 de potasio, 4 de
calcio, 112 de cloro y 29 de lactato como HCO:s.

La solucion de Collins (178), estéril y apirogena, tiene una osmolaridad de
355 mOsmy/l. Utilizada desde 1969 para preservacion de rifidn, inicialmente, supuso
un adelanto cualitativo en la utilizacion de las diversas soluciones de preservacion que
habia, hasta aquel momento, para transplante de érganos.

La solucién de Beltzer (173) es estéril, apirogena, de color limpido a
ligeramente amarillento. La osmolaridad esté alrededor de 320 mOsm, con 20 mEq/]
de sodio, 140 mEq/I de potasio con un pH de 7,4 a temperatura ambiente. La solucion
contiene hydroxyethylamidon, sustituto coloidal y no téxico, que impide la infiltracion
del liquido en el espacio intracelular.

Se ha perfundido con ellos el drbol vascular mediante canulacion con catéter del cuff

aortomesentérico hasta obtener palidez de los vasos mesentéricos que irrigan el
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intestino y un efluente translicido por la vena porta. Posteriormente se ha lavado la
luz intestinal con el mismo liquido hasta obtener la mayor limpieza posible y por
ultimo se ha introducido todo el injerto intestinal, con sus pediculos vasculares, en

250 c.c. del liquido de preservaciéna 4 ° C.

5.3.- Procedimientos.-

Las intervenciones se han llevado a cabo en los quiréfanos de Cirugia
Experimental, ubicados en la 3* planta del edificio de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Lleida, utilizando material quirurgico habitual y de microcirugia (203,
204, 205, 206,207), con el apoyo de un microscopio quirirgico Zeiss, OPMI-1. No se
han utilizado grandes aumentos para realizar la mayoria de las maniobras, salvo para

trabajar las pequefias estructuras vasculares.

El instrumental microquirtrgico utilizado ha sido: pinzas de diseccion, curvas

y rectas y tijeras de microcirugia de Castroviejo (203).

Se ha utilizado seda de 5/0 para la hemostasia mediante ligaduras de los
vasos. Para realizar la perfusion se ha utilizado una canula Abbocath 24G, con el que
se canaliza la aorta para perfundir las diferentes soluciones de preservacion: Ringer
Lactato, Collins y Belzer, a una distancia de 1m. del plano operatorio (206, 207, 208)

y mediante un equipo de gotero se perfunde la solucion.

Se han empleado recipientes de cristal de 500 cc de capacidad para guardar
los injertos intestinales y que a su vez se introducian en otro, de plastico, de 1500 cc

con hielo picado para mantener la hipotermia durante el traslado al frigorifico.

Suprimida la alimentacién sélida 24 horas antes de la intervencién y con agua
“ad libitum” hasta la misma, se anestesian los animales de experimentaciéon con
hidrato de cloral al 4,5%, por via intraperitoneal, y a la dosis de 1 c.c. por cada 100
grs. de peso (203, 209).

Una vez anestesiado el animal es sometido a rasurado de la pared abdominal
y sujeto a la mesa de intervencion, en la posicién de decubito supino, mediante cinta
adhesiva en sus extremidades y sujecion de la cabeza con seda de 3/0 que unia los

incisivos a la mesa quirurgica.
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Todas la intervenciones se han realizado en situacion de limpieza pero no de
estricta asepsia y con técnicas quirirgicas y microquirurgicas (205, 206, 209, 211,

212).

Mediante laparotomia, con bisturi, siguiendo la linea media del abdomen se
llega a la cavidad abdominal y siguiendo la técnica de Monchik y Rusell (6), se
procede a la extraccion del intestino delgado para lo cual habremos disecando la
porcion de aorta que incluye la arteria mesentérica formando un cuff
aortomesentérico, (fig. 1), y asimismo disecamos la vena porta y ligamos sus
colaterales (fig. 2). Se diseca el yeyuno y el ileon de sus adherencias al colon y el
duodeno del pancreas obteniendo una pieza formada por duodeno, yeyuno e ileon,
anclada al abdomen por la vena porta, arteria aorta y las uniones gastroduodenal e
ileocolica. Para facilitar la obtencidn del injerto es necesario liberar y desplazar el
colon descendente previa ligadura de los vasos del angulo esplénico, colon pélvico y
arcada marginal (193, 194). (Leyenda de las figuras 1, 2 y 3: a: aorta, m: mesentérica,
p: porta).

Ligada la arteria aorta, en sus extremos proximal y distal, la canalizamos con
un catéter por su porcion distal y perfundimos acto seguido, (fig. 3) con el liquido de
preservacion, a una temperatura de 4° C, pasado de la arteria mesentérica y a todo el
arbol vascular del intestino delgado hasta conseguir la desaparicion de todo signo de
vascularizacién del mesenterio y del intestino, (fig. 4 (antes de 1a perfusion) y S (después de Ia
perfusion)), obteniendo a través de la vena porta un efluente completamente
transparente. Esta perfusion se realiza por gravedad desde 100 cm. de altura (206,

207, 208) y con una duracién de 12 a 16 minutos.

Acto seguido, seccionamos a nivel gastroduodenal, ileocélico, aorta)y porta
obteniendo un injerto compuesto por:
porcién duodenal, yeyuno, ileon
cuff aortomesentérico, vena porta.
Se procede a la limpieza de la luz intestinal de la misma forma que hemos
realizado la perfusion vascular hasta obtener un liquido limpio y transparente;

sumergimos la pieza en un recipiente de cristal con 250 c.c. de liquido de perfusion,
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Figura 2
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Figura 3

guardandolo en frigorifico a 4°C. Para su transporte hasta el mismo utilizamos otro

recipiente de plastico, de mayor volumen y con hielo picado.

Se han obtenido muestras de intestino procedentes de duodeno, yeyuno e

ileon, a las 2, 6, 12, 18 y 24 horas tras la extraccion del mismo.

Las muestras de intestino, de un tamafio entre 0,5 y 1 cm. de longitud, se
obtienen mediante seccidon con bisturi para introducirlas individualmente en frascos de
cristal con una solucion de formol al 4%, donde las guardaremos hasta su procesado
para el estudio histolégico. El resto de intestino se introduce nuevamente en la

solucidon de preservacion correspondiente volviendo a depositarse en el frigorifico.
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El procesamiento histolégico de las muestras se realizé en los laboratorios del 2°
piso de la citada Facultad, utilizando el material necesario para realizar las preparaciones
histoldgicas: recipientes de vidrio, estufa para obtener los bloques de parafina, microtomo,
portas, cubreportas y las diversas soluciones de alcoholes, xiloles, acido clorhidrico y de
hematoxilina-eosina. El estudio microscopico de las muestras se ha realizado con un
microscopio Nikon Alphaphot 2.

Una vez obtenidas las piezas de las distintas porciones de intestino se introducen,
cada una, en un frasco de vidrio con 25 c.c. de una solucién de formol a una concentracion
del 4% en agua destilada. Las piezas son identificadas mediante un numero aleatorio
evitando asi, en su procesado posterior, el saber a que grupo de liquido de preservacion
pertenece hasta finalizado el mismo.

Posteriormente se desecan con diversas soluciones de alcoholes y de xiloles y se
incluyen en bloques de parafina para, después, proceder a su corte con el microtomo en
laminas de 0,5 micras, montindose en portas y tras una tincién con el método de
hematoxilina-eoxina proceder a su estudio con el microscopio y apreciar el grado de
afectacion histica de cada muestra.

El modelo de hoja de recogida de datos para el estudio histolégico ha sido como

el que se muestra a continuacion:

RATA N®....occtveecrrenisanananns
fecha: ovvvveecercrieccccrennrenne
W
Prep. n°...... Prep n°...... Prep n°.......

MUSCULAR EXTERNA 0 1 2 0 1 2 0 1 2
MUSCULAR INTERNA 0 1 2 0o 1 2 0 1 2
SUBMUCOSA o 1 2 0 1 2 -0 1 2
MUSCULARISMUCOSAE 0 1 2 0 1 2 0 1 2
GLAND. INTESTINALES 0o 1 2 0o 1 2 0 1 2

1 2 o 1 2 0 i 2

............

MUSCULAR EXTERNA 0 1 2 0
MUSCULAR INTERNA o 1 2 0
SUBMUCOSA 0 1 2 0
MUSCULARISMUCOSAE 0 1 2 0
GLAND. INTESTINALES 0 1 2 0
VELLOSIDADES 0 1 2 0

MUSCULAR EXTERNA
MUSCULAR INTERNA
SUBMUCOSA
MUSCULARIS MUCOSAE
GLAND. INTESTINALES
VELLOSIDADES

SO DOOOO
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Roberta Sonnino y su grupo (171) propusieron en 1992 un sistema de
clasificacion para valorar los cambios histolégicos en el transplante intestinal dado que
la valoracion histoldgica del intestino transplantado es la mejor forma de monitorizar
su evolucidon en la fase posterior al transplante y de poder prever posibles
complicaciones de rechazo, tal como se refleja en el punto 1.4.

Los criterios para la valoracién de nuestras muestras son:

La capa muscular, (44, 213), al poder identificarse una capa longitudinal en
la parte externa y una capa circular en la mas interna, se ha dividido para una mejor
valoracion en muscular externa e interna, correspondiendo a las fibras longitudinales y
circulares respectivamente. Podemos encontrar: aspecto normal, grado 0, separacién
de fibras musculares, grado 1 y desestructuracion de las células musculares, grado 2.

La submucosa, (214), compuesta por fibras coldgenas burdas y fibras
elasticas, contiene tejido adiposo y en la submucosa duodenal podemos encontrar las
glandulas duodenales de Brunner. Grado 0 cuando sea de aspecto normal , 1 cuando
exista edema

La mucosa intestinal, (171, 211), consta de un epitelio prismatico simple,
lamina propia y muscularis mucosae. La mucosa contiene un gran numero de
vellosidades. Las glindulas intestinales son glandulas tubulares simples que
desembocan entre las bases de las vellosidades y que se extienden a través de la
mucosa hasta la muscularis mucosae estando separadas entre si por el tejido conectivo
de la lamina propia.

La muscularis mucosae, formada por misculo liso, separa la mucosa de la
submucosa y se valorara su integridad, de aspecto normal, grado 0, grado 1 cuando
sea posible la identificacion de la misma aunque existan alteraciones como edema o
desestructuraciéon, y grado 2 cuando no se pueda identificar por los dafios
estructurales.

Las glandulas intestinales o de Lieberkiihn se encuentran entre los puntos de
insercion de las vellosidades en la mucosa, son gliandulas tubulares simples (167).
Grado 0, si el aspecto es normal, grado 1 cuando halla ciegeneracién celular y grado 2

si existe degeneracion y desorganizacion celular
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En las vellosidades se valorara el grado de desprendimiento del epitelio
cilindrico simple. Grado 0 epitelio intacto, grado 1 epitelio desprendido parcialmente
y grado 2 eliminacion completa del mismo.

Conocida la capacidad regenerativa del epitelio cilindrico de las vellosidades
(184, 215), se ha considerado para el estudio estadistico reunir los grupos 0 y 1 en
uno solo formando el grupo 1 y que consideramos con elevadas posibilidades de
viabilidad, tanto morfoldgicas como funcionales (215). En el 2° grupo seguird como
grupo 2 con la caracteristica de ser improbable su recuperacion siendo habitualmente

inviable por el elevado grado de destruccion.

5.4.- Descripcion analisis estadistico.-

Para la recopilacion y tratamiento de datos se ha utilizado un ordenador PC

personal con los programas de Microsoft, Word, de texto, y Excel de célculo.

El andlisis estadistico de los resultados se ha realizado con el programa
estadistico SPSS 5.1.

Se utiliza como hoja de registro el siguiente modelo, teniendo en cuenta que

cada animal tendra tres hojas, una por segmento intestinal: duodeno, yeyuno o ileon

PRESERVACION INTESTINO DELGADQO. TRANSPLANTE INTESTINAL EXPERIMENTAL

Fecha: ............ evrerenennnnns errerrrererens Segmento: ....c.cceceeerrerceeseeranens
Animal n°®........... Peso: ............. grs. Hidrato de Cloral: .............. c.C.
Tiempo de extraccion: ............... minutos

Tiempo de perfusion: ................. minutos

Solucion de preservacion:

........................................................................................................................

Tiempo de preservacion muestras:

N° identif: 2 horas ............ pieza n°...... 6 horas ............. piezan®..............
12 horas ....cceene piezan® ...... 18 horas ....ccccoveee piezan®.............
24 horas ..o piezan®.......

INCIDENCIAS:

Que contempla las siguientes variables:
Descriptiva del animal : Peso, expresado en grs..
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Segmento intestinal que corresponde a la pieza:
duodeno, yeyuno o ileon

Descriptiva de la técnica: Hidrato de cloral: Cantidad del liquido para anestesia,

en cc.

Tiempo de extraccion: Tiempo necesario desde el
comienzo de la intervencion (laparotomia) hasta
la extraccién del injerto con su pediculo vascular
de arteria mesentérica mas cuff de aorta y vena
porta. Expresado en minutos.

Tiempo de perfusién: Tiempo necesario empleado en
perfundir el injerto mediante cateterizacion de la
aorta hasta conseguir un efluente limpido y
transparente por la vena porta. Expresado en
minutos.

Solucién empleada: Ringer lactato, Collins o Belzer.

Tiempo de preservacion: El tiempo que ha estado el intestino en el interior del liquido
de preservacién hasta la obtencién de la muestra
correspondiente a la que se identifica con un n°.

Identificacion: Nimero que se le asigna a cada muestra.

INCIDENCIAS: Alteraciones que puedan ocurrir: extravio, pérdida de la cadena del

frio, traumatismos, etc.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se ha realizado mediante
una prueba estadistica para el estudio y comparacion de series temporales. Se ha
empleado la prueba no paramétrica de Log Rank reforzada con las de Breslow y de

Tarone-Ware,

Los tiempos utilizados son los transcurridos desde la extracciéon e
introduccién en la solucién de preservacién hasta la pérdida de viabilidad de la
muestra (en horas), de modo que el llamado “estudio de supervivencia” es el estudio

de preservacion de la viabilidad del injerto.
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Se han estimado los intervalos de confianza al 95% de los tiempos medios.

Se considera significativo cuando se obtiene una p < 0,05 y muy significativo

cuando el valor encontrado de la p es < 0,001.
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RESULTADOS

1.-_ Descriptiva.-

En cada uno de los tres grupos estudiados, se ha trabajado con 15
animales, estudiando un total de 45 intestinos delgados. De cada uno de ellos se han
tomado 15 piezas para estudio histoldgico, correspondientes a los segmentos duodenal,
yeyunal e ileal y en los intervalos de 2, 6, 12, 18 y 24 horas, lo que supone un total de
675 piezas preparadas para corte. Se hicieron tres preparaciones en porta de cada una de
ellas, para estudio microscépico recogiendo la que se encontraba en mejores condiciones
para su estudio. En total se ha trabajado con 1925 preparaciones histologicas desechando

dos tercios de ellas, quedando en 675 preparaciones.

En resumen:
N° de intestinos delgados estudiados: .........cocveverrvrceennnnns 45
NO e PIEZAS & .vvvvreivreereiisrerreesreesserieesensssneeseesenasneenns 675
N° de cortes histoldgicos realizados: .......cccccevvveeceecnnens 1925

El peso medio de los animales empleados ha sido de 240 grs. con un minimo de

215 grs. y un peso maximo de 280 grs.

El tiempo de extraccion ha variado de 42 a 78 minutos con un media de 60

minutos en el total de los tres grupos.

El tiempo de perfusion vascular a través de aorta, arteria mesentérica, vasos
mesentéricos y porta ha sido de 12 minutos (+ 3), en que se ha conseguido un efluente

totalmente transparente por la vena porta.

El lavado de la luz intestinal ha tenido una duracién media de 25 minutos.
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En forma de tablas se presentan los resultados obtenidos de acuerdo al nivel de
afectacion de las diferentes capas como se ha relatado en el capitulo de material y
métodos de acuerdo a que no haya ninguna afectacién, grado 0; la presencia de
alteraciones de la estructura celular no muy intensa y que no comprometen una posterior
recuperacion, grado 1; y la observacion de graves alteraciones a nivel de las capas
intestinales que las hacen inidentificables y que hagan habitualmente inviable una

recuperacion posterior, grado 2.

Se exponen, a continuacién, los resultados obtenidos segun las diferentes
soluciones de preservacion y segmentos intestinales, duodeno, yeyuno e ileon con el
nimero de muestras encontradas segin su grado de afectacién, (0, 1 y 2), y grupo
horario, (2, 6, 12, 18 y 24 horas). En las ultimas tablas se reflejan los resultados
obtenidos con las distintas soluciones agrupando el grado de afectacién 0 y 1 de las
tablas anteriores en el grupo 1, con elevada capacidad de recuperacion, y el grupo 2 con
alteraciones mas importantes, todo ello en los tres segmentos intestinales y en todo el

intestino conjuntamente.
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DUODENO
-RINGER LACTATO-
2 horas 6 horas 12 horas« 18 horas 24 horas

______________ S B T T e
MEXTER 1t O e I I A 4

2 0 0 3 8 11
.............. o YO
|M.INTER 1! O . 8 E S 0 ] 0 .

2 0 7 12 15 15
.............. o ...’ e YO
SUBMUC 1 S O el L 0 0 .

2 0 9 12 15 15
.............. O O OO
IMMUCO 1 L . S e 2 e 0 0 .

2 0 10 13 15 15
.............. LD = S | S LN | R
[GLANINT1 SRR A ] O . O 0 e

2 0 11 15 15 15
.............. AU 72 U U LURUURRRRY L
|VELLOSL. 1 : 3 . 3 ] O s O ! 0 e

2 0 12 15 15 15

Se observa una viabilidad del injerto en un 93,33% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 33,33% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo

viabilidad a partir de las 18 horas.

-81-




Resultados

DUODENO
-SOLUCION DE COLLINS-
2 horas G horas 12 horag 18 horas 24 horas

.............. CJUNUURNRNS RN . JSUURURUR | SRR . SRR - SUURR
(MEXTER 1 .. O e S e S et LSS

2 0 0 2 2
.............. O O 2Ot o A T
M.INTER 1 0 e 3 e 3 oo - .

2 0 0 1 3 3
.............. O e 2 T B2
[SUBMUC 1 ... 0 s 3 BB D e

2 0 2 4 4
.............. L SSRUN £ U JSUUUUU U SO AUUNTUUUNURN LS
(M. MUCO 1 .. 0 e T B G e 10 ...

2 0 0 3 5 5
.............. SRR =R - OO SRS AU AU
[GLANINT 1 O . LS. JUNURUURIO G et S e

2 0 0 4 6 6
.............. 0 e B e 0
[VELLOSL 1 .- 2 e L. 8 e LA LA

2 0 1 5 6 8

Se refleja una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las seis horas,
disminuyendo al 80% a las 12 horas y al 66,66% a partir de las 18 horas, no variando

posteriormente.
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DUODENO
-SOLUCION DE BELZER-
2 horas 6 horas: 12 horas 18 horas’ 24 horag

______________ o B 4.1 7 s
MEXTER 1o T T 6 A

2 0 0 1 2 2
.............. CONUUN =IO 1 JEUSUUUUURTURS | SNy A SUUURU
M INTER 1 0 e 2 e e G eeeeaenand 8 e

2 0 0 1 2 2
.............. O 2
|SUBMUC 1 ... L e SO 3 e 8 el D eeeene

2 0 3 3 4
.............. D 1. S 1| U - SR AR LR
(MMUCO 1 . L eeeeeaee 2SRRI S e T el D e

2 0 0 2 4 6
.............. LSRR = SO A SO SO L
[GLAN.INT1 2 e S SUOPO. O s 8 et 10 ..

2 0 1 2 5 5
.............. LSRN SR UUURE SO ERRRN: SUTUUORSURR JUUUUURRRRRRTRL S
[VELLOSL 1 .- 2 e 2SSO, S e A e L

2 0 2 4 10 14

Apreciamos una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las 6 horas,
disminuyendo al 86,66% a las 12 horas y al 73,33% a las 18 horas, para establecerse en
un 60% a las 24 horas del comienzo de la preservacién.

Seguidamente se pueden observar estos resultados en los gréaficos 1 al 6
referidos al segmento duodenal, las diversas capas y su afectacion segin las diferentes

soluciones de preservacion, Ringer Lactato, Collins y Belzer a lo largo de 24 horas.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

YEYUNO
-RINGER LACTATO-
" 2horas” . Ghoras . 12 horas:

.............. O A0
[MEXTER 1 . 0 e w SR L LA 3 e

2 0 0 4 7 12
.............. O e S D 0
(M. INTER 1 . O e G e 3 s 0 0 .

2 0 7 12 15 15
.............. LN - SO U, TR SRR O
(SUBMUC 1 .. 0 e G e 3 e 0 0 e

2 0 7 12 15 15
.............. O OO0
M.MUCO 1 . 0 e 8 e ¢ 2 0 e L

2 0 7 13 15 15
.............. LSRN - SO RN | SN USRI R
[GLANINT1 L e 4 e O s 0 0 e

2 0 11 15 15 15
.............. N 2 L U . S
[VELLOSL 1 .: ST 3 e AR 0 el 0 e

2 0 12 15 15 15

Se observa una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 53,33% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo

viabilidad a partir de las 18 horas.
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Resultados

YEYUNO
-SOLUCION DE COLLINS-

Zhoras - .. Ghoras .. - I2horas. . . 18horas:-_ -  24horss. |
.............. O A
[MEEXTER 1 . O e e LA L

2 0 0 0 2 4
.............. CORUE - U - | S SO SRR
[M.INTER 1 .. 0 e AR AN 3 e L

2 0 0 2 4 4
.............. SR - S 1 SR SO E: U SR
SUBMUC 10 T 4 6 8 s

2 0 0 3 4 5
.............. R T - - SRR LU
IM.MUCO 1 . O . LA L. S 0 ...

2 0 0 3 4 5
.............. IR Y A SRS S L
|GLANINT: 0 e 8 e LA S, € e

2 0 0 4 5 9
.............. R U AU SRR U
[VELLOSL t ... 2 e LA 8 e EAR. LS

2 0 1 5 6 11

Se aprecia una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las 6 horas,
disminuyendo al 80% a las 12 horas y al 73,33% a las 18 horas, quedando a las 24 horas

un 66,66% de los injertos viables.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

YEYUNO
-SOLUCION DE BELZER-
2 horas G horas: 12 horag: 18 horag 24 horas

............. 0 e B e Bl
[MEXTER 1 ... 0 e 6 s 3 eeemenenee T e

2 0 0 1 3 3
.............. 0 e e B
(M INTER 1 .. 0 e 2 e G s 3 e LA

2 0 0 1 5 5
______________ O e I T e B2
[SUBMUC 1 .. L e L SNSRI 3 e e 8 e

2 0 0 3 5 5
.............. 0 e e B B
(M. MUCO 1 .. e 6 ! G e L/SUUOTR. D e

2 0 0 3 5 6
.............. IR . SO O SUSNUUTURRURRR USRS ASUSRR
(GLANINT: L e w ANUURRPUR T e 8 e 8 e

2 0 2 4 5 7
.............. LSS Uy USRI SUUURR e SOURUURRE LU
[VELLOSL 1 .: 2 e G el 3 eeeaae———— 4 e 2 e

2 0 2 6 9 13

Se refleja una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las 6 horas,
disminuyendo al 80% a las 12 horas y al 66,66% a las 18 horas, quedando a partir de las

24 horas en un 60% de las muestras que son viables.

En las tres paginas siguientes se pueden observar estos resultados en graficos
numerados del 7 al 12 referidos al segmento yeyunal, las diversas capas y su afectacion
segun las diferentes soluciones de preservacion, Ringer Lactato, Collins y Belzer a lo

largo de 24 horas.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

ILEON
-RINGER LACTATO-
i Zhorasit [w %o Ghorasy it 3 Y 12 hotas:

______________ SN RS 1 U U JSUUSRRRRUR AR
[MEXTER 1 ... 0 e 3 s LA EAURRRE S

2 0 0 6 6 12
.............. LD & UL SOOI, USSR AU, SR
[M.INTER & ... LA 10 el A e 2 s b

2 0 5 11 13 14
.............. S 2 2 .
SUBMUC 1 0 . A CE SO T

2 0 8 12 14 15
.............. OO
MMUCO 1 ... SRR s 2 e 0 el Qe

2 0 9 13 15 15
.............. O OO
(GLANINT L 2 s A e 0 e 9 el 0 e

2 0 11 15 15 15
.............. OO0
[VELLOSL 1 ... 3 s A e O e S

2 0 11 15 15 15

Se objetiva una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 40% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo

viabilidad a partir de las 18 horas.
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Resultados

ILEON
-SOLUCION DE COLLINS-

.............. o B b e 2
[M.INTER 1 ! O . ERSRIE: SR S e, T .

2 0 0 1 4 6
.............. o5 L i e 2
SUBMUC 1 O e e 3 e S e T .

2 0 1 6
.............. o i 7 T a o
M.MUCO 1 O 4 S e 6 T

2 0 1 3 5 8
.............. o 5 e e 2o
[GLANINT: O SRS S S e 2 .

2 0 1 5 8 13
.............. o .5 e 3 o o
[VELLOSL 1 ! O . B e S e R I

2 0 1 7 10 15

Observamos una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 93,33% a las 6 horas, al 80% a las 12 horas, al 66,66% a las 18

horas, resultando un 46,66% de injertos viables a las 24 horas.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

ILEON
-SOLUCION DE BELZER-
2 horas 6 horas 12 horas - 18 horas 24 horas:
.............. o 515 w37
MEXTER 1 0 0 S S 6.
2 0 0 1 3 3
.............. O A
M INTER 1 0 e 2 el 2 e A eeeeeaead! A e
2 0 0 1 5 7
______________ o o o 3 0.
SUBMUC 1o e s s .
2 0 0 1 7 10
.............. LN U N UUUUTUUN. - SUUUNR ORI ORRRS. LSRR
(M.MUCO 1 ... 0 e 3 e e 3 e 3 e
2 0 1 3 9 12
.............. N t U A SEUNU S S, CON RO UURS. LA
[GLAN.INT:1 | LR LA S e 3 el 0 ..
2 0 1 5 12 15
.............. SN - SR UUUNE: JUUSNR - SUVUUUUNRR AOOUUUUU. LA
[VELLOSL t | S S e N 2 e 0 .
2 0 1 7 13 15

Apreciamos una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 93,33% a las 6 horas y al 80% a las 12 horas, bajando al 40% a
las 18 horas y ciuedando un 20% de las muestra en condiciones de viabilidad a las 24
horas.

En las tres paginas siguientes se pueden observar estos resultados en gréficos
numerados del 13 al 18 referidos al segmento ileal, las diversas capas y su afectacion
segun las diferentes soluciones de preservacion, Ringer Lactato, Collins y Belzer a lo

largo de 24 horas.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

A continuaci6n se exponen los resultados obtenidos, de acuerdo a la capacidad
de recuperacién morfolégica y funcional de las distintas capas de los diferentes
segmentos (184) en dos grupos reuniendo a los grupos 0 y 1 de las tablas anteriores en el
grupo 1, que son las muestras que tienen elevadas posibilidades de recuperacion tras su
reimplante y el grupo 2, que debido a las alteraciones sufridas en su estructura han

sufrido graves dafios y son de dificil recuperacion.

SOLUCION DE RINGER LACTATO DUODENO

MEXTER 1 15 5 127 _________________ '
2 0 0 3 8 11

M.INTER 1158 R o o
2 0 7 12 15 15

SUBMUC 1 15 6 3 o o
a0 9 12 15 15

M.MUCO 1 155 2 0o o
2 0 10 13 15 15

GLANINT 1 15 G o o o
2 0 11 15 15 15

VELLOSL 1+ 15 3 o o o
2 0 12 15 15 15

Se observa una viabilidad del injerto en un 93,33% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 33,33% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo
viabilidad a partir de las 18 horas.
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Resultados

SOLUCION DE RINGER LACTATO.- YEYUNO

2 horas: - 6horas 12 horas -~ 18horas:: ' 24 horas .
[MEXTER 1+ 15 ] 1S LS S 8 3 .
2 0 0 4 7 12
M INTER + 15 & ] 3 e O ! O .
2 0 7 12 15 15
SUBMUC + 15 8 L R O ! O s
2 0 7 12 15 15
MMUCO « 15 8 2 O ! O .
2 0 7 13 15 15
[GLANINT 1+ 15 . 4] O . O 0 .
2 0 11 15 15 15
[VELLOSL 1 15 .. 3 O O ! O .
2 0 12 15 15 15

Se observa una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos horas,
disminuyendo al 53,33% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo viabilidad
a partir de las 18 horas.

SOLUCION DE RINGER LACTATO - ILEON 3

M INTER 1 13 10 4 e 2 e, L
: 0 5 11 13 14
SUBMUC « 1 e D 3 b0
: 0 8 12 14 i5
IMMUCO + 15 .. T 2 e 0 ! L.
2 0 9 13 15 15
GLANINT 1 15 e A e O e O e 9
2 0 11 5 15 i5
 VELLOSL « 15 .. S 0 . O ! L
: 0 i 15 5 is




Medios de preservacion en ¢l transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

Se objetiva una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 40% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo

viabilidad a partir de las 18 horas.

SOLUCION DE COLLINS DUODENO

M. INTER 15 . 1S “ oz 12 .
2 0 0 1 3 3

SUBMUC '« 15 ] 1S L . SR 1
2 0 0 2

MMUCO « 15 1S 2 e 0 .
2 0 0 3 5 5

[GLANNT 1+ 15 . LS e, 13 S S ! D
2 4] 0 6 6

[VELLOSL 1 15 ... 4 o S e, T e
2 0 1 5 6 8

Se refleja una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las seis horas,
disminuyendo al 80% a las 12 horas y al 66,66% a partir de las 18 horas, no variando

posteriormente.



Resultados

SOLUCION DE COLLINS.- YEYUNO

' 2horas _ Ghoras 12 horas:  18horas = 24 horas
[M.EXTER 1 !.5. ................ S . S B 1
2 0 0 0 2 4
M. INTER 1 15 LS B 1.
2 0 0 2 4 4
SUBMUC 1 15 1S | X S 10
2 0 0 3 5
M.MUCO « 15 ] 1S 2 10 .
2 0 0 3 4 5
GLANINT 1 15 . oo e 6 ..
2 0 0 4 5 9
[VELLOSL. 1 15 . 4 M D ] 4,
2 0 1 5 6 11

Se aprecia una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las 6 horas,
disminuyendo al 80% a las 12 horas y al 73,33% a las 18 horas, quedando a las 24 horas
un 66,66% de los injertos viables.

ILEON

SOLUCION DE COLLINS

SUBMUC 1 15 ] 4 B A
2 % 1 2 6
IMMUCO 1 15 W, 20 (A
2 0 I 3 5 8
GLANINT 1 15 ] 4 L LA 2 e
2 0 1 5 8 i3
[VELLOST, 1 15 14 S JRUR 0 .
270 1 7 10 is |




Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

Se observa una viabilidad del injerto en un 93,33% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 33,33% a las 6 horas y al 13,33% a las 12 horas, no habiendo

viabilidad a partir de las 18 horas.

SOLUCION DE BELZER DUODENO

.. .- -2horas > 6Ghoras 24 horas
_ME?ST.E..R--_I_--..-}.% ................ L 2T, o SN < S 13 ...
2 0 0 1 2 2
(M. INTER 1 15 ] 1S 4 B 13 ...
2 0 0 1 2 2
SUBMUC 1 15 LS 12 1
2 0 0 3 3 4
MMUCO 1 15 ] 1S i, B .
2 0 0 2 6
(GLAN.INT 1 15 4 B 10 .
2 0 1 2 5 5
|VELLOSL 1 15 . 13 . L S S e |
2 0 2 10 14

Apreciamos una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las 6 horas,
disminuyendo al 86,66% a las 12 horas y al 73,33% a las 18 horas, para establecerse en

un 60% a las 24 horas del comienzo de la preservacion.
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Resultados

SOLUCION DE BELZER - YEYUNO

2 horas - 6horas - 12 horas. - 18 horas -~ - 24 horas:
MEXTER 1 15 15 4 1 2
2 0 0 1 3 3
MINTER 1 15 5 @ 10 0
2 0 0 1 5 5
SUBMUC 1 15 5 iz 10 0
2 0 0 3 5 5
M.MUCO 1 15 5 2 10 o
2 0 0 3 5 6
GLANINT 1__ 15 3 T 10 8
2 0 2 4 5 7
VELLOSL 1__ 15 B3 R 6 2
2 0 2 6 9 13

Se refleja una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las 6 horas,
disminuyendo al 80% a las 12 horas y al 66,66% a las 18 horas, quedando a partir de las
24 horas en un 60% de las muestras que son viables.

SOLUCION DE BELZER ILEON

M. INTER 1 15 .. LS e S | S A
2 70 0 i 5 7

SUBMUC 1 15 LS A S
20 0 i 7 i0

M MUCO 1 15 L 12 e S
2 0 1 3 9 i2

GLANINT 1 15 ... 4 e 10 e E SR L
270 1 5 12 i5

VELLOSL 1 15 ... 4 ] 8 e 2 ! 0 .
27770 1 7 13 15
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

Apreciamos una viabilidad del injerto en un 100% de las muestras a las dos
horas, disminuyendo al 93,33% a las 6 horas y al 80% a las 12 horas, bajando al 40% a
las 18 horas y quedando un 20% de las muestra en condiciones de viabilidad a las 24

horas.

Se muestran los resultados obtenidos globalmente en toda la porcion intestinal,
sin tener en cuenta los diversos segmentos, lo cual nos da una visién conjunta del

intestino delgado.

SOLUCION DE RINGER LACTATO INTESTINO DELGADO

M. INTER 1 45 .26 10 . 2 LS
20 19 35 43 44

SUBMUC 1 45 .21 ! Y s D0
2 0 24 36 44 45

M MUCO 1 45 . 1S ] G O 0
270 26 39 45 45

[GLANINT 1 45 12 ] O 0
2 0 33 45 45 45

[VELLOSL. 1 45 ... 0 O O 0
270 40 45 45 45
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Resultados

SOLUCION DE COLLINS.- INTESTINO DELGADO

~2horas - 6horas - . 12horas’ ~ 18horas - 24 horas -

.M-.]T:?(__TER-..I ....... ‘.*.5.---..-----_----f4.§ ................ A 3 37 .
2 0 0 1 6 8

(M. INTER 1 45 4 Al 34 32 ..
2 0 0 4 11 13

SUBMUC 1 45 4 . 38 . 33 30 ..
2 0 1 7 12 15

M.MUCO 1 45 % 36 32 27 .
2 0 1 9 13 18

GLANINT 1 45 44 . 32 26 17 .
2 0 1 13 19 28

| VELLOSL. 1 45 42 . 2 23 . 1.
2 0 3 17 22 34

SUBMUC 1 45 85 38 . 30 27
2 70 0 7 15 i8
MMUCO 1 45 .8 .. L 27 e 2l
2 o 1 8 8 24
GLANINT 1 45 A 3 e 23 e 18
2 7o 4 11 22 27
[VELLOSL 1 45 o 20 . 2 L e S
277770 5 17 32 42

Por ultimo, se presentan los resultados obtenidos por segmentos y capas
intestinales a las 24 horas de preservacion y expresada la viabilidad de las muestras en
tanto por ciento.

-106-




Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado

Resultados

Estudio experimental en la rata.
-DUODENO-
MUSCULAR EXTERNA

Solucién Total -1- -2- % -1-
[RINGER LACT. @ 15 i A b1 2667
|COLLINS i 15 i 13 i 218667
BELZER 15 13 2 86,67

MUSCULAR INTERNA

Solucion Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. : 15 4.0 i 15 i 000
[COLLINS & 15 o io12 &3 i 8000
BELZER 15 13 2 : 86,67

SUBMUCOSA

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. i 15 o0 i 15 i 0,00
COLLINS & 15 & 1§ S S S 73,33
BELZER 15 11 : 4 73,33

MUSCU. MUCOSAE

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. : 15 i 0 15 000
COLLINS i 15 i.10 S ] 66,67 .
BELZER 15 9 6 60,00

GLANDULA INTEST.

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. : 15 i 0 15 ...000
[COLLINS i S S 6 60,00 .
BELZER 15 10 5 66,67

VELLOSIDADES

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. @ 15 4.0 15 000
COLLINS i .. . R 8 46,67
BELZER 15 1 14 6,67
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Resultados

-YEYUNO-
MUSCULAR EXTERNA

Solucion Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. | 15 i3 i 12 i 2000
(COLLINS & . TN SUUE | SN 4 171333

BELZER 15 12 3 ¢ 80,00
MUSCULAR INTERNA

Solucion Total -1- -2- % -1-
| RINGERLACT.  : 15 .0 i . 15 .5...000
COLLINS i 15 i1 i 407333

BELZER HIRE 10 1 5 V66,67
SUBMUCOSA

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. i 15 4.0 i 15 i 000
[COLLINS i . 15 .10+ 5.5 6667

BELZER 15 10 5 66,67
MUSCU. MUCOSAE

Solucion Total -1- -2- % -1-
|[RINGERLACT. i 5 4.0 i 15 i 000
[COLLINS & 15 i1 i 5 .1..6667

BELZER 15 9 6 : 60,00
GLANDULA INTEST.

Solucion Total -1- -2- % -1-
[RINGERLACT.  : . 15 4 0 i 15 i 000
(COLLINS i . 15 46 i 9 b 40,00

BELZER 15 8 7 53,33
VELLOSIDADES

Solucién Total -1- -2- % -1-
([RINGERLACT. . 15 4.0 i 15 i 000
[COLLINS i 15 44 i A1 26,67 .

BELZER 15 2 113 13,33
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Medios de preservacion en ¢l transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

-ILEON-
MUSCULAR EXTERNA

Solucion Total -1- -2 % -1-
RINGERLACT. i 15 & 3 i 12 i 2000
COLLINS ... 15 i B i 2 86,67 ..

BELZER P15 b 120 3 i 80,00

MUSCULAR INTERNA

Solucion Total -1- -2~ % -1-
[RINGERLACT. & 15 i 1 & 14 ' 667
COLLINS . TN I S 6 .....i..6000

BELZER § 15 i g8 7 t 53,33

SUBMUCOSA

Solucién Total -1- -2~ % -1-
[RINGERLACT. i 15 ¢ O i 15 i 000
[COLLINS s i 9 P 6 i 6000

BELZER Vs T s Y0 T 33,33

MUSCU. MUCOSAE

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. i 15 i 0 i 15 i 000
COLLINS LS T8 4667

BELZER 5 15 i3 1 12 i 20,00

GLANDULA INTEST.

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. i 15 & 0 i 15 ' 000
(COLLINS . L L o213 b 1333

BELZER i 15 0 ¢ 15 1 0,00

VELLOSIDADES

Solucién Total -1- -2- % -1-
RINGERLACT. i 15 b0 b1 000
|COLLINS LS b0 i 15 000

BELZER VST T 0 YIS T 0,00
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2.- Analisis estadistico bivariante.-

- PRESERVACION SEGUN SOLUCION UTILIZADA -

Resultados

Analisis de supervivencia para TIEMPO

Factor GRUPO = RINGER LACTATO
Tiempo supervivencia

Media: 11

Mediana 6

95% Intervalo confianza

( 10;

12 )

Analisis de supervivencia para TIEMPO
Factor GRUPO = COLLINS
Tiempo supervivencia

Media: 21
Mediana:

95% Intervalo confianza

( 20;

21 )

Analisis de supervivencia para TIEMPO
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia

95% Intervalo confianza

Media: 20 ( 20; 21 )
Mediana:
Andlisis de supervivencia para TIEMPO

Total Ne° %

Inviables Viables Viables

GRUPO RINGER 270 11 4,07
GRUPO COLLINS 270 154 57,04
GRUPO BELZER 270 136 50,37
Total 810 301 37,16

Tests estadisticos para igualdad de las distribuciones de supervivencia para GRUPO

Estadistico
Log Rank 407,36
Breslow 417,08
Tarone-Ware 416,05

[SO I NS I V]

p
,0000

,0000
,0000

Existe diferencia significativa entre la distribucién del tiempo de preservacion

segun las soluciones empleadas, como se observa a partir de los intervalos de confianza

de las distribuciones, siendo la solucion de Ringer Lactato la que menos tiempo protege

el injerto con una significacién de p < 0,0001.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

- PRESERVACION SEGUN SEGMENTO INTESTINAL -

Anélisis de supervivencia para TIEMPO

Factor SEGMENTO = DUODENO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 18 ‘ ( 17, 19 )
Mediana: 18 ( )

Anélisis de supervivencia para TIEMPO

Factor SEGMENTO = YEYUNO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 17 ( 17; 18 )
Mediana: 18 ( 15; 21 )

Analisis de supervivencia para TITEMPO

Factor SEGMENTO = ILEON

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 17 ( 16; 18 )
Mediana: 18 ( 16, 20 )

Anaélisis de supervivencia para TIEMPO

Total Ne N° %
Inviables Viables Viables
SEGMENTO DUODENO 270 147 123 45,56
SEGMENTO YEYUNO 270 164 106 39,26
SEGMENTO ILEON 270 198 72 26,67
Total 810 509 301 37,16

Tests estadisticos para igualdad de las distribuciones de supervivencia para SEGMENTO

Estadistico GL p
Log Rank 13,58 2 ,0011
Breslow 6,93 2 ,0313
Tarone-Ware 9,88 2 ,0072

El porcentaje de muestras viables tras su preservacion es menor en ileon,

aunque los intervalos de confianza de los tiempos son muy semejantes.
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Resultados

- PRESERVACION SEGUN CAPA DEL INTESTINO DELGADO -

Analisis de supervivencia para TIEMPO
Factor CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Tiempo supervivencia

Media: 22
Mediana;:

95% Intervalo confianza
( 21, 22 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO
Factor CAPA = MUSCULAR INTERNA
Tiempo supervivencia

Media; 18
Mediana; 24

95% Intervalo confianza
( 17, 19 )
( )

Analisis de supervivencia para TITEMPO
Factor CAPA = SUBMUCOSA

Tiempo supervivencia
Media: 18
Mediana: 18

95% Intervalo confianza
( 16; 19 )
( 13; 23 )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO
Factor CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Tiempo supervivencia

Media: 17
Mediana: 18

95% Intervalo confianza
( 16; 18 )
( 15; 21 )

Analisis de supervivencia para TIEMPO
Factor CAPA = GLANDULA INTESTINAL

Tiempo supervivencia
Media: 15
Mediana: 12

95% Intervalo confianza
( 14, 17 )
( 9 15 )
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Analisis de supervivencia para TIEMPO
Factor CAPA = VELLOSIDADES
Tiempo supervivencia

Media: 14
Mediana: 12

95% Intervalo confianza
( 13; 15 )
( 10, 14 )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

Total
CAPA MUSCULAR EXTERNA 135
CAPA MUSCULAR INTERNA 135
CAPA SUBMUCOSA 135
CAPA MUSCU. MUCOSAE 135
CAPA GLANDULA INTEST. 135
CAPA VELLOSIDADES 135

Total 810

Ne Ne %
Inviables Viables Viables
51 84 62,22
71 64 47,41
79 56 41,48
87 48 35,56
100 © 35 25,93
121 14 10,37
509 301 37,16

Tests estadisticos para igualdad de las distribuciones de supervivencia para capa

Estadistico p
Log Rank 106,71 ,0000
Breslow 104,26 ,0000
Tarone-Ware 106,23 ,0000

Existe una relacion significativa entre la supervivencia del injerto y la

profundidad de la capa de forma que, cuanto mds cercana a la luz intestinal es la capa

aumenta el grado de inviabilidad y disminuye el tiempo de preservacion efectiva.
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3.- Analisis estadistico multivariente.-

ESTUDIO POR GRUPO Y CAPA

Resultados

SEGMENTO: DUODENO

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 20
Mediana: 18

95% Intervalo confianza
( 17; 22 )
( 12, 24 )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 23
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 22; 24 )
( )

Andlisis de supervivencia para TITEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 23
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 21; 24 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 10
Mediana: 12

95% Intervalo confianza
( 8; 13 )
( )
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Anélisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 21; 24 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 23
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 21; 24 )
( )

Anélisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPQO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 10
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 7, 12 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 19, 24 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza

 ( 19, 24 )

( )
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Resultados

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 9
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 7, 11 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia

95% Intervalo confianza

Media: 21 ( 18; 23 )
Mediana: ( )
Anadlisis de supervivencia para TIEMPO
CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 22 ( 19; 24 )
Mediana: ( )

Anélisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 8
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 6; 9 )
( )

Anédlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 20
Mediana:

95% Intervalo confianza

. ( 17, 23 )

( )
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Analisis de supervivencia para TITEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 21
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 19; 23 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 7
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 6; 8 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 19
Mediana: 24

95% Intervalo cbnﬁanza
( 16; 23 )
( )

Anélisis de supervivencia para TITEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 18
Mediana: 18

95% Intervalo confianza
( 14; 21 )

( 14, 22 )
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Resultados

Anélisis de supervivencia para TIEMPO -DUODENO-
Total N° N° %
Inviables Viables Viables
CAPA MUSCULAR EXTERNA 45 15 30 66,67
GRUPO RINGERLACT. 15 11 4 26,67
GRUPO COLLINS 15 2 13 86,67
GRUPO BELZER 15 2 13 86,67
CAPA MUSCULAR INTERNA 45 20 25 55,56
GRUPO RINGERLACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 3 12 80,00
GRUPO BELZER 15 2 13 86,67
CAPA SUBMUCOSA 45 23 22 48,89
GRUPO RINGER LACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 4 11 73,33
GRUPO BELZER 15 4 11 73,33
CAPA MUSCU. MUCOSAE 45 26 19 42,22
GRUPO RINGERLACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 5 10 66,67
GRUPO BELZER 15 6 9 60,00
CAPA GLANDULA INTEST. 45 26 19 42,22
GRUPO RINGERLACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 6 9 60,00
GRUPO BELZER 15 5 10 66,67
CAPA VELLOSIDADES 45 37 8 17,78
GRUPO RINGER LACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 8 7 46,67
GRUPO BELZER 15 14 1 6,67
Total 270 147 123 45,46
Estadistico Log Rank y (p ) R
Para CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 10,80 (0,0010)
BELZER 9,94 (0,0016) 0,00 (0,9576)

-118-



Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

Estadistico Log Rank y (p )
Para CAPA = MUSCULAR INTERNA

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 24,38 (0,0000)
BELZER 26,04 (0,0000) 0,21 (0,6449)

Estadistico Log Rank y (p )
Para CAPA = SUBMUCOSA

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 22,02 (0,0000)
BELZER 22,64 (0,0000) 0,00 (0,9892)

Estadistico Log Rank y (p )
Para CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 21,46 (0,0000)
BELZER 23,88 (0,0000) 0,06 (0,8110)

Estadistico Log Rank y (p )
Para CAPA = GLANDULA INTESTINAL

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 23,37 (0,0000)
BELZER 26,90 (0,0000) 0,22 (0,6380)
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Resultados

Estadistico Log Rank y (p )
Para CAPA = VELLOSIDADES

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 20,77 (0,0000)
BELZER 20,03 (0,0000) 3,63 (0,0566)

Estos resultados se reflejan en los siguientes graficos, del 19 al 24, en el que se
expresa la viabilidad de las diferentes capas del duodeno segin las diferentes soluciones

de preservacion, Ringer Lactato, Collins y Belzer.
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado

Estudio experimental en la rata.

Soluciones
== RINGER LACTATO

Grafico 19

DUODENO

Gréfico 20



Graéfico 22




Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Solucione
m RINGER LACTATO

Grafico 23

LLOSIDADES

Soluciones
= RINGER LACTATO

Gréfico 24 ~ 123



Resultados

ESTUDIO POR GRUPO Y CAPA SEGMENTO:YEYUNO

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 20 ( 17, 22 )
Mediana: 24 ( 19; 29 )

Anadlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 23 ( 22; 24 )
Mediana: ( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 22 ( 21; 24 )
Mediana: ( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 10 - 8 13 )
Mediana: 12 ( )
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 19; 24 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 20; 23 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 10
Mediana: 12

95% Intervalo confianza
( 8; 13 )
( v )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 21
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 18; 24 )
( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 21
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 18, 23 )
( )
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Resultados

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 10 ( 8; 12 )
Mediana: 12 ( )

Analisis de supervivencia para ‘TIEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 22 ( 19; 24 )
Mediana: ( )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 21 ( 18; 23 )
Mediana: ( : )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 8 ( 6 9 )
- Mediana: 6 ( )

Anaélisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza
Media: 20 ( 18; 23 )
Mediana: 24 ( 18; 30 )
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 20
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 16, 23 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 7
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 6; 8 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 19
Mediana: 24

95% Intervalo confianza
( 16 23 )
( 20, 28 )

Anélisis de supervivencia para TITEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 17

...............................................................

95% Intervalo confianza
( 14, 21 )

.................................................
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Resultados

Analisis de supervivencia para TIEMPO

Total

45
15
15
15

45
15
15
15

45
15
15
15

45
15
15
15

45
15
15
15

45

15

15
15

-YEYUNO-
NO
Inviables

19
12

39
15
11
13

CAPA MUSCULAR EXTERNA
GRUPO RINGER LACT.
GRUPO COLLINS
GRUPO BELZER

CAPA MUSCULAR INTERNA
GRUPO RINGER LACT.
GRUPO COLLINS.
GRUPO BELZER

CAPA SUBMUCOSA
GRUPO RINGER LACT.
GRUPO COLLINS
GRUPO BELZER

CAPA MUSCU. MUCOSAE
GRUPO RINGER LACT.
GRUPO COLLINS
GRUPO BELZER

CAPA GLANDULA INTEST.
GRUPO RINGER LACT.
GRUPO COLLINS
GRUPO BELZER

CAPA VELLOSIDADES
GRUPO RINGER LACT.
GRUPO COLLINS
GRUPO BELZER

Total

Estadistico Log Rank y (p )

CAPA = MUSCULAR EXTERNA

Factor RINGER LACTATO

COLLINS

BELZER

1,00
8,85 (0,0029)

9,20 (0,0024)

Ne %
Viables Viables
26 57,78
3 20,00
11 73,33
12 80,00
21 46,67
0 0,00
11 73,33
10 66,67
20 44,44
0 0,00
10 66,67
10 66,67
19 42,22
0 0,00
10 66,67
9 60,00
14 31,11
0 0,00
6 40,00
8 53,33
6 13,33
0 0,00
4 26,67
2 13,33
106 39,26
0,09 (0,7587)

-128-



Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata.

Estadistico Log Rank y (p )

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 21,30 (0,0000)

BELZER 21,74 (0,0000) 0,08 (0,7783)

Estadistico Log Rank y (p )

CAPA = SUBMUCOSA
Factor RINGER LACTATO 1,00

COLLINS 20,04 (0,0000)

BELZER 18,63 (0,0000) 0,00 (0,9871)
Estadistico Log Ranky () 7
CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor RINGER LACTATO 1,00

COLLINS 22,43 (0,0000)

BELZER 19,85 (0,0000) 0,17 (0,6808)

Estadistico Log Rank y (p )
CAPA = GLANDULA INTESTINAL

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 23,37 (0,0000)
BELZER 18,98 (0,0000) 0,19 (0,6644)
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Resultados

Estadistico Log Rank y (p )
CAPA = VELLOSIDADES
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 20,77 (0,0000)
BELZER 17,40 (0,0000) 1,18 (0,2764)

Estos resultados se reflejan en los siguientes gréficos, del 25 al 30, en el que se
expresa la viabilidad de las diferentes capas del yeyuno segin las diferentes soluciones de

preservacion, Ringer Lactato, Collins y Belzer.
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ESTUDIO POR GRUPO Y CAPA

Resultados

SEGMENTO: ILEON

Analisis de supervivencia para TITEMPO
CAPA = MUSCULAR EXTERNA

Factor GRUPO = RINGER LACTATO
Tiempo supervivencia

Media: 19
Mediana: 24

95% Intervalo confianza
( 16; 22 )
( 18; 30 )

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 23
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 21; 24 )
( )

Anélisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 21, 24 )
( )

Anadlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 12
Mediana: 12

- 95% Intervalo confianza

( 9; 16 )
( 9 15 )
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Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Andlisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 22
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 20, 24 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia

95% Intervalo confianza

Media: 22 ( 20; 24 )
Mediana: ( )
Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA

Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza

Media: 10 ( 7; 13 )
Mediana: 6 ( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 21
Mediana:

95% Intervalo confianza
( 18, 24 )
( )
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Resultados

Analisis de supefvivencia para TIEMPO

CAPA = SUBMUCOSA
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 21
Mediana: 24

95% Intervalo confianza
( 19; 23 )
( 19; 29 )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 9
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 7, 11 )
( )

Analisis de supervivencia para TIEMPO

' CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 20
Mediana: 24

95% Intervalo confianza
( 17, 23 )
( )

Andlisis de supervivencia para TTEMPO

CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 19
Mediana: 18

95% Intervalo confianza
( 16; 22 )

. ( 14, 22 )
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Medios de preservacién en el transplante de intestino delgado
Estudio experimental en la rata.

Resultados

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia

95% Intervalo confianza

Media: 8 ( 6; 9 )
Mediana: 6 ( )
Analisis de supervivencia para TIEMPO
CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia 95% Intervalo confianza

Media: 18
Mediana: 18

( 15; 22 )
( 12; 24 )

Andlisis de supervivencia para TITEMPO

CAPA = GLANDULA INTESTINAL
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 17
Mediana: 18

95% Intervalo confianza
( 14; 19 )
( 15, 21 )

Anadlisis de supervivencia para TITEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPQO = RINGER LACTATO

Tiempo supervivencia
Media: 8
Mediana: 6

95% Intervalo confianza
( 6; 9 )
( )
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Resuitados

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = COLLINS

Tiempo supervivencia
Media: 17
Mediana: 18

95% Intervalo confianza

(
(

14;
13;

20
23

)
)

Analisis de supervivencia para TIEMPO

CAPA = VELLOSIDADES
Factor GRUPO = BELZER

Tiempo supervivencia
Media: 16
Mediana: 18

95% Intervalo confianza

(
(

13;
15;

18
21

)
)
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Medios de preservacion en ¢l transplante de intestino delgado Resultados
Estudio experimental en la rata,

Analisis de supervivencia para TIEMPO -ILEON-
Total N° N° %
Inviables Viables Viables
CAPA MUSCULAR EXTERNA 45 17 28 62,22
GRUPO RINGER LACT. 15 12 3 20,00
GRUPO COLLINS 15 2 13 86,67
GRUPO BELZER 15 3 12 80,00
CAPA MUSCULAR INTERNA 45 27 18 40,00
GRUPO RINGERLACT. 15 14 1 6.67
GRUPO COLLINS 15 6 9 60,00
GRUPO BELZER 15 7 8 53,33
CAPA SUBMUCOSA 45 31 14 31,11
GRUPO RINGER LACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 6 9 - 60,00
GRUPO BELZER 15 10 5 33,33
CAPA MUSCU. MUCOSAE 45 35 10 22,22
GRUPO RINGER LACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 8 7 46,67
GRUPO BELZER 15 12 3 20,00
CAPA GLANDULA INTEST. 45 43 2 4,44
GRUPO RINGER LACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 13 2 13,33
GRUPO BELZER 15 15 0 0,00
CAPA VELLOSIDADES 45 45 0 0,00
GRUPO RINGER LACT. 15 15 0 0,00
GRUPO COLLINS 15 15 0 0,00
GRUPO BELZER 15 15 0 0,00
Total 270 198 72 26,67
Estadistico Loé .Rank vp) T
CAPA = MUSCULAR EXTERNA
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 11,71 (0,0006)
BELZER 8,99 (0,0027) 0,21 (0,6449)

................................................................................................................

-~
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Resultados

Estadistico Log Rank y (p )

CAPA = MUSCULAR INTERNA
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 15,28 (0,0001)
BELZER 13,83 (0,0002) 0,13 (0,7168)

................................................................................................................

Estadistico Log Rank y (p )

CAPA = SUBMUCOSA
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 19,22 (0,0000)
BELZER 17,31 (0,0000) 1,56 (0,2118)

................................................................................................................

Estadistico Log Rank y (p )
CAPA = MUSCULARIS MUCOSAE

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 19,21 (0,0000)
BELZER 16,04 (0,0001) 2,04 (0,1528)

................................................................................................................

Estadistico Log Rank y (p )
CAPA = GLANDULA INTESTINAL

Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 19,50 (0,0000)
BELZER 19,50 (0,0000) 1,85 (0,1737)

................................................................................................................
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Estadistico Log Rank y (p)
CAPA = VELLOSIDADES
Factor RINGER LACTATO 1,00
COLLINS 17,17 (0,0000)
BELZER 17,17 (0,0000) 0,68 (0,4097)

Estos resultados se reflejan en los siguientes graficos, del 32 al 38, en el que se
expresa la viabilidad de las diferentes capas del ileon segun las diferentes soluciones de

preservacion, Ringer Lactato, Collins y Belzer.

Las soluciones de Collins y de Belzer/UW son significativamente superiores, en
cuanto a su capacidad para preservar el injerto, respecto a la solucion de Ringer Lactato
comparadas, siempre, para igual segmento y capa.

Son equivalentes entre si las de Collins y Belzer no encontrandose diferencia

estadistica entre las mismas.
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Discusion
DISCUSION

El‘ modelo experimental para el transplante experimental establecido
por Monchick y Russel (6) en 1971 sigue vigente hoy en dia si bien existen
modificaciones técnicas que favorecen la extraccion y posterior transplante,
algunas como la de Sonnino (211) con anastdmosis de la arteria mesentérica
superior y vena mesentérica superior a la aorta y vena cava del receptor y
otras como la de Pérez Ruiz, Marco y Xam-mar (50) en que anastomosa la
vena porta a la vena renal derecha, con una anastomosis término-terminal
mas facil que la término-lateral que es la porto-cava; no hay afectacion de la
funcién renal como demuestra en el citado trabajo y el de Marni y
Ferrero(50, 215), asi como también lo demuestran otras experiencias como
la de Stoney (216) en que también liga la vena renal para realizar un shunt
reno-esplénico para descomprimir la vena porta en el control de las

hemorragias por varices esofagicas en la practica clinica.

Estamos de acuerdo con Pegg (172) en que todos los métodos
efectivos de preservacion de Organos para transplante requieren una
disminucién de temperatura como principal elemento protector del 6rgano a
transplantar. Esto se consigue manteniendo las soluciones de preservacién a
4° C y una vez en el quir6fano se mantiene esta temperatura introduciendo el
recipiente con el injerto en otro recipiente de mayor volumen con hielo

picado y después se introduce en un recipiente isotérmico y asi poder
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realizar el traslado en condiciones hipotérmicas adecuadas hasta poder

depositar el injerto en un frigorifico o realizar el transplante.

Es necesario perfundir como dice Toledo-Pereyra (187), ya qué si
no se realiza se produce necrosis hemorragica. Los mecanismos de perfusion
pueden ser pulsatiles (217) o no pulsatiles que son los mas habituales ( 16,
17, 18, 19). Es conveniente perfundir pues con las soluciones de
preservacion logramos prolongar el periodo de isquemia fria (229) sin
alteraciones del injerto. Es importante, también, la heparinizacién para asi
disminuir el riesgo de trombosis en el transplante posterior (229). Aunque
algunos autores realizan perfusion con oxigeno (177, 202), su uso no se ha
generalizado por no obtener mejores resultados de forma concluyente. Al
igual que otros autores (206, 208), nosotros hacemos la perfusion por
elevacién del sistema a 100 cm. por encima del plano vascular hasta
comprobar por visualizacién directa de la transparencia de la vena porta que
el efluente es totalmente claro sin restos de sangre, lo que se consigue en un

plazo de pocos minutos.

Las soluciones de preservacion mas utilizadas son las que han sido
objeto de este estudio, Ringer Lactato, Collins y Belzer o Wisconsin, si bien
hay autores como Grant (34) que emplean como solucién de preservacion
una asociacion de manitol al 2,1 % y cloruro sédico al 0,9 % para perfusion
y preservacion del transplante conjunto de intestino delgado e higado.

También se ha experimentado afiadir sustancias a estas soluciones con el fin
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de aumentar su eficacia para favorecer la conservacion y evitar el rechazo.
Entre otras se ha probado clorpromazina (25, 27, 43, 45, 186, 187, 188),
dimetilsulfoxido (219), metilprednisolona (185, 188, 189), globulina
antilinfocitica (188), polietilenglicol (220) etc. siendo los resultados poco
brillantes (170), no quedando ninguna de las sustancia probadas aceptada
generalmente por el resto de la comunidad cientifica y no se utilizan de

forma sistematica.

Es por ello que en este trabajo se han realizado las preservaciones
con las soluciones conocidas de Ringer, Collins y Belzer sin ninguna

sustancia mas al no estar consolidada hoy en dia su utilidad efectiva.

La mayor parte de las referencias bibliograficas existentes sobre
preservacion de Organos para transplante hacen referencia a odrganos
diferentes al intestino delgado y son el rifidn, corazdn, higado, pancreas y
pulmén, con las que se han realizado las diversas experiencias con las
diferentes soluciones desde un primer momento. Asi, la solucién de Collins
(178) fue utilizada en 1968 en rifién y la de Belzer (173) fue utilizada en

1986 en pancreas.

La preservacion de intestino delgado, y su transplante, si bien es una
linea de investigacion actual, no ha adquirido el nivel desarrollado para otros
6rganos debido principalmente a su complejidad desde el punto de vista
inmunégeno. La aparicion de sustancias como el tacrolimus (16, 17, 18,19),

con muy buenos resultados en estudios comparativos con la Cyclosporina A,
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(19), impulsard el resto de investigaciones con modificaciones y soluciones

tanto técnicas como de preservacion.

En la practica habitual no pasan méas de 6 - 7 horas desde la

extraccion del transplante hasta su nueva colocacion.

Grant y col (19) en una serie de 16 transplantes humanos la media

del tiempo de preservacion fue de 3,4 h. variando de 27’ a 6 h. 50°.

El grupo de Pittsburg (42) obtiene una media de 6 a 8h en su serie
siendo procesos breves relativamente ya que la mayoria de transplantes de
intestino delgado en el humano se realizan en el mismo hospital en que se
realiza la extraccion por lo que el tiempo de preservacion es relativamente

corto.

Otro tema controvertido es el lavado de la luz intestinal existiendo
disparidad de criterios, la mayoria de autores lo utilizan, pero algunos como
Robinson (202), Frezza (43), Starzl (221), Schraut (222) no lo realizan
sistematicamente ya que alguna experiencia, como la de Jamieson(218) no
ha mostrado ninguna ventaja con el mismo. Todo y Furukawa (16) no
realizan limpieza con ningun liquido si el transplante es solo de intestino
delgado pero, si incluye también colon irrigan la luz intestinal con Ringer

Lactato frio conteniendo anfotericina B, aminoglucdsidos y polymysina E.

Pensamos que es correcto realizar la limpieza de la luz intestinal ya

que no hay estudios definitivos sobre este tema y la no contaminacion de los

-
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liquidos de perfusién que refieren estos autores sin hacer limpieza de la luz

intestinal es, en principio, dudosa.

En este estudio se ha obtenido una diferencia significativa entre la
solucion de Ringer y las de Collins y Beltzer por un lado, y por otro, se
constata significativamente que el intestino conservado con la solucion de
Ringer pierde su eficacia en el periodo de tiempo de 2 a 6 horas. Esto se
opone a autores como Grant (146), que en cerdos, y, Dilliz-Pérez (151) y
Toledo-Pereyra (217) en perros, utilizan Ringer Lactato como solucién de
preservacion durante mas de 6 horas y perfusion pulsatil con buenos

resultados.

De acuerdo con nuestros resultados, Starzl (34) y Grant (35) al
utilizar también Ringer Lactato en transplantes multiorgdnicos, obtuvieron
resultados en este estudio que hacen recomendable no utilizar esta solucién
en preservaciones de mas de 2 horas estando de acuerdo con Toledo-Pereyra
(217) que en trabajos mas recientes no aconsejan una preservacion mayor de

6 horas con esta solucion.

Luther (223), en 1990, presenta mejores resultados en un estudio
comparativo entre las soluciones de Ringer Lactato y Collins, realizado en
perros y ratas con una preservacion de 6 horas. Obtiene mejores resultados
con Ringer Lactato, al que afiadié un cultivo de células de Parker, que con
el de Collins. Con esta dltima solucién encuentra necrosis de las

vellosidades, no especificando si es como resultado de la preservacion, por

-~
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problemas técnicos quirurgicos o problemas inmunoldgicos con rechazo o

reaccion de injerto contra huésped.

Rodriguez y Toledo-Pereyra (224), utilizan la solucién de Ringer
Lactato en preservacion de intestino delgado en la rata durante 24 h., en un
estudio comparativo con las soluciones de Collins y Belzer. Refiere obtener
un 80% supervivencias con la solucién de Ringer, un 46% con la solucién
de Collins y un 53% de Belzer, concluyendo en que ninguna solucion de

preservacion disponible ofrece resultados consistentes en la actualidad.

Frezza (43), utiliza en transplante humano solucién de Ringer o Collins,
indistintamente, para la perfusion del injerto por obtener mejores resultados
que con la solucién de Belzer. No realiza, al igual que nosotros perfusién
pulsatil ni limpia la luz intestinal basado en los resultados obtenidos por
Jamieson (218) en que no encuentra contaminaciéon del liquido de

preservacion.

Hoy dia es incuestionable la superioridad como liquidos de
preservacion de las soluciones de Collins y Belzer sobre la de Ringer lactato
de acuerdo con nuestros resultados, en que hemos obtenido una diferencia

estadisticamente significativa (p < 0,0001).

La solucién de Collins ha sido muy utilizada en preservacion de
organos como rifidon, pancreas, higado y corazén ( 6, 179, 201), y supuso un
enorme avance cualitativo su utilizacién a partir de 1969 (6).
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En preservacion de intestino delgado, Deltz (225), utilizé con éxito
la solucion de Collins en perfusion y limpieza de la luz intestinal con un

tiempo de isquemia de 1 h 15°.

Hemnandez (170) realiz6 en perros un estudio de viabilidad de
intestino con solucion de Collins al que afiade diversos farmacos vasoactivos
encontrando mayor Secrecidn intestinal, edema de la mucosa y
desprendimiento del epitelio de las vellosidades en el grupo al que afiadi6
farmacos vasodilatadores, glucagdn y nitroprusiato sédico, que con el grupo
al que afiadié drogas vasoconstrictoras, dopamina y vasopresina a la
solucién de Collins. Este estudio es importante por presentar un estudio
histoloégico comparativo en que se observan alteraciones similares a las
encontradas por nosotros y junto al de Sonnino (171), poder establecer unos
criterios histologicos para valorar la evolucion del injerto intestinal. Realiza
una valoracién histologica del intestino delgado por microscopio de luz y
establece 35 criterios y asigna el valor 0 cuando no hay fallos y 1 si hay
hallazgos anormales. La tabla de criterios se encuentra en el apartado 1.5 de

este trabajo.

Ploeg (226) realizd un estudio comparativo de la solucién de Collins
con la de Beltzer en rifiones, pancreas e higado de perro y concluye que con
que la solucién de Belzer es mas efectiva que la de Collins y que es una

solucidn efectiva para la preservacion de érganos intraabdominales.
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Ontell (227) en su estudio experimental en ratas sobre preservacion
de higado obtuvo mejores resultados con la solucion de Belzer que con la de
Collins ya que los higados preservados no aumentaron tanto de peso y
encontré un mejor funcionamiento hepatico con una mayor secrecion de

bilis.

Jamieson (218), en perros, utiliz6 la solucién de Belzer en la
preservacion de higado durante un tiempo de 24 a 48 horas, refiriendo haber
obtenido buenos resultados con esta solucién, no refiriendo ninguna

comparacion con otro medio.

Moer y Belzer en 1989 (21a), preservan higado, rifion y péncreas
con la solucién de Belzer aumentando el contenido de sodio y disminuyendo
el de potasio con lo que obtiene una disminucion de la lesion del endoltelio,
no provoca parada cardiorespiratoria principalmente en casos de
multitransplantes al disminuir la concentracién de potasio y no afecta la
elevada concentracion de K del receptor. La cantidad de sodio o potasio no
afecta a la preservacion pero si que puede interferir en el desarrollo posterior

de implantacion del injerto y fase posttransplante inmediata.

Momii y col (199) compararon las soluciones de Collins y de
Beltzer en el transplante de higado en la rata obteniendo mejores resultados
con la solucion de Belzer que con la de'Collins. Los parametros utilizados
fueron el peso del higado y el estudio de las alteraciones a nivel del

hepatocito. Comprobaron un mayor peso hepatico y mds alteraciones a nivel

-~
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del hepatocito en el grupo que habian realizado la preservacion con la

solucion de Collins.

En 1992 Reckendorfer (228), realizé un estudio comparativo en
intestino de’ rata en que la solucion de Collins era superior a la de Belzer en
preservaciones superiores a las 20 horas. Extraen 5 cm. de intestino delgado
del segmento ileal al lado de la vélvula ileocecal, los lavan, perfunden con
suero salino frio y los introducen en las soluciones de preservacion. Después
hacen la valoraciéon midiendo por cromatografia los niveles de fosfatos y
monitorizando también el lactato que es un factor mesurable de la glicolisis

anaerobia.

También en 1992, Schweizer (229) obtuvo mejores resultados con la
solucion de Belzer que con la de Collins en un estudio sobre transplante
intestinal en ratas Lewis con toma de muestras a los 30°, 5, 8 y 10 horas y
con diferentes soluciones: salina al 0,9%, Collins, Belzer y solucion de St
Thomas. Estudié 6 animales en cada grupo y realiz6 una evaluacion
microscopica sin definir los criterios. A los 30’ sobrevivian todos los grupos,
a las 5 horas solo los perfundidos con solucién salina y Belzer estaban sin
alteraciones al 100%, Collins en 68%, St Thomas en 33%. A las 8 horas solo
estaban en buenas condiciones el 50% del grupo de Belzer y de la solucién
salina y a las 10 horas sobrevivian el 50% de la solucion salina y el 16% del
grupo de Belzer. Encontré lesiones importantes a nivel del epitelio y

destruccion de la porcién apical de las vellosidades después de la

-~

-154-



Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Discusién
Estudio experimental en la rata.

revascularizacién quedando un edema a los 21 dias pero con una funcién
intestinal normal y piensa junto a Raju (192) que la preservaciéon de
intestino estd afectada por la gran sensibilidad a la isquemia pero, en
contrapartida existe una gran capacidad de regeneracion que lo hace
morfolégica y funcionalmente normal. Nuestros resultados favorecen a las
soluciones de Collins y de Belzer y muestra una peor preservacion el Ringer

Lactato.

Starzl (221), emple6 la solucion de Belzer para transplante intestinal
con preservaciones de una duraci6 mayor de 6 h., sin realizar lavado
intestinal al no tener ninguna ventaja segin sus experiencias. Obtiene
mejores resultados con la solucidn de Belzer frente a la de Collins y se basa
en supervivencia posttransplante. Nosotros hemos obtenido unos resultados
si no iguales, no significativos por lo que no se puede hacer conjeturas a

cerca del empleo de una u otra solucién

Itasaka (220) realiza un estudio comparativo entre la solucion de
Ringer Lactato y la solucién de Belzer a la que afiade polietilenglicol con
diferentes configuraciones moleculares. Obtiene mejores resultados con el
liquido de Belzer que con el Ringer y dentro del grupo de polietilenglicol
mas solucion de Belzer, mejores resultados con el polietilenglicol de mayor
peso molecular. El polietilenglicol no influye en la preservacion de
intestino, pero si que influye en la inmunogeneicidad del injerto al disminuir

ésta, ya que disminuye la incidencia del rechazo en el transplante

-
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experimental; probablemente sea por el elevado peso molecular del

polietilenglicol.

Asfar y cols(19) refieren 16 transplantes entre Febrero del 88 y
Mayo del 95 en el que solo utilizaron Ringer Lactato a temperatura ambiente
como medio de perfusion en la intervencion al transplantado, previamente
almacenado en Belzer a 4°C con una media de 3,4 h.,, de 27°’a 6 h. 50’ y la
isquemia caliente fue de 44’ de 30 a 60’ . Aunque todos los injertos
presentaron normalmente criterios de viabilidad los que se trataron con

ciclosporina A, murieron y los que se trataron con FK-506 sobrevivieron.

De Oca (230) y cols publican un estudio basado en la traslocacion
bacteriana y compara Ringer con Belzer sin obtener diferencias si bien los

periodos de isquemia fueron cortos, de 40°.

Los estudios realizados sobre alteraciones histologicas en el
transplante de intestino delgado son escasos (171, 229). La capacidad de
restablecimiento funcional es notoria, una vez restablecidas las lesiones
histicas, por la gran capacidad de regeneracion que tiene el intestino delgado
(192). Guttman en 1966, (184), después de congelar intestino delgado

comprobd la capacidad de regeneracion que tiene este organo.

En el estudio comparativo realizado en nuestro trabajo no se ha
encontrado una diferencia estadistica significativa entre los resultados

obtenidos con las soluciones de Collins y de Belzer. Solo hemos hallado una

-156-



Medios de preservacion en el transplante de intestino delgado Discusién
Estudio experimental en la rata.

pequeiia diferencia, no significativa, en las muestras obtenidas de ileon en
que se aprecian mas alteraciones con la solucién de Belzer que con la de
Collins. Los intervalos de confianza son muy semejantes y a pesar de no ser
significativa esta diferencia, mereceria un estudio posterior y comprobar si

se corrobora o ha sido un hallazgo ocasional.

Hemos encontrado, con una diferencia significativa p < 0,001, una
mayor afectacion a nivel de la mucosa y posteriormente hacia capas mas
externas hasta la muscular en relacién con el tiempo de preservaciéon. A
mayor tiempo transcurrido encontramos mds alteraciones en las capas mas

proximas a la luz intestinal.

Se ha objetivado, asi mismo, que las diferentes capas de un
segmento intestinal evolucionan igual para cada solucién determinada,

hallando maés alteraciones conforme aumenta el tiempo de preservacion.

Teniendo en cuenta las condiciones de viabilidad basiandonos en la
conservacion del epitelio de las criptas para valorar la viabilidad del
segmento (186, 187, 164, 165, 170), se puede afirmar con los resultados de
este estudio experimental que el intestino delgado mantenido en las
soluciones de Collins o en la de Belzer puede ser transplantado hasta 24
horas después de su extraccion con un elevado porcentaje de viabilidad,

73,3%.

-
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Si el transplante es inmediato, con una duracion de la preservacion
igual o menor a 2 horas, se puede utilizar como solucién de perfusion, de
limpieza de la luz intestinal y de preservacidn, la solucién de Ringer

Lactato.

El costo establecido actualmente de las soluciones de preservacion
que hemos utilizado es, todas ellas para una cantidad de 500 cc, de 259 pts.
para la solucioén de Ringer, 3.600 pts para la solucién de Collins y 8.000 pts.
para la solucién de Belzer, por la cual y al no tener diferencias significativas
entre las soluciones de Collins y de Belzer proponemos la utilizacién

habitual del liquido de Collins por su menor costo.
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RESUMEN

Se realiza un estudio de preservacion de intestino delgado en ratas Sprague-
Dawley con diferentes soluciones a 4° C de temperatura dentro del campo de
transplante de intestino delgado.

Las soluciones de preservacién empleadas han sido: Ringer Lactato, Collins
y Belzer o solucion de Wisconsin. El nimero de animales por grupo ha sido de 15,
mediante procedimientos quirirgicos y microquirurgicos, se realiza perfusiéon de la
arteria mesentérica hasta la vena porta con la solucidn empleada y se procede a la
extraccion del intestino delgado que se introduce hasta 24 horas en la solucién de
preservacion correspondiente a 4°C. Se obtienen piezas de los segmentos duodenal,
yeyunal e ileal a las 2, 6, 12, 18 y 24 horas. Se ha realizado limpieza de la luz
intestinal en todos los casos con el liquido de perfusion.

Se han estudiado, microscOpicamente, las alteraciones de las diferentes
estructuras del intestino y se han obtenido los siguientes resultados:

Existen mayores alteraciones morfolégicas en las capas internas del intestino
en comparacion con las mas externas.

Si el tiempo de preservacion es inferior a dos horas las tres soluciones
obtienen similares resultados. |

Cuando el tiempo de preservacion es mayor a dos horas el Ringer Lactato es
inferior a la solucion de Collins y a la de Belzer, siendo los resultados de estas dos
ultimas similares en cuanto a la viabilidad del injerto.

Las soluciones de Collins y de Belzer pueden preservar el intestino delgado
en condiciones de ser transplantado hasta 24 horas con una probabilidad del 73 % de
ser viable.

En preservaciones inferiores a 2 horas se puede utilizar la solucion de Ringer
Lactato manteniendo la viabilidad del injerto.

Si el tiempo de preservacion es mayor de 2 horas, se recomienda utilizar la

solucion de Collins por su menor coste econdmico en relacion con la de Belzer.
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CONCLUSIONES

1.- En la preservacion del intestino delgado transplantado en ratas Sprague-
Dawley los resultados obtenidos, en cuanto a viabilidad del injerto, con las soluciones

de Collins y de Beltzer son superiores a los obtenidos con el Ringer Lactato.

2.- Estadisticamente, las soluciones de Collins y la de Belzer no presentan

diferencias significativas en cuanto a la preservacion del injerto intestinal.

3.- Todos los segmentos intestinales evolucionan de forma similar con las
soluciones de Collins y de Belzer, aunque parece que en el ileon existe una mayor

sensibilidad que podria ser objeto de futuras investigaciones.

4.- Existe mayor sensibilidad a las alteraciones morfolégicas en las capas
internas de intestino de acuerdo al tiempo de preservacion, afectindose en primer

lugar la mucosa y en ultimo la capa muscular.

5.- Las diferentes capas de un segmento dado evolucionan igual para una

solucion determinada.

6.- El intestino delgado mantenido en la solucion de Collins o en la de
Beltzer puede ser transplantado, con elevado porcentaje de viabilidad, hasta 24 horas

después de la extraccion.

7.- La solucidon de Ringer Lactato mantiene la viabilidad del injerto en un

porcentaje elevado de casos cuando el tiempo de preservacién es inferior a dos horas.
8- A igualdad de resultados y dado su menor coste econ6mico

recomendamos utilizar la solucién de Collins para preservar el intestino delgado desde

su extraccion hasta su reimplante.
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