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1. INTRODUCCIO

El fetge és el major organ del cos, cons-
tituint aproximadament del 2 al 5 % del
pes corporal de I'adult i és el responsable
del manteniment de la homeostasi meta-
bolica de I'organisme .

Entre les funcions del fetge destaquen les
seguents:

1. Sintesi i secreci6 de bilis.

2. Sintesi de proteines, lipoproteines
plasmatiques i factors de coagulacio.
3. Detoxicar farmacs i toxines.

4, Sintesi de glicogen.

5. Emmagatzement de glicogen, vita-
mines i lipids.

La unitat funcional basica del fetge és
el lobulet (figura 1). Es una estructura orga-

nitzada al voltant de la vena central que

Espacio de Disse

Figura 1. Lobulet hepatic
(www.fundacionfit.org/agenda/)

desemboca a la vena hepatica, a partir de
la qual sorgeixen columnes d’hepatocits
distribuits en forma de cordons. Entre les
columnes de hepatocits estan els sinusoi-
des, capil-lars venosos que reben sang de
la vena porta i de I'artéria hepatica, i dre-

nen cap a la vena central del lobulet ©.

Els sinusoides hepatics es troben revestits
per dos tipus de cel-lules, les cél-lules en-
dotelials i les cél-lules de Kupffer. L'espai
que existeix entre els cordons de hepato-
cits i la paret del sinusoide es denomina
espai de Disse, i conté un sistema de fi-
bres de col-lagen amb funcions de suport
(figura 2).

A Tlinterior dels cordons d’hepatocits
existeix una xarxa de conductes biliars,

a on es secretada la bilis produida per les
cél-lules hepatiques, que desemboca en

Vago linfilico

Conducto biliar

19



1. INTRODUCCIO

conductes biliars majors. En cada lobu-
let hepatic ens trobem una triada portal,
denominada aixi perque en ella hi ha 3
estructures: una branca de I'arteria he-
patica, una branca de la vena porta i un

conducte biliar 7.

A diferéncia de qualsevol altre organ, el
fetge rep sang per dos vies diferents:

A. A través de I'arteria hepatica arriba
sang ben oxigenada de la circulacié ge-
neral, que representa aproximadament el
25% de I'aport.

B. A través de la vena porta que recull
la sang del territori esplancnic, poc oxi-
genada, que representa el 75% restant.
Ambdues arriben al sinusoide hepatic,
que és aon télloc I'intercanvi entre la sang
i els hepatocits. La sang dels sinusoides
flueix de la branca de la vena porta a la

Figura 2. Relacio entre els hepatocits, espai de Disse i el sinusoide
(www.fundacionfit.org/agenda/)

entrada dels sinusoides fins la vena cen-
tral del lobulet hepatic, que desemboca a
les venes hepatiques i finalment a la vena
cava inferior .

Des de un punt de vista funcional, el fetge
es pot dividir seguint un criteri funcional.
A l'arribar al fetge, tant I'artéria hepatica
com la vena porta, es divideixen en dos
branques, dreta i esquerra, que delimi-
ten dos grans Iobuls. L'estructura que els
defineix és la triada portal formada per
una artéria, una vena i el conducte biliar,
que esta envoltada de una veina de teixit
connectiu, prolongacié de la capsula de
Glisson que envolta el fetge. D’aqui la de-
nominacio de pedicle glissonia.

La triada portal dreta es bifurca en una
branca anterior i una altre posterior (sec-
tors anterior i posterior drets), cadascu-
na de les quals, alhora, es bifurca en una

.
C. BILIAR

ESPAI DE DISSE~ ¥

= e, m——
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1. INTRODUCCIO

branca superior i una altre inferior deli-
mitant els segments 8,5,6 i 7 (figura 3). El
pedicle esquerra es divideix en 3 bran-
ques, una posterior i dos anteriors pels
segments 2,3,4 (figura 3). El segment 1 es
troba per darrera de I’hili hepatic entre la
vena porta i la cava inferior i rep vascula-
ritzacié tant del fetge dret com del esque-
rra ", Aquesta segmentacié facilita les
reseccions hepatiques.

1.1.3. CEL-LULES HEPATIQUES

1.1.3.1. Hepatocits

Formen el parénquima hepatic i repre-
senten aproximadament el 90% de la
massa hepatica total (figures 7-2) i la seva
funcié més important és la obtencid, em-
magatzematge i alliberacio a la circulacio
sanguinia de nutrients. També porten a
terme la detoxicacié de productes toxics

Faghi, Higedla; ‘Wesn —

Figura 3. Esquema de la segmentectacio hepatica
amb el trajecte de les v. hepatiques.
(www.cpmc.org)

Wilenor 'Wema Uan_

per I'organisme ”. Aquestes cél-lules es

situen en cordons entre els sinusoides
hepatics .

1.1.3.2. Cél-lules endotelials

Formen la paret dels sinusoides hepatics,
i estan separades dels hepatocits per
I’espai de Disse. Entre les cél-lules en-
dotelials hi ha grans fenestracions que
permeten l'intercanvii de fluids entre els
sinusoides i I’espai de Disse (figura 2).

La seva funcio principal és 'alliberament
a la circulacio sistemica de mediadors in-
flamatoris com les interleucines i I’ oxid
nitric "? enfront de determinats estimuls.

1.1.8.3. Cél-lules de Kupffer

Les cél-lules de Kupffer sén els macrofags
del fetge i estan situades a la superficie de
les cél-lules endotelials. La funcioé princi-
pal d’aquestes cel-lules és la fagocitosi i

Wk g Hopata ain
'

S
™ Lat Hepa b 'Y
-\-:H‘" 1 '
-

5 -
o ———

= Falcieer
Lig sl

Fortal Vol e
= LA TN
el Arhy
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1. INTRODUCCIO

I’aclariment de patogens.

La seva activacio porta a la generacié de
mediadors citotoxics, com ara algunes
interleucines, els radicals lliures d’oxigen

(RLO) i les proteases .

També conegudes com a cél-lules d’lto,
estan localitzades a I'espai de Disse, en
contacte estret amb les cel-lules endote-
lials, i constitueixen el principal magatzem
de vitamina A de I'organisme.

A més també sintetitzen proteines de la
matriu extracel-lular, sbn mediadors de
processos de reparacio del teixit hepatic i
posseeixen capacitat per promoure i am-

plificar la resposta inflamatoria ©.

La reseccido hepatica és el tractament
d’eleccié de diverses afeccions, tant be-
nignes com neoplasiques. Durant un llarg
periode de temps la cirurgia hepatica va
estar associada a un gran numero de
complicacions i només era realitzada per
un petit nombre d’especialistes. En els ul-
tims anys, gracies al millor coneixement
de l'anatomia quirdrgica del fetge, i al
desenvolupament de diferents técniques
per disminuir les pérdues hematiques,
s’ha aconseguit disminuir el nimero de
complicacions.

Les raons més important per explicar
aquests resultats son:

1. El coneixement de I'anatomia de
segmentacié hepatica descrita per Coui-
naud i el de seves les variants anatomi-
ques ? (figura 3).

2. La dtilitzacio de les técniques
d’oclusié vascular, que permeten dismi-
nuir les pérdues hematiques durant la ci-
rurgia, factor clau per reduir la morbimor-

talitat ©”.

3. L'Us del dissector d’ultrasons, que
facilita la identificacié i dissecci6 dels pe-
dicles i de les venes intrahepatiques.

4. La possibilitat d’induir una hipertro-
fia en el futur remanent hepatic mitjangant
la embolitzacié portal preoperatoria del
hemifetge tumoral per disminuir el risc
d’insuficiencia hepatica en el postopera-
tori de reseccions hepatiques majors ©.

Els progressos en les técniques de re-
seccid hepatica i les millores en el ma-
neig perioperatori han portat com a con-
seqiiéencia una reduccié de la mortalitat
postoperatoria fins a valors de 0-5% ™.

Els pacients sotmesos a una reseccio
hepatica estan exposats a un risc elevat
d’hemorragia "”. De fet, un 50% de pa-
cients sotmesos a cirurgia hepatica seran
transfosos segons algunes séries ™. En
opini6 d’alguns autors, la incidencia de
complicacions d’aquest procediment qui-
rurgic guarda una relacié directa amb les
necessitats transfusionals perioperatories
7@ Entre els mecanismes involucrats des-
taca la immunosupressio induida per la
administracié de sang homologa, que fa-
cilitaria les infeccions postoperatories ™
o 'augment de la recidiva tumoral, dismi-
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1. INTRODUCCIO

nuint aixi la supervivéncia lliure de malal-
tia dels pacients "*'.

Per tal de reduir la transfusié sanguinia
s’han emprat varis metodes, sent pero
d’una importancia cabdal el coneixement
de la anatomia hepatica per tal de rea-
litzar la seccié parenquimatosa pel pla
més adequat ", ja que s’ha vist que les
reseccions anatomiques comporten una

menor pérdua sanguinia ™.

Les tecniques d’oclusié vascular, han
disminuit també de forma espectacular
la necessitat de transfusid perioperatoria
@ Per aixd, un dels métodes més utilit-
zats durant la cirurgia hepatica per dismi-
nuir les necessitats transfusionals, és el

pincament hiliar profilactic "”.

La oclusio vascular va ser descrita per
primera vegada per Pringle I'any 1908,
motiu pel qual aquest metode es coneix
com maniobra de Pringle o oclusié de
la triada portal ™
pressio del lligament hepatoduodenal,

. Consisteix en la com-

per tal d’eliminar el flux sanguini arterial
i portal, minimitzant aixi, la hemorragia
del parénquima seccionat. La manio-
bra de Pringle és la tecnica més antiga
i simple per controlar la hemorragia in-
traoperatoria. Pringle va utilitzar aquesta
maniobra per primera vegada en pacients
traumatics cloent la triada portal amb el
dit i posteriorment va comprovar la efica-
cia d’aquest metode en conills.

Als anys 50 aquesta maniobra va ser utilit-

zada com a gest profilactic per disminuir
el consum d’hemoderivats a la cirurgia
electiva de la reseccié hepatica. La ma-
niobra de Pringle perd no esta exempta
de complicacions, per un costat provoca
canvis hemodinamics "?i per altra, déna
®_ Es per
aquest motiu, que avui dia existeix una
tendéncia a realitzar les hepatectomies
sense cap tipus de control vascular amb
uns resultats igualment favorables en

grups quirdrgics amb molta experiéncia
21)

lloc a una lesié per isquemia

En el primer estudi prospectiu realitzat
comparant la realitzacié de hepatecto-
mies realitzades amb maniobra de Prin-
gle o sense cap tipus de control vascular,
es va veure que les péerdues sanguinies i
el temps de transeccio varen ser menors
en el grup que es realitzava oclusio en-
front els que no realitzaven cap tipus de
control vascular ®. Encara aixi, estudis
posteriors no han trobat diferencies sig-
nificatives ©’.

Per tal de reduir 'impacte de la maniobra
de Pringle s’han desenvolupat varies es-
tratégies de proteccio, fonamentalment
limitades pel temps, el volum de fetge
que es sotmet a isquemia o el tipus de
oclusio @.

Els metodes de oclusié vascular, poden
ser categoritzats segons si només és clou
el flux d’entrada al fetge o si es clouen els
dos fluxos, el d’entrada i el de sortida *’

(taula 1).
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1. INTRODUCCIO

CONTINUA
OCLUSIO DEL
PEDICLE HEPATIC
(MANIOBRA DE PRINGLE)
INTERMITENT
OCLUSIO VASCULAR
DEL FLUX D’ENTRADA
HEMIHEPATIC
& OCLUSIO DEL
PEDICLE HEPATIC
TIPUS ]
D’OCLUSIO
VASCULAR SEGMENTARI

EXCLUSIO
r VASCULAR TOTAL

DEL FLUX D’ENTRADA

OCLUSIO VASCULAR
| SORTIDA

EXCLUSIO VASCULAR

SELECTIVA AMB
PRESERVACIO DEL
FLUX CAVAL

Taula 1. Tipus d’oclusié vascular.
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1. INTRODUCCIO

- Oclusio del pedicle hepatic (Maniobra
de Pringle) continua

La maniobra de Pringle (figura 4 continua
és generalment ben tolerada, donat que
el flux de la cava no s’interromp i per tant,
no és requereix un maneig anestesic es-
pecific ®. Hannoun i col-laboradors van
reportar que la maniobra de Pringle con-
tinua en condicions de normotermia du-
rant la cirurgia major hepatica és una ma-
niobra que es pot realitzar en fetges sans
i patologics durant 60 minuts “*°. Altres
han allargat aquest periode a 90 minuts
tant en fetges sans com patologics sense

incrementar la morbimortalitat “”.

La oclusio vascular del pedicle hepatic
continu no prevé la hemorragia de les ve-
nes hepatiques, pero aquesta hemorragia
pot ser minimitzada si durant la cirurgia
s’aconsegueix una PVC (pressié venosa
central) baixa i es desvacularitza de for-
ma complerta el segment que s’ha de
ressecar previament a la aplicacié de la

oclusié vascular ??,

- Oclusio del pedicle hepatic (Maniobra
de Pringle) intermitent

La maniobra de Pringle intermitent con-
sisteix en periodes d’oclusio vascular de
15-20 minuts seguits de periodes de 5

minuts de desoclusié #*’

. Estudis pros-
pectius han mostrat I'efecte hepatopro-
tector de l'oclusié vascular intermitent
enfront la oclusié continua “****?, La oclu-

si6 vascular intermitent pot ser aplicada

sense perill durant 120 minuts en fetges
normals “°”,

La oclusié vascular intermitent és fa-
cilment aplicable amb un risc inherent
d'hemorragia durant els periodes de re-
perfusio. Perd, aquest tipus d’oclusio
vascular esta associada a una disminucié
del dany hepatic, evidenciat per un me-
nor augment dels enzims hepatics i dels
nivells de bilirubina, encara que pot com-
portar un augment de les perdues sangui-
nies durant la reperfusio i també, allargar

el temps quirargic “.

- Oclusio vascular hemihepatica

La oclusio vascular hemihepatica (figura 5)
va ser descrita per Makuuchi (1986) “.
Consisteix en interrompre selectivament
el flux portal i arterial d’entrada a la part
del fetge (dret o esquerra) ipsolateral a
la lesid que volem ressecar. Aixd pot ser
combinat amb la oclusié simultania de les
venes hepatiques ipsolaterals.

Té com a avantatge que no produeix is-
quemia del fetge remanent, manté la cir-
culacié esplancnica evitant la congestio
d’aquest territori i la estabilitat hemodina-
mica durant la transeccio hepatica "*.

El desavantatge d’aquest metode és
I’hemorragia del fetge residual (no clos)
durant la transecci6é. Aquesta oclusio
vascular selectiva també comporta una
reduccio de la lesidé hepatica associada
alal/R®%,

- Oclusio vascular segmentaria

Consisteix en la oclusioé de la branca de
la arteria hepatica del segment que es
vol resecar conjuntament amb la oclu-
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Figura 4. Maniobra de Pringle. Figura 5. Oclusio vascular hemihepatica.

Figura 6. Exclusi6 vascular total. Figura 7. Exclusio vascular total amb preservacic del flux caval.

(Figura 4-7. Abdalla E. Hepatic vascular occlusion which technique? Surgical Clinics of North America 2004)
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si6 portal. Per aconseguir-ho s’introdueix
per puncié guiada per ecografia un ca-
téter amb balé que cloura la branca de
dit segment *’. Aquesta técnica requereix
un gran coneixement de la ecografia in-
traoperatoria i pericia per puncionar les
branques vasculars, per la qual cosa no
€s una tecnica molt difosa.

- Exclusio vascular total

Combina I'oclusié vascular a la entrada i
la sortida del fetge (figura 6). Va ser descrita
per Heaney I’any 1966 i popularitzada per
Huguet al 1975 . Es realitza la maniobra
de Pringle, després es col-loca un clamp
a la vena cava infrahepatica per sobre
de les venes renals i de la vena adrenal
dreta, i finalment un altre clamp a la vena
cava suprahepatica per sobre de I’0stium
de les venes hepatiques “*°. Una vega-
da realitzada la transeccié i la hemosta-
sia del parenquima hepatic, els clamps
son retirats en I'ordre invers al qual s’han
col-locat. La durada de la exclusi6 vascu-
lar no hauria de superar els 45 minuts en
fetge sai els 30 minuts en fetges cirrotics,
donat que aquesta técnica provoca alte-
racions hemodinamiques importants i
alguns pacients no toleren aquest tipus

d’oclusié vascular #**”

, per la qual cosa
només s’utilitza en les lesions que infiltren
la unié de la cava i les suprahepatiques o
quan es requereix una reconstruccié de
la vena cava.

Aquesta mateixa técnica es pot utilitzar
sense cloure la cava, és a dir, col-locant

un clamp a les venes hepatiques imme-

diatament abans de la seva desemboca-
dura a la vena cava. Es coneix amb el
nom d’exclusié vascular hepatica amb
preservacié de la cava (figura 7)*”. Es més
ben tolerada que la exclusié vascular to-
tal ja que no produeix els trastorns hemo-

dinamics associats a I’anterior.

Les reseccions hepatiques poden clas-
sificar-se en anatomiques o limitades.
S’entén per reseccio hepatica anatémi-
ca, la reseccié d’una part del parénquima
que segueix una 0 més cissures anato-
miques, mentre que s’entén per hepatec-
tomia limitada, la reseccié d’una part del
parénquima hepatic que no correspon a
una porcio anatomica del fetge i en con-
sequlencia, el pla de seccidé no passa per
una cissura anatomica. Encara que la si-
tuacio ideal és la reseccid hepatica ana-
tomica, algunes situacions obliguen a
la reseccio limitada; per exemple en pa-
cients amb hepatopatia cronica o quan
es necessita preservar el maxim paréen-
quima possible.

Un tema important alhora de planejar una
cirurgia hepatica resectiva, es que no s’ha
d’oblidar I’'aspecte funcional del fetge, fet
de vital importancia si aquesta cirurgia es
practica en un pacient cirrotic. Un pacient
amb un fetge sa és capac de tolerar una
reseccio del 75% del parenquima, mentre
que aquesta proporcié es redueix al 30%
si és cirrotic amb una bona reserva he-
patica (Child-Pugh A).
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La embolitzacié portal pot ajudar a pal-liar
el grau d’insuficiencia hepatica en cas de
pacients tributaris d’una reseccié amb
un parénquima inicialment escas perquée
s’aconseguira una hipertrofia del rema-
nent després d’una embolitzacié i es po-

dra dur a terme la reseccio ©.

La lesié per I/R és un procés complex que
s’inicia quan un organ es veu privat tem-
poralment de I'aport sanguini (isquéemia)
i finalitza quan, es restableix el flux (re-
perfusid) moment en el qual es fa evident
la lesié ®°. El resultat és una agressio tis-
sular secundaria a la andxia, a la privacio
de nutrients i a 'acumul de substancies
de desfet del metabolisme, que con-
dueix a una alteracié de la funcioé cel-lular,
a un edema intersticial i a la mort de la
céel-lula.

La lesié per I/R hepatica té lloc durant
les reseccions hepatiques realitzades
sota oclusio vascular, maniobra que com
ja hem comentat anteriorment, s’ha in-

2
GLUCOSA ©
(principal substrat
d’obtencié d’ATP)

ACID
PIRUVIC

m— GLUCOLISI »

Figura 8. Mecanismes d’obtencio d’energia.

g
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troduit per reduir les pérdues hemati-
ques intraoperatories durant la reseccid.
Aquesta lesi6 és també evident durant
’emmagatzement i I'implant del fetge en
el transplantament %,

La isquémia perllongada i sostinguda
condueix a la mort cel-lular i tissular. En
principi, es pensava que una rapida re-
perfusio del teixit isquemic podia preve-
nir el dany del teixit. Perd darrerament,
s’ha demostrat que una part significati-
va de la lesio no té lloc durant el periode
d’isquémia sindé durant el periode de re-
perfusio, provocada per la sintesi de dife-
rents mediadors inflamatoris “'*.

Durant la isquémia, s’interromp I’aport
d’oxigen a I’0rgan i es posa en marxa un
circuit metabolic que deté la cadena res-
piratdoria mitocondrial produint una de-
plecié dels nivells d’ATP “"* (igura 8).

La deplecidé d’ATP durant la isquemia in-
dueix a la cel-lula a obtenir energia per
metabolisme anaerobic (via glucolisi i

PRODUCTES:
CO2 H20

RESPIRACIO
AEROBICA

» 36 MOLECULES
D’ATP

FERMENTACIO
ANAEROBICA

PRODUCTES:

A A 2 MOLECULES
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ATP —» ADP —» AMP —» ADENOSINA —» INOSINA —# HIPOXANTINA —» XANTINA

NUCLEOTIDS DE L’ADENINA

Figura 9. Deplecio de ’ATP

fermentacio lactica), amb un rendiment
energetic menor que en condicions aero-
biques i donant lloc a un augment de
I’acid lactic (figurag) “"*°. Per altra banda,
I’ATP s’hidrolitza a ADP i AMP “°, ' AMP
posteriorment és hidrolitzat a hipoxanti-
na, sent aquesta ultima molt important
en la fisiopatologia de la lesié durant la
reperfusid, ja que és la font de radicals

ATP
* Xantina Deshidrogenasa

ADP
Ca+2

Proteases

AMP

{

ADENOSINA

} ,

INOSINA

}
v HIPOXANTINA >
N\

02

VININOS|

Xantina Oxidasa

NUCLEOSIDS DE L’ADENINA

BASES NITROGENADES

lliures d’oxigen (RLO) a través del sistema
xantina oxidasa (XOD) “**” (figura 9).
L’acidosi resultant d’aquesta via meta-
bolica altera la cinética enzimatica i les
cél-lules es veuen privades de la energia
necessaria per mantenir ’lhomeostasi.

La deplecio d’ATP també altera les bom-

XANTINA ——————— ACID URIC

Quimiotaxia

-/

Neutrofils ——» 02

=mmm REPERFUSIO

Figura 10. Fenomens durant I'isquémia-reperfusio
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bes de sodi/potassi i calci, perdent-se
el gradient a través de les membranes
cel-lulars i induint alteracions en els or-
gans citoplasmatics i en la membrana

48)

cel-lular ™ que poden desencadenar la

activacio de proteases i la mort cel-lular “.
Resumint, podriem dir que la isquémia
condueix a un estat proinflamatori que
augmenta la vulnerabilitat del teixit durant
la reperfusio, i porta a la mort per necrosi
cel-lular o per apoptosi “ (figura 10).

Des d’un punt de vista cronologic, la lesio
hepatica produida durant la reperfusio té

lloc en dos fases consecutives ***?

(figura 11).
Una primera que s’inicia immediatament
després de la reperfusio, té una durada
aproximada de 4-6 h. i es coneix com
la fase inicial o aguda. | l'altra, la tarda-
na, que comencga en acabar la inicial i
s’allarga 18-24 h. aproximadament.
Durant el periode de isquemia les cél-lules
de Kupffer sinusoidals pateixen un seguit
d’alteracions que deriven en la seva acti-
vacio a I'inici de la reperfusio.

(4-6 h)
FASE

FASE
INICIAL = TARDANA»
ISQUEMIA mmssm REPERFUSIO ﬁ

Produccié de RLO

deplecio d’ATP Alteracions microcirculacié

Figura 11. Mecanismes durant la I/R a nivell hepatic.

Els fets més destacats a la fase aguda,
son I'activacio de les cel-lules de Kup-
ffer i la perdua de funcié de les cél-lules
endotelials ©”. Aixd porta per una part
I’alliberament de RLO i de nombroses
citosines a la circulacié sistémica, com
ara el TNF-a i la IL-1B, que sén les més
implicades en la I/R hepatica “*°. Per al-
tra banda, la vasoconstriccié “**/
tant d’un desequilibri entre substancies
vasodilatadores i vasoconstrictores alli-
berades, juntament amb I'’edema de les
cél-lules endotelials i 'acumul de neutro-

resul-

fils causa un deteriorament de la micro-
circulacio hepatica “*”.

La segona fase es caracteritza sobretot
per una infiltraci6 massiva de neutrofils
en el teixit hepatic i I'alliberacié de me-
diadors citotoxics “*?. L’acumulacié de
neutrofils activats al parenquima hepatic
indueix nombroses respostes proinfla-
matories, com l'alliberacié de quemoci-
nes per part de les cel-lules endotelials
i hepatocits, I'activacié de macrofags i
neutrofils, la produccié de citosines pro-

(18-24 h)

progressio del
dany hepatic

v

LESIO HEPATICA

Infiltracié neutrofils
Resposta inflamatoria

RLO, proteases,
citosines inflamatories
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inflamatories a partir de les cel-lules de
Kupffer i 'augment de la expressio de les
cél-lules d’adhesio. Durant aquesta fase,
els neutrofils i les cél-lules de Kupffer, alli-
beren proteases, sobretot la catepsinaila
elastasa, que son les responsables de la
necrosi dels hepatocits; per altra banda
els RLO, contribueixen a la produccio del
dany irreversible en el teixit, que com-
prén la congestid sinusoidal amb la con-
sequent fallida microcirculatoria aixi com,
una necrosi extensa del teixit %, La
NADPH oxidasa intervé en la genera-
ci6 dels RLO per part dels neutrofils ©”.
L’enzim activat, oxida el NADPH produint
I’ ani6 superoxid (O?). Posteriorment I’
anié superoxid es redueix produint peroxid
d’hidrogen (H20?) que pot ser transformat
en un radical hidroxil (HO) o en acid hi-
poclorés (HOCI) per accidé de la mielope-
roxidasa (MPO) present a l'interior dels
granuls citoplasmatics dels neutrofils .
Aquests RLO contribueixen encara més,
ha agreujar la lesid hepatica.

La isquémia/reperfusié hepatica té com a
conseqguéncia final la mort dels hepato-
cits i de les cel-lules endotelials sinusoi-

dals ®

Un aspecte fascinant del fetge és la seva
capacitat de regenerar-se després d’'una
agressio. El procés pel qual el fetge acon-
segueix aquest objectiu depen del meca-
nisme de la lesio. El fetge és un dels pocs
organs en rep0s en situacié normal, que
€s capag de regular el seu creixement i la
mida per a recuperar la seva massa ori-

ginal després d’una pérdua tissular tant
sigui funcional (insult infeccids, toxic, is-
quemic) com fisic (hepatectomia parcial).
La regeneracio hepatica és la capacitat
del fetge de restaurar el teixit, en quant
a massa i funcio, després d’una lesio o
d’una resecci6 parcial .

Els primers estudis de regeneracié he-
patica després d’una hepatectomia par-
cial van ser duts a terme per Higgins i
Anderson fa uns 70 anys en rosegadors,
als quals es resecava 2/3 del fetge™. En
aquests animals els lobuls residuals aug-
menten de mida fins a assolir la mateixa
massa que ocupaven els Iobuls resecats.
Aquest procés s’assolia en 5-7 dies .

En circumstancies normals els hepatocits
son els primers en proliferar, pero tots els
tipus cel-lulars hepatics es divideixen,
des de les cél-lules epitelials biliars pas-
sant per les cél-lules endotelials fins les
cél-lules de Kupffer ®. Els hepatdcits pe-
riportals son els primers en iniciar la seva
replicacié donat que és a on existeix una
major irrigacié sanguinia i s’estén cap a
les arees pericentrals dels lobuls. La pro-
liferacié d’aquest conjunt de cel-lules és
necessaria per a la recuperacio de tot el
teixit hepatic perdut.

Els hepatocits, en condicions normals
en humans adults i en animals rarament
s’estan dividint. En un fetge adult només
una de cada 1000 cél-lules esta en la fase
de mitosi simultaniament ®. Una lesio he-
patica 0 una reseccidé quirdrgica implica
una proliferacié massiva dels hepatocits
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supervivents que finalitza quan la massa
hepatica arriba a representar una fraccié
determinada del pes de l'individu, que

varia amb la edat i amb la espécie ®.

Després d’una hepatectomia parcial, els
hepatocits entren en una “fase pre-repli-
cativa” que dura 12-14 hores en rates.
Durant aquesta fase el nivell de replica-
cié d’ADN a I’hepatocit no és molt dife-
rent dels animals control (sense reseccio),
perd s’acaba produint un pic de sinte-
si d’ADN a les 24 hores ®. La capacitat
regenerativa del fetge és il-limitada, com
s’ha demostrat en rates realitzant re-he-
patectomies ®.

La regeneracié hepatica ha estat estu-
diada en models animals i in vitro. In vi-
tro, existeixen multiples diferencies en
quant a la regeneracio respecte al procés
in vivo, donat que la interaccié entre els
hepatocits i les cél-lules no parenquima-
toses juga un paper molt important a la

regeneracio in vivo *”.

En humans, en condicions normals, el
fetge aconsegueix arribar a la mida origi-
nal aproximadament als 6 mesos ©, tot i
que, existeixen estudis que diuen que la
regeneracio completa s’aconsegueix als
3 mesos . S’ha de dir perd que la fun-
cionalitat hepatica s’assoleix abans de
arribar aconseguir el volum hepatic ini-
cial, i aix0 acostuma a donar-se a les 2-3
setmanes de la reseccié hepatica .

Per la major part d’autors en la regenera-
ci6 hepatica es poden diferenciar 3 fases
principals *:

Les cel-lules en condicions normals estan
en la fase de repos o GO. Després d’una
hepatectomia parcial les cél-lules de for-
ma simultania entren al cicle cel-lular o
fase G1, i progressen a través del cicle
amb la sintesi d’ADN (fase S) 12-15 h
després de lareseccid i la fase M (Mitosi)
es produeix 6-8 h després de la sintesi de
ADN com una culminacié de tot el pro-
cés. Entre la sintesi d’ADN i la mitosi hi ha

un interval conegut com a fase G2 .

Quan el fetge assoleix la relaci6 massa/
volum original, els hepatocits tornen a la
fase quiescent GO, i el procés de rege-
neracio hepatica és deté abruptament *
no perqué els hepatocits hagin esgotat
la seva capacitat replicativa sin6 perqué
hi ha un control estricte en tot el procés
tant pel que fa als seus senyals iniciadors
com de finalitzacié que n’eviten una pro-
liferacio incontrolada.

Per altres autors, com Fausto, la regene-
racio hepatica és un procés que es pot

dividir en dues etapes "’

1. La sortida del hepatocit de la fase
quiescent per entrar en el cicle cel-lular
(iniciacid) i

2. la progressid pel punt de restriccio
perlafase G1 delcicle (progressio). Aquest
autor proposa que aquestes etapes tenen
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un control independent (figura 12). En la ini-
ciacio intervindrien les citosines, el factor
de necrosi tumoral-a (TNF-a) i la interleu-
cina-6 (IL-6), mentre que, en la progressio
intervindrien els factors de creixement; el
factor de creixement hepatocitari (HGF)
i el factor de creixement transformant a
(TGF-q).

1.4.1. REGENERACIO HEPATICA |
LESIO PER ISQUEMIA / REPERFU-
SIO

El pincament hiliar és un mecanisme ben
establert per reduir les péerdues sangui-
nies intraoperatories durant la hepatecto-
mia com s’ha comentat anteriorment pero
aquest, comporta un grau de lesié d’I/R
sobre el fetge, que podra afectar negati-
vament la regeneracio hepatica. Els me-
canismes pels quals la I/R disminueix la
regeneracio hepatica no estan clarament

establerts, pero tot fa pensar que la deple-
ci6 d’ATP que succeeix durant d’isquemia,
aixi com la sintesi de mediadors inflama-
toris durant la etapa de reperfusié i la
sintesi de interleucina 6 (IL-6) jugarien un
paper clau en aquest procés. La deplecio
d’ATP que succeeix durant la isquemia
té efectes adversos sobre la regeneracio
hepatica, ja que I’ ATP és necessari per
la sintesi d'ADN (figura 13.. Resultats obtin-
guts a partir d’un model d’hepatectomia
parcial mostren que existeix una relacio
estreta entre els nivells d’ATP en el fet-
ge remanent i la regeneracié hepatica del
mateix ””. | s’ha demostrat que la isqué-
mia hepatica inhibeix la sintesi d’ADN
en un model d’hepatectomia parcial .

Els RLO, que com s’ha comentat també
sén productes resultants de la lesio per
I/R, danyen les proteines i ’ADN fet que

PARENQUIMA HEPATIC

——~—> CEL. ENDOTELIALS
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Figura 12. Interaccions entre els hepatocits i les cél-lules parenquimatoses durant la regeneracio hepatica.

(Gastroenterology, WB Saunders and Co.)
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també té una influencia negativa sobre la

divisio cel-lular 7.

Pel que fa a les citosines, el TNF-a és
un dels responsables d’iniciar la prolife-
racio hepatocitaria en la primera fase de
la regeneracid hepatica i prepara a les
cél-lules per respondre posteriorment als
factors de creixement ™. Contrariament,
la IL-1B produeix una disminucio de la re-

generacié hepatica ™ .

L’oxid nitric també implicat en la lesié per
I/R, té influencia sobre la regeneracié he-
patica. De fet, s’ha vist que 'ON és ne-
cessari per la viabilitat dels hepatocits ©
i que juga un paper important en la repo-
blacié hepatocitaria del fetge . Més es-
pecificament, la cONS i la iONS semblen
jugar un paper molt important en la rege-
neracié hepatica després d’una hepatec-
tomia parcial. El fetge remanent després
d’una hepatectomia rep el flux sanguini
que rebia el fetge sencer i aixd implica
una major produccié de ON per part de
les cél-lules endotelials. Aquest augment

ISQUEMIA i V1 ATP

Figura 13. Efecte de la isquémia sobre la regeneracio hepatica.

de ON és essencial perque les cél-lules
del parénquima hepatic entrin en la fase
G1 i comenci la regeneracio hepatica ™ .
Donat que la lesié per I/R comporta un
augment de la morbimortalitat en la cirur-
gia hepatica, s’han proposat moltes es-
tratégies per tal de disminuir-la. Aquestes
estratégies poden ser classificades en
diferents grups: quirdrgiques, farmacolo-
giques i de terapia génica ",

Aquesta tesi es centra en una estratégia
quirurgica, el precondicionament isque-
mic en la que es basa la nostra hipotesi
de treball.

Concepte: El precondicionament isquée-
mic (Pl) és una estrategia quirdrgica que
protegeix alguns teixits enfront al dany
per I/R. Va ser descrit per primera vegada
al miocardi per Murry al 1986 “. Poste-
riorment s’ha vist que és un mecanisme
eficac per protegir del fenomen d’I/R a
diferents organs com el budell ?, el cervell ®,

* Regeneracio6

+
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muscul ®”. Alguns investigadors han es-
tudiat els efectes del Pl sobre el fetge
(55,82,83)

Descripcié de la técnica: El Pl con-
sisteix en I'aplicacié de periodes breus
d’isquémia i de reperfusié abans de que
I’drgan sigui sotmés a una I/R perllon-
gada ®. Per aconseguir els efectes pro-
tectors, I'aplicacio del Pl difereix en els
diferents organs, de forma que en cada
organ s’aconsegueix amb ['aplicacié de
diferents cicles d’isquémia/reperfusio. De
la mateixa forma també soén diferents els
temps d’isquémia i reperfusidé utilitzats
per realitzar el Pl isquemic en els dife-
rents organs i en els diferents models ex-
perimentals.

En el fetge, el Pl s’aconsegueix mitjangant
I’aplicacié d’un unic cicle d’isquémia-re-
perfusio, sense que I’adicié de nous pe-
riodes d’isquemia/reperfusié proporcioni
més proteccio ®. Els efectes beneficio-
sos del Pl en el fetge enfront I'l/R van ser
descrits per primera vegada en rates per
Lloris-Carsi .

Efectes del Pl “in vitro”: Estudis in vitro
amb hepatocits aillats, han demostrat que
el precondicionament augmenta la resis-
téncia de les cél-lules a la mort durant la
incubacié hipoxica ©.

Efectes del Pl sobre la lesié per is-
queémia-reperfusio: Durant el Pl, com ja
s’ha comentat anteriorment té lloc la de-
gradacié d’ATP el que comporta un aug-
ment d’adenosina que s’allibera a I’espai
extracel-lular i es produeix I’activacio dels

receptors d’adenosina A2 acoblats a la
proteina G “*”. Aquests alhora, activen la
fosfolipasa de membrana que genera ino-
sitol trifosfat, el qual indueix I'alliberacio
de calci i de diasilglicerol, activant les
proteines quinases (PKC) *“*. Les PKC
tenen un paper molt important en la pro-
teccio cel-lular, regulen alguns proces-
sos biologics tals com el metabolisme, el
transport d’ions i la expressio de determi-
nats gens.

Diversos estudis postulen que les PKC
son responsables d’alguns dels efectes
beneficiosos del Pl en el fetge. L’ acti-
vacié de les PKC produeix la fosforilacié
de diferents molécules efectores com les
tirosinquinases ® i les MAPK ®°” impli-
cant un augment de la tolerancia dels he-
patocits i de les cél-lules endotelials en-
front la lesio per I/R ®. Per altra banda,
també provoquen la entrada d’aquestes
cél-lules en el cicle cel-lular, promovent la
regeneraciod hepatica ®” (figura 13 bis).
Efectes del Pl sobre la regeneracid
hepatica: Les PKC, a més, poden induir
també la activacio de diversos factors de
transcripcié, com el NF-kB, que son els
principals responsables de I’efecte pro-
tector del Pl a llarg termini ©"*.

Aquests factors de transcripcié, modulen
la expressio de determinats gens i donen
lloc a la sintesi de proteines com les su-
peroxid dismutases (SOD) o les proteines
del xoc térmic (HSPs) que també s’han
proposat com a efectores dels efectes
beneficiosos del PI “*’, La induccio de les
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Figura 13 bis. Mecanismes implicats en el precondicionament isquémic.

HSP redueix la unié nuclear de factors de
transcripcio proinflamatoris i augmenta la
capacitat antioxidant de les cél-lules ***”.
Ambdos efectes poden contribuir a la
disminucio de la formacio de TNF-ai a la
disminucio de la resposta inflamatoria en
els fetges precondicionats . El Pl tam-
bé pot disminuir la transcripcié de gens
com, c-fos i c-jun, implicats en el desen-
volupament de la lesié per I/R hepatica,
juntament amb la activacié de NF-kB po-
dria induir la activacié de transductor de
senyals i I'activador de la transcripcio 3
(STAT-3) implicats en la hepatoproteccio i
en la proliferacié cel-lular ¢,

S’ha suggerit que els efectes beneficio-
sos del Pl podrien ser mediats per la sin-

tesi de mediadors vasoactius com el ON
1971°0 "E| ON inhibeix I’adhesié de neutro-
fils a I’endoteli sinusoidal, inhibeix I'efecte
vasoconstrictor de les endotelines i actua
com a segrestador dels RLO " (figura 14).

Des d’aquest punt de vista, els efectes
protectors del Pl en el fetge venen deter-
minats per dos factors: una concentracio
d’adenosina suficientment elevada com
per induir la generacié de ON "* mitjancant
I’activacio dels receptors d’adenosina A2,
juntament amb una baixa concentracid
de xantina que n’eviti els efectes perjudi-
cials ®7",

En resum doncs, els mecanismes més
importants implicats en I’efecte protector
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del Pl son els segients ™:

- Preservacié de I’endoteli sinusoidal i
del parénquima hepatic .

- Preservacio dels nivell d’ATP “*

- Reduccidé de I'activacié de neutrofils,
cél-lules de Kupffer i de la produccio
de citosines ©”.

- Inhibicié del fenomen de “no reflux”,
caracteritzar per la impossibilitat de la
reperfusié de I'd0rgan degut a la obs-

truccio progressiva a la microcirculacio
(44)

- Reducci6 de la produccié de RLO i de
la deplecié d’antioxidants ™.

- Reducci6 de la mort cel-lular per

apoptosi i necrosi “.

El precondicionament isquemic ha sorgit
com una estrategia quirdrgica per tal de
reduir I’ impacte de la lesié per isquemia-
reperfusid. El primer estudi realitzat utilit-
zant el Pl en la practica clinica es va duu
a terme en cirurgia cardiaca. Es realitza-
va el Pl abans de realitzar un bypass de
I’artéeria coronaria i van demostrar que
aixd comportava una disminucié de la le-
si6 miocardica .

En cirurgia hepatica, el Pl hepatic ha
mostrat un paper protector en reseccions
hepatiques en humans “*"”. Clavien i

PRECONDICIONAMENT
ISQUEMIC

—»— | TNF-a

| activacio ceél-lules Kupffer

'

{ RLO

P

acumul neutrofils
} AMPK
* { alteracions microcirculacié
} ATP
* lactat

Figura 14. Mecanismes d’accio del precondicionament isquémic.

} LESIO HEPATICA
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col-laboradors van observar en els pa-
cients que se’ls hi aplicava el Pl (10 min
d’isquémia seguits de 10 min de reperfu-
si0) abans de la oclusié hepatica, mostra-
ven una reduccio significativa dels nivells
plasmatics d’ ALT i AST en comparar-los
amb el grup no precondicionat "’”. A més
es va observar una disminucié de la mort
cel-lular per apoptosi en les cél-lules en-
dotelials hepatiques. Aquest mateix grup
de treball, 3 anys més tard, va dur a terme
un estudi randomitzat més extens, que va
confirmar que la proteccié induida pel PI
va ser major en pacients menors de 60
anys i en fetges que presentaven més
d’un 25 % d’esteatosi. No van observar
diferéncies en quant a morbimortalitat en-
tre el grup sotmes a Pl respecte al grup
control .

Un estudi similar dut a terme per Nuzzo i
col-laboradors en 42 pacients, va obser-
var que existia una relacié entre la durada
de la isquémia i els valors de les transa-
minases, sent perod inferiors aquestes en
els grups precondicionats 7",

Un altre estudi randomitzat comparant
un grup al que s’aplicava Pl amb oclusié
continua vs oclusio intermitent va conclo-
ure que ambdods eren igualment efectius
perd que el Pl és preferible en pacients
de menys de 65 anys amb un temps de
oclusio vascular inferior a 75 minuts i amb
preséncia d’esteatosi lleu "2,

Pel que fa referencia al Pl i la regeneracio
hepatica, els resultats s6n contradicto-
ris, mentre que alguns treballs indiquen

I'efecte beneficios ""? del Pl sobre la re-
generacié hepatica d’altres no hi estan
d'acord "". El que si és conegut i ho de-
mostren varis treballs és que la lesié per
isquemia-reperfusié disminueix la sintesi
d’ADN i la capacitat de recuperar el pes
de I'drgan després d’una hepatectomia .
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2. HIPOTESI | OBJECTIUS

Una vegada palesa la utilitat del precondicionament isquémic com estrategia quirdr-
gica per disminuir la lesid hepatica es planteja la seglient hipotesi: El precondiciona-
ment isquémic ¢té cap influencia sobre la regeneracié hepatica?

Per respondre aquesta pregunta s’ha fet un disseny experimental amb els seglients
objectius:

1. Avaluar, al fetge normal, I’efecte del precondicionament isquémic sobre la se-
queéncia lesio per isquemia-reperfusio-regeneracio.

2. Investigar si el precondicionament isquémic ,a I’inhibir els efectes nocius de la
isquémia/reperfusio, és capacg d’afavorir la regeneracio hepatica.

3. Avaluar si la “isquemia curta hepatica” és capag d’oferir els mateixos beneficis
que el precondicionament isquémic enfront de la lesio per isquéemia-reperfusio ila
regeneracio hepatica.
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3. MATERIAL | METODES

Els animals d’experimentacio utilitzats en
aquesta tesi varen ser rates mascle de
la soca Sprague-Dawley (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Germany) de 250-
300 g. de pes, mantingudes a I’estabulari
del Institut Municipal d’Investigacio Médi-
ca-Hospital del Mar (Barcelona) un minim
d’una setmana sencera abans de la in-
tervencid quirurgica. Les condicions am-
bientals s’han mantingut constants, tem-
peratura 21 + 2 °C graus, humitat relativa
del 70 %, cicles de llum-foscor de 12 h.
Els animals han estat alimentats amb pin-
so i aigua de la xarxa de Barcelona ad li-
bitum. L'estudi va ser aprovat pel Comite
d’Experimentacié Animal i va complir les
normes d’etica reguladores de la Unio6 Eu-
ropea per models d’experimentacid ani-
mal (Directiva 86/609/ECC). Aquest estu-
di ha estat financat per una beca FIS.

Tots els procediments quirdrgics es van
dur a terme sota anestesia inhalatoria
amb isoflorane. La induccié anestesica es
va realitzar amb isoflorane al 4-5 % amb
un flux d’oxigen de 2-2,5 I/min. Durant la
intervencio quirurgica el flux d’isoflorane
es va mantenir entre 0,4-4 % pel mante-
niment amb un flux d’oxigen constant.

El camp quirdrgic es va rentar amb povi-
donaiodadai es va realitzar una laparoto-
mia transversa 1 cm per sota de I'apendix
xifoides. Es va seccionar el lligament rodd
(figura 15) després es va realitzar una hepa-
tectomia parcial del 70 % d’acord amb el
procediment realitzat per Higgins i Ander-
son * (figures 16,17,18), ressecant el segment
lateral esquerra i medial.

Figura 15.
Camp quirargic.
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Figura 16.
Oclusio de I’hili hepatic.

Figura 17.
Visio de la hepatectomia.

Figura 18.
Visio del camp quirurgic post-reseccio.
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3.3.

GRUPS EXPERIMENTALS

Per tal d’avaluar la efectivitat del precon-
dicionament isquemic en aquest model
de reseccio hepatica del 70% es van rea-
litzar els seguents grups experimentals
(figura 19).

3.3.1. GRUP RESECCIO HEPATI-
CA SENSE OCLUSIO HILIAR (RH,
n=32; 4 grups de 8 animals)

Una vegada realitzada la laparotomia,
es mobilitza el fetge seccionant els seus
ligaments. Posteriorment, es realitza la
hepatectomia dels segments lateral es-
querra i medial amb pincament previ dels

seus pedicles vasculars (figura 17).

1. GRUP RH
* <
INICI DE LA RESECCIO
2. GRUP RHPR
/ , '
INICI DE LA RESECCIO FINAL PRINGLE
INICI PRINGLE (15’)
3. GRUP PI
v ' ]
ISQUEMIA (10°) REPERFUSSIO (10°)
4, GRUPIC

' '

ISQUEMIA (10°) REPERFUSSIO (10°)

Figura 19. Grups experimentals.

3.3.2. GRUP RESECCIO HEPATI-
CA AMB OCLUSIO HILIAR (RHPR,
n=32; 4 grups de 8 animals)

La reseccié hepatica dels segments la-
teral esquerra i medial es realitza sota
oclusié vascular total de I’hili hepatic. La
durada de la oclusié fou sempre de 15 mi-
nuts encara que la reseccio fos realitzada
en menys temps. Un cop passats els 15
minuts es desclou I'hili hepatic, i es dona
per finalitzat el procediment.

3.3.3. GRUP PRECONDICIONA-
MENT ISQUEMIC (P, n= 32;4 grups
de 8 animals)

Previament a la reseccié hepatica es rea-
litza el precondicionament isquémic (10

' '

INICI DE LA RESECCIO FINAL PRINGLE
INICI PRINGLE (15°)

'

INICI DE LA RESECCIO
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min d’isquémia seguits de 10 min de re-
perfusio) (Figura 16). En acabar els 10 min
de reperfusié es clou I'hili hepatic durant
15 min per realitzar la hepatectomia dels
segments lateral esquerra i medial.

Previament a la reseccidé hepatica es rea-
litza el que hem anomenat isquemia curta
que sén 10 min d’oclusié vascular seguit
de 10 min de reperfusio. Es clou el flux
sanguini mitjancant un clamp vascular
a nivell de I’hili durant 10 minuts (fase
d’isquémia). Posteriorment es desclou
durant 10 minuts (fase de reperfusio), un
cop passats els 10 minuts s’inicia la he-
patectomia.

En cada grup, es consideren 4 subgrups
atenent al moment del sacrifici de I’'animal
6h, 24h, 3 dies i 7 dies.

Tots els animals varen ser sacrificats al fi-
nalitzar I’experiment amb anestésia inha-
latoria. En tots els grups experimentals,
es van recollir mostres en diferents mo-
ments amb I’animal anestesiat.

El teixit hepatic extret durant la cirurgia
resectiva, una part es va fixar amb formol
tamponat al 10% per realitzar posterior-
ment la seva inclusié en parafina i obte-
nir talls histologics per la realitzacio de
I’analisi histologic i immunohistoquimic.

L’ altra part del teixit hepatic es va con-
gelar immediatament després de la seva
obtencié amb nitrogen liquid i es va man-
tenir a -80°C fins el seu posterior proces-
sament.

En el moment del sacrifici es reseca tot el
remanent hepatic i part del teixit hepatic
es va fixar en formol tamponat i part es va
congelar amb nitrogen liquid i es va man-
tenir a -80°C fins el seu processament de
la mateixa forma que s’ha explicat ante-
riorment.

En teixit es van realitzar les seglients de-
terminacions:
- Activitat de Malondialdehid (MDA) i
mieloperoxidasa (MPO) com a para-
metres d’ estrés oxidatiu.
- ATP i carrega energetica (CE) com a
marcadors de reserva energetica.
- IL-6, IL-10 i TNF-a entre les diferents
citosines.
- Factor de creixement transformant 3
(TGF-B) i Factor de creixement hepa-
tocitari (HGF) com a parametres bio-
quimics de regeneracio.
- PCNA com a parametre histologic de
regeneracio.

En el moment del sacrifici, es va extreure
sang de la vena cava inferior infrahepati-
ca. Es varen afegir unes gotes d’heparina
a la mostra i es va centrifugar durant 10
min a 3000 rom a 4° C. El plasma es va
congelar a -80°C fins al moment de fer
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les corresponents determinacions analiti-
ques.

En plasma es van fer realitzar les seguients
determinacions:
- Alanino amino transferasa (ALT) i as-
partat amino transferasa (AST) com a
parametres de lesié hepatica.

Las transaminases aspartat amino trans-
ferasa, (AST) i alanina amino transferasa,
(ALT) s6n uns enzims molt abundants en
el fetge. En condicions normals, estan al
citoplasma. Al patir una lesié hepatica
son alliberats al plasma i és per aixdo que
s’utilitzen com a parametre de la lesio he-
patica. La avaluacio del dany hepatocitari
va ser duta a terme amb les determina-
cions d’aquestes transaminases (AST i
ALT) en plasma utilitzant kits comercials
(Boehringer Manheim, Munich, Aleman-
ya). L'assaig enzimatic mesura la des-
aparicio de NADH mitjancant espectrofo-
tometria a una longitud d’ona A=365nm.

Malondialdehid. MDA

La peroxidacio lipidica ha estat usada
com una mesura indirecta del dany oxi-
datiu induida pels radicals lliures d’oxigen
(RLO). La determinaci6 del lipoperoxids
es va realitzar seguint el métode de deter-
minacié de malondialdehid (MDA:1,1,3,3-
tetraoxipropa) amb acid tiobarbituric

(TBA). EI MDA és un dels productes finals
de la degradacié de la peroxidacid lipidi-
ca. Per a la determinacio de lipoperoxids,
les mostres de teixit congelat es van ho-
mogeneitzar en 2 ml tampo Tris. A 250 pl
d’aquest homogenat se li van afegir 250
pl de tricloracetic al 40 % per tal de preci-
pitar les proteines. Després d’agitar i cen-
trifugar a 3000 rpm durant 15 minuts a
4°C, es va recuperar el sobrenedant, i se
li van afegir 250 pl d’ acid tiobarbituric al
0,67%. Tot seguit, es va fer bullir a 100°C
durant 15 minuts, després es va deixar
refredar i posteriorment, es va mesurar
I’absorbancia a una longitud d’ona de A=
530 nm i es va determinar mitjancant es-
pectrofotometria .

Mieloperoxidasa. MPO

La MPO és un enzim que es troba a
I'interior dels granuls dels neutrofils poli-
morfonuclears, i la seva determinacio es
va utilitzar com a parametre de infiltracio i
activitat dels neutrofils en el teixit.
Aquest enzim catalitza el pas de peroxid
d’hidrogen a acid hipoclorés. L'acid hipo-
clorés és un potent oxidant amb una gran
capacitat citotoxica, que destrueix els mi-
croorganismes fagocitats pels neutrofils i
que alliberat al medi extracel-lular contri-
bueix a la lesié del teixit inflamat .

El metode es basa en la reaccidé de la
tetrametilbenzidina catalitzada per la
MPO. Es important aconseguir una bona
extraccié del enzim. Per aixo, les mos-
tres es van homogeneitzar en tampo fos-
fat (KH2PO4 0,05M, pH=6; amb bromur
d’hexadecirtrimetilamoni (HTAB) 0,5%) i
posteriorment es van sonicar i van passar
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per 3 cicles de congelacié/descongelacio
en neu carbonica. Després, les mostres
es van incubar a 60°C durant 2 h per tal
d’eliminar els inhibidors de la MPO que
poden afectar a la determinaci6. Des-
prés de la incubacié, es van centrifugar
a 3000-4000 g durant 12 minuts a 4°C i
es va recuperar el sobrenedant “®. A 5
d’aquest sobrenedant se li van afegir 10
pl de reactiu de tetrametilbenzidina 5mg/
ml dissolt en dimetilsulfoxid (DMSO).

Al temps zero (t=0) se li van afegir 70 pl
de tamp¢ fosfat (KH2PO4 8mM, pH=5,4)
que contenia peroxid d’hidrogen 0,05%
i es va determinar la cinetica de la MPO,
llegint la absorbancia durant 3 minuts
cada 15 segons a una longitud d’ona A=
630 nm.

ATP i carrega energética (CE)

La determinacid en teixit hepatic d’ATP,
ADP i AMP, es va utilitzar com a parame-
tre de funcionalitat hepatica "’?. La quan-
tificacio d’aquests nucleotids es va dur a
terme per cromatografia liquida d’alta re-
solucio (HPLC). Les mostres de fetge va-
ren ser homogeneitzades en 10 volums de
HCIO4 al 3,6% i mantingudes a 0.5°C du-
rant 30 minuts. Després d’aquest temps
les mostres varen ser centrifugades a 850
g durant 15 minuts. Els sobrenedant es
van ajustar a pH=6 i després centrifugats
a 14000 rpm. Els perfils de nucleodtids i
productes de degradacio es van obtenir
utilitzant una columna de fase inversa
Spherisob ODS (C18, 5 ym de mesura de
particula, 15x0.4 cm, Teknokroma, Sant

Cugat, Espanya) acoblat a un cromato-
graf liquid 600 (Waters, Milford, MA). Les
separacions dels diferents nucleotids i
productes de degradacio es van realitzar
a A=254nm.

La CE va ser calculada segons la concen-
tracié de nucleotids de I’adenina seguintla
férmula d’ Atkinson: CE=(ATP+0.5xAPD)/
(ATP+ADP+AMP) ",

Interleucina 6 (IL-6)

Per la determinacié de la IL-6 es va ho-
mogeneitzar el teixit hepatic en 2 ml de
tampo Tris HCI 50mM, NaCl 150mM, trit6-
X100 i un cocktail d’inhibidors de protea-
ses (Complete mini, Roche, Suissa). Els
homogenats es van centrifugar a 3000 g
durant 15 minuts a 4°C, i els sobrenedants
es van decantar i es van guardar a -80°C
fins a ser utilitzats per la determinacié de
IL-6 "*". La deteccio de IL-6 es va realitzar
mitjangant un kit comercial de ELISA (rat
IL-6 ELISA kit, Biosource, Camarillo, CA).

Interleucina 10 (IL-10)

Per la determinacio de la IL-10 es va ho-
mogeneitzar el teixit hepatic en 2 mL de
tamp¢ fosfat a 50 mM a pH=6 que conté
PMSF 2mM, antipaina 1mg/mL, leupep-
tina 1mg/mL i pepstatina A 1 mg/mL. Els
homogenats es van centrifugar 100000 g
durant 1 hora a 15°C, i el sobrenedant es
van decantar i es van guardar a -80°C fins
a ser utilitzats per la determinacié de IL-
10.

Es van utilitzar uns kits de ELISA (Amer-
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sham Life Science, UK) que utilitzen an-
ticossos de rata contra IL-10 unit al fons
d’un pouet, anticos biotinat contra IL-10,
un conjugat d’ estreptavidina amb peroxi-
dasa i TMB, amb la posterior lectura de la
absorbancia a 450 nm.

Factor de necrosi tumoral a (TNF-a)

El TNF-a és una de les citosines impli-
cades en la isquéemia-reperfusié hepati-
ca, com ja s’ha comentat anteriorment.
Es una moléecula proinflamatoria que un
cop alliberada al torrent circulatori in-
dueix la sintesi d’altres citosines i quemo-
cines, i regula la expressié de molécules
d’adhesi6 afavorint 'acumul de neutrofils
a I’espai vascular i la seva posterior inte-
raccié amb les cél-lules de I’endoteli vas-
cular.

El TNF-a lliure es va determinar en plas-
ma mitjangcant un kit de ELISA (Biosour-
ce, CA USA) seguint les instruccions del
fabricant.

El TNF-a total, lliure i unit a protei-
nes es va determinar mitjancant un kit
d’immunoassaig competitiu (Chemicon
International, Temecula, CA).

Factor de creixement transformador
(TGF-B)

Per a la determinacio del TGF- en fetge
es va homogeneitzar el teixit hepatic en
1,5 mL de tamp¢ fosfat (50 mM a pH=7,4)
que contenia PMSF 2mM i pepstatina A
1mg/ml a 4°C.

Els homogenats es van centrifugar a

10000 g durant 10 minuts a 4°C, i els so-
brenedant es van decantar i es van guar-
dar a -80°C fins a ser utilitzats per la de-
terminacié del TGF-B actiu. Per mesurar
el TGF-B total (actiu i latent) les mostres
es van acidificar amb HCI 1M i després
es van neutralitzar amb NaOH 1 M. Es va
utilitzar un kit comercial de ELISA (R&D
systems, Minneapolis, USA) "™,

Factor de creixement hepatocitari
(HGF)

Per la determinacié de HGF les mostres
de fetge es van homogeneitzar en un
tampd que contenia Tris (hidroximetil)
aminometa-HCI 20 mM, NaCl 2M, Fluo-
rur de fenilmetilsulfoxid (PMSF) 1 mM,
acid etilendiaminotetraacetic 1 mM i po-
lioxietilensorbita mono-oleat al 0.1%. El
homogenat es va centrifugar a 20000 g
durant 1 hora a 4° C. El sobrenedant es
va guardar a -80° C. En les mostres de
plasma i homogenat es va determinar la
concentracié de HGF mitjangcant un kit
de ELISA comercial distribuit pel Institut

d’lImmunologia de Tokio (Japo) "**

seguint
les indicacions d’investigadors d’aquella

institucio.

Immunohistoquimica de PCNA (Anti-
gen nuclear de proliferacio cel-lular)

L’antigen nuclear de proliferacié cel-lular
(PCNA) és una proteina multifuncional de
32 KDa que s’expressa en grans quanti-
tats al final de la fase G1 i al principi de la
fase S del cicle cel-lular i és essencial per
la progressio6 a través del cicle cel-lular.
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Aquesta proteina forma part de la ma-
quinaria que s’ocupa de la replicacio del
ADN i funciona com proteina accessoria
de la ADN polimerasa & (implicada a la
replicacié del ADN cromosomal) i de la
ADN polimerasa € (implicada a la recom-
binacio i reparacié del ADN ).

La determinacio d’aquesta proteina déna
una idea de la proporci6 de cel-lules que
s'estan dividint. Les mostres de teixit he-
patic es varen fixar en paraformaldehid
tamponat al 4% i passades 24 hores es va-
ren incloure en parafina. A I'ultramicrotom
es varen realitzar tall histologics de 3 pm
de gruix. Els talls es varen desparafinar
amb xilol i es van hidratar amb solucions
d’etanol a concentracions decreixents.

La immunohistoquimica es va realit-
zar mitjancant un kit comercial (DAKO
Envision+System, peroxidasa (DAB);

<

A

Anticuerpo secundario
acoplado a la peroxidasa

2

Dako, Alemanya) seguint les instruccions
del fabricant. En primer lloc es va blo-
quejar la peroxidasa interna de la mos-
tra. Es va incubar amb I’anticos primari
anti PCNA (clone PC10; dilucié 1:20;
Dako, Alemanya). Despres d’incubar amb
I’anticos secundari, les mostres varen ser
tractades amb DAB i el substrat cromo-
gen que donaria un precipitat marr6 a las
cél-lules en divisio (figura 20). Es tenyeixen
els talls amb hematoxilina per donar una
tincid de contrast i es munten el portaob-
jectes.

L'index de marcatge de PCNA es va deter-
minar mitjancant el comptatge de nuclis
tenyits en 30 camps de gran augment. Els
valors es van expressar en percentatge
de cel-lules tenyides respecte al numero
total de hepatocits ™.

DAB

Precipitado marrén

o ami-PCNAQ ®

Nucleo celular
en division

Tincion de contraste con hematoxilina

*

Nucleo celular

que no se divide

Figura 20. Inmunohistoquimica de PCNA.
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Per a I'analisi estadistic s’ha usat el pro-
grama SPSS versié 13.0.

Per a determinar si existeixen diferéncies
estadisticament significatives en les va-
riables analitzades segons el grup expe-
rimental, s’ha realitzat un model d’analisi
de la varianca per a dades no balanceja-
des (Unbalanced ANOVA). El model usat
consta de les variables referents al grup
experimental, a la data de sacrifici i a la
interaccio entre ambdues. Els contrastos
realitzats mitjancant LS-Means que s’han
realitzar han estat tant pels efectes princi-
pals com per a les interaccions.
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Per tal de facilitar la comprensio dels re-
sultats, aquest capitol s’ha dividit en 2
grans parts.

En una primera part varem compa-
rar I’efecte del Pl enfront els grups RH i
RHPR per valorar les consequiéncies del
Pl sobre la funcid i regeneraci6 hepatica.
En una segona part varem comparar el
grup Plamb un nou grup anomenat isque-
mia curta (IC) amb els mateixos objectius.
S’ha preparat un desplegable amb una
sintesi dels resultats a la tapa posterior
d’aquesta tesi per facilitar al lector la vi-
sualitzacié i comprensio dels mateixos.

Per valorar la lesié hepatica es van ana-

litzar I'aspartat amino transferasa (AST)
i 'alanino amino transferasa (ALT), en el
moment del sacrifici, a les 6h, 24h, 3 d i
7 dies.

L’estudi evolutiu d’AST en els quatre mo-
ments estudiats va mostrar una elevacio
inicial molt significativa a les 24 hores en
els grups RH i RHPR. Després d’aquest
aixecament inicial queda palesa una dis-
minucié progressiva de tots els grups,
encara que als 3 dies és més patent als
grups RH i RHPR.

Es a dir, en el grup Pl la lesi6 va ser signi-
ficativament menor en tots els moments
estudiats menys al 7& dia en que varen
ser similars (figura 21).

AST

1600 -

1400

1200

1000 -

800 -

(/L)

600 -

400{ *

200 - *k

RH
== RHPR

*Pl vs RH p< 0,0001
**Pl vs RHPR p< 0,0001

> Pl

20 30 40 50

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

HORES

Figura 21. Evolucio en el temps d’AST segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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També com a parametre de lesio hepatica
varem analitzar I’alanino amino transfe-
rasa (ALT). EI comportament d’aquesta
transaminasa guarda moltes similituds
amb AST. Una elevaci6 inicial a les 6 h
amb un pic maxim en tots els grups a les
24 hores, perd que en el cas dels grups
RH i RHPR so6n estadisticament significa-
tives si es compara amb el grup PI. A par-
tir d’aquest moment, la davallada és molt
clara en tots els grups fins al 7¢& dia sense
diferéncies entre grups (figura 22).

Posteriorment es va estudiar I'efecte del

precondicionament isquémic sobre la
peroxidacio lipidica i la infiltracié de neu-
trofils mitjancant les determinacions de
I’acid malondialdehid (MDA) i I'activitat
de la mieloperoxidasa (MPO), respectiva-
ment. En cap dels moments de I'estudi,
6h, 24 h, 3 dies i 7 dies no es van trobar
diferéncies significatives del grup precon-
dicionat enfront els grups d’animals no
precondicionats (grup RH i grup RHPR) ni
pel que fa a MDA ni a MPO (figura 23 i 24).

Per tal d’avaluar la reserva energética,
també com a parametre de funcionalitat
hepatica, es van analitzar els nivells de I’

ALT

900

800 -

700 -

600 -

500 *

(/L)

400 -

300 -

*

200 -

100 -

RH
m=» RHPR

*Pl vs RH p< 0,0001
**Pl vs RHPR p< 0,0001

> Pl

0-

="

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

HORES

Figura 22. Evolucio en el temps d’ ALT segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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MDA
301 RH
m=» RHPR
25 = P|
z 20
£
g 15
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P‘dh‘—.? e
0- —Q
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MPO
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*.
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Figura 23 i 24. Evolucio en el temps de MDA i MPO segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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ATP
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*Pl vs RH p< 0,001
**Pl vs RHPR p< 0,0001
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Figura 25. Evolucié en el temps d’ATP segons el grup experimental i el moment del sacrifici.

ATP i de la carrega energetica (CE). Pel
que fa referencia a I’'ATP, el grup RH era
el que mostrava uns nivells més alts en
tots els moments de I'estudi menys a les
24 h en que era el grup Pl el que presen-
tava uns nivells significativament més alts
(figura 25).

Pel que fa a la CE aquesta també era més
alta en el grup Pl a les 24h, mentre que
als 3 dies tornava a ser el grup RH el que
presentava uns nivells més alts sense arri-
bar a la significacio. Als 7 dies, els valors
als 3 grups varen ser similars (figura 26).

Interleucina 6 (IL-6)

Els nivells de IL-6 a les 6 hores, eren
superiors als animals del grup sotmés a
precondicionament isquemic respecte al
grup RH i RHPR. A les 24 h, només es
mantenien les diferencies entre el grup PI
i el grup RH. A la resta de moments, als 3
i 7 dies, no existien diferencies entre cap
dels grups d’estudi (figura 27).

Interleucina 10 (IL-10)
Contrariament a IL-6, els nivells de IL-
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CE

*%
u *
0.8 *Pl vs RH p< 0,0001 RH
**PI vs RHPR p< 0,0001
m=» RHPR
> Pl
0,6 -
g 04 —0
—e
0,2 -
0,04 .

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
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Figura 26. Evolucio en el temps de la CE segons el grup experimental i el moment del sacrifici.

IL-6
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* **Pl vs RHPR p< 0,0001
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Figura 27. Evolucio en el temps de la IL-6 segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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IL-10

1400 -

1050 -

900
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(pg / mg prot)

600 -
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300

RH
m=» RHPR

*Pl vs RH p< 0,05

> Pl
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Figura 28. Evolucio en el temps de la Isegons el grup experimental i el moment del sacrifici.

10 sén inferiors en el grup Pl enfront els
altres dos grups en tots els moments de
I’estudi, sent perd0 aquestes diferéncies
nomeés significatives entre el grup Pl i el
grup RH a les 24h (figura 28).

Factor de necrosi tumoral-a ( TNF-a)

Els nivells de factor de necrosi tumoral-a
(TNF-a) a les 6 hores mostraven uns va-
lors inferiors en el grup Pl enfront el grup
RH
mantenien les diferéncies del grup Pl en-

i RHPR. A les 24 hores, només es

front RHPR. Als 3 dies, no existeixen di-
feréncies en el nivells de TNF-a entre cap
dels grups d’estudi. Contrariament, als 7
dies, tornaven a apareixer diferéncies en-
tre el grup Pl i el grup RH (figura 29).

Per tal d’avaluar la regeneracié hepatica
es van determinar dos factors de creixe-
ment (TGF-B i HGF) i un index de prolife-
racio cel-lular (PCNA).

Factor de creixement transformant-f3
(TGF-B)

Els nivells tissulars del primer factor de
creixement mesurat, el factor de creixe-
ment transformador B (TGF-B), varen ser
significativament inferiors al grup PI al
comparar-lo amb el grup RHPR a les 6
hores. A les 24 hores, no existien diferéen-
cies en els nivells de TGF-B entre cap
dels grups. Als 3 dies, tornen a posar-se
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TNF-a

600 - *Pl vs RH p< 0,05 RH
**P| vs RHPR p< 0,05
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Figura 29. Evolucié en el temps de TNF-a segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 30. Evolucio en el temps de TGF-B segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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en evidéencia diferencies, ara entre el grup
Pliel grup RH. Als 7 dies no existien di-
feréncies entre cap dels grups (figura 30).

Factor de creixement hepatocitari
(HGF)

L'estudi evolutiu del HGF en els quatre
moments estudiats va evidenciar una
elevacio inicial molt important d’aquest
factor de creixement en el grup d’animals
precondicionats mostrant posteriorment
un descens molt significatiu a partir de
les 24 h. Els altres dos grups mostren una
petita elevacio als nivells de HGF a les 24
h (figura 31).
Antigen de cel-lular
(PCNA)

El percentatge de cel-lules en proliferacio

proliferacio

només es va mesurar ales 24 h, 3diesi7
dies de la intervenci6 quirurgica.

Pel que fa a I’estudi evolutiu del PCNA,
tots els grups mostren una elevacio inicial
a les 24 h, mostrant un pic als 3 dies el
grup Pl mentre que els altres dos grups
RH i RHPR ja mostren un descens a partir
de les 24h (figura 32).

A la figura 33 es mostren talls seleccio-
nats de l'activitat de I'antigen de proli-
feracid cel-lular (PCNA) en els grups no
precondicionats (A) i precondicionats (B)
als 3 dies i 7 dies, respectivament. Que-
da palés el major percentatge de cél-lules
tenyides.

HGF
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m» RHPR

*Pl vs RH p< 0,05
**Pl vs RHPR p< 0,05
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Figura 31. Evolucié en el temps de HGF segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 32. Evolucio en el temps de PCNA segons el grup experimental i el moment del sacrifici.

Figura 33. Activitat de I’antigen de proliferacio cel-lular (PCNA) als grups no precondicionats (A) i precondicionat (B) als 3 dies (superior) i als 7 dies (inferior) del

procediment quirdrgic.
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Segona part: Estudi comparatiu entre
el grup Pliel grup IC.

Donades les troballes en el primer estudi,
en que existien diferéncies estadistica-
ment significatives entre el grup PIi RHPR,
i que els canvis en la cirurgia experimen-
tal entre els dos grups era I’aplicacié pre-
via de 10 min d’isquemia seguits de 10
min de reperfusié abans de I'aplicacio de
la maniobra de Pringle durant la reseccio,
varem decidir realitzar un grup al que va-
rem anomenar isquémia curta (grup IC)
en el qual només varem aplicar els 10 min
d’isquéemia i posteriorment els 10 minuts
de reperfusié. Al finalitzar aquest temps
varem realitzar la reseccio sense cloure
I’hili hepatic.

Pel que fa a lestudi evolutiu d’AST,
el grup Pl mostra una menor elevacio
d’aquest enzim respecte al grup IC a les
6 i 24 h, amb una disminucid progressiva
d’ambdds grups a partir del 3er dia (figura
34).

Pel que fa a I’estudi evolutiu d’ALT, el grup
Pl va mostrar uns valors lleugerament in-
feriors al grup IC a les 6 i 24 hores, amb
una disminucié en ambdds grups a partir
de les 24 h (figura 35).
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Figura 34. . Evolucio en el temps d’AST segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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ALT
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Figura 35. Evolucio en el temps d’ALT segons el grup experimental i el moment del sacrifici.

4.7. EFECTE DEL PRECON-
DICIONAMENT ISQUEMIC
SOBRE L’ESTRES OXIDATIU
ENFRONT EL GRUP IC

En cap moment de I’estudi van existir di-
ferencies significatives pel que fa referén-
ciaala MDA iala MPO, entre el grup Pl i
el grup IC (figura 36 i 37).

4.8 EFECTE DEL PRECON-
DICIONAMENT ISQUEMIC
SOBRE LA RESERVA ENER-
GETICA ENFRONT EL GRUP
IC

Pel que fa referencia a I’ATP, a les 6 hores
no existien diferencies significatives entre
el dos grups. En canvi a les 24 hores, el
grup PI mostrava uns valors significativa-
ment superiors al grup IC. Contrariament,
als 3 dies el nivells d’ATP eren estadis-

ticament superiors al grup IC enfront el
grup PI. Als 7 dies, no existien diferéncies
significatives entre els dos grups ™%,

Pel que fa referencia a la carrega energéti-
ca només a les 24 h el grup Pl mostrava
uns valors significativament superiors al

grup IC (figura 39).

4.9. EFECTE DEL PRECONDI-
CIONAMENT ISQUEMIC SO-
BRE L'ALLIBERAMENT DE
CITOQUINES PRO | ANTIIN-
FLAMATORIES ENFRONT IC

Interleucina 6 (IL-6)

El grup PI mostrava uns uns valors esta-
disticament superiors al grup IC en tots
els moments de I’estudi menys al sete dia
(figura 40).

67



4. RESULTATS

MDA
107 = |C
9+ > Pl
8_
—_— 7-
g ®
g 5
4_
3_
2_
14
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
HORES
MPO
50+ = |C
> Pl
40
5 301
g
3
20
10
ﬂ
04

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

HORES

Figura 36 i 37. Evolucio en el temps de MDA i MPO segons el grup experimental i el moment del sacrifici.

68



4. RESULTATS

1600 -

1400

1200 -

1000 -

(umol/g)

800 -

600 -

400 -

200 -

0-

ATP

*Pl vs IC p< 0,003

= |C

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

HORES

Figura 38. Evolucié en el temps d’ATP segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 39. Evolucio en el temps de la CE segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 40. Evolucié en el temps d’ IL-6 segons el grup experimental i el moment del sacrifici.

Interleucina 10 (IL-10)

Pel que fa referencia a la IL-10 els valors
eren estadisticament inferiors al grup PI
enfront el grup IC a les 6 i 24 h, sent simi-
lars a la resta de moments (figura 41).

Factor de necrosi tumoral a (TNF-a).
Només als 3 dies existien diferéncies sig-
nificatives entre el grup Pl i el grup IC,
sent similars a la resta de moments estu-
diats (figura 42).

Factor de creixement transformant-f3

(TGF-B)

Als 3 dies, existien diferencies significa-
tives del grup Pl enfront el grup IC, sent
similars a la resta de moments estudiats
(figura 43).

Factor de creixement hepatocitari
(HGF)

L’estudi evolutiu d’HGF va evidenciar uns
valors superiors en el grup Pl amb un
descens progressiu en ambdos grups a
partir de les 24 hores (figura 44).

index de proliferacié cel-lular (PCNA)
En I'estudi evolutiu del PCNA es va evi-
denciar, en el grup Pl un pic de PCNA a
les 24 h amb un descens posterior men-
tre que el grup IC el mostrava als 3 dies
el pic maxim amb un descens progressiu
posterior "%
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Figura 41. Evolucio en el temps d’ IL-10 segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 42. Evolucié en el temps de TNF-a segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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TGF-B
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Figura 43. Evolucio en el temps de TGF-B segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 44. Evolucio en el temps del HGF segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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Figura 45. Evolucié6 en el temps del HGF segons el grup experimental i el moment del sacrifici.
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5. DISCUSSIO

En el nostre estudi, el precondicionament
isquemic demostra la seva capacitat per
disminuir la lesié hepatocitaria mesura-
da pels nivells de transaminases -AST i
ALT, fet que referma la validesa del model
utilitzat i és consistent amb les troballes
d’altres estudis experimentals que apli-
quen diferents periodes d’isquémia "**""?.

Pel que fa als treballs publicats en rose-
gadors que estudien I’efecte del Pl sobre
la lesié hepatica, la majoria apliquen tam-
bé 10 minuts d’isquémia seguits de 10
minuts de reperfusié pero posteriorment
apliquen uns temps d’isquémia superiors
als nostres "**™”, Encara que, en la ma-
jor part dels estudis la isquemia és par-
cial i realitzen les determinacions als 90
minuts de reperfusié ®'”. Aixd és degut
a que aquests estudis pretenen forcar el
model amb la intencié de poder descriu-
re els mecanismes pel quals el PI ofereix
I’efecte protector sobre la lesié hepatica.
El nostre model, molt més proper a les
condicions cliniques, també obté resul-
tats en el mateix sentit, pel que fa a la le-
si6 hepatica, fet del que es podria deduir
que els mecanismes pels quals s’assoleix
I’efecte beneficidés deuen ser similars. Pel
que fa al periode de PI a aplicar, alguns
autors defensen que existeixen periodes
de precondicionament especifics segons
el percentatge de parénquima clos i la du-
rada de la isquémia hepatica .

L’efecte que el Pl comporta ha estat am-
pliament estudiat. Darrerament, s’han tro-

bat diferencies en quant a la proteccio
depenent de I’edat de I’animal. Selzner

i col-laboradors "*?

en un model experi-
mental d’isquemia parcial (70%) durant
60 minuts, troben diferéncies en la pro-
teccié sobre la lesidé hepatica que ofe-
reix el precondicionament isquémic, tal
i com nosaltres I'apliquem, en funcié de
la edat de I'animal. Atribueixen aquestes
diferencies a una disminucié dels nivells
d’ATP i del glicogen en les rates adultes,
i conclouen que en els animals joves el PI
els protegeix, fet que queda demostrat al

disminuir les transaminases.

En un estudi dut a terme per Peralta i

@ utilitzant un model simi-

col-laboradors
lar al nostre, en el grup al que s’aplicava
un temps d’isquémia de 15 minuts des-
prés d’aplicar el Pl, no troben diferéncies
en els valors de transaminases respecte
als animals en que no s’aplicava el Pl. En
aquest cas, les determinacions dels en-
zims hepatics es van fer als 90 minuts de
reperfusio, i potser aquest termini és mas-
sa curt per posar en evidencia la lesio he-
patica en forma de nivells serics de d’ALT
o0 AST. En el nostre estudi queda ben clar,
que a les 6 hores els nivells serics de
transaminases son significativament més
baixos al grup d’animals sotmesos a PlI.

Aprofundint en els nostres resultats,
veiem que el pic maxim d’AST en el fetge
isquemic és entre les 6-24 h de reperfu-
sio presentant un descens progressiu fins
arribar a valors normals entre el 3er. i el
7¢. dia, resultats similars han trobat Ya-

(127)

mada i col-laboradors quan apliquen
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40 minuts d’isquemia després del PI. Ells
troben relacié entre el temps d’isquemia
aplicada, el pic maxim d’ ALT i el temps
de retorn al seu valor basal . S’ha de dir
perd que quan apliquen major temps
d’isquéemia, és a dir, per sobre de 60 mi-
nuts, el Pl no va mostrar proteccié enfront
la lesié hepatica.

En humans, Clavien i col-laboradors van
ser els primers que van mostrar que el PI
disminueix la lesié per I/R després d’una
resecci6 hepatica "*. Posteriorment s’han
publicat altres estudis randomitzats sobre
Pl en humans. Entre els més destacables
en trobem 6 que apliquen Pl en hepa-
tectomies i 5 en trasplantament hepatic.
Respecte a la reseccid hepatica, diversos
estudis constaten la efectivitat del PI (10
minuts d’isquémia seguits de 10 minuts
de reperfusid) enfront la lesié per I/R he-
patica utilitzant uns temps d’isquéemia si-
milars als nostres i obtenint uns resultats

s|m||aI’S (19, 709—111,129).

Existeixen, pero dos estudis randomitzats
en que els nivells d’AST van ser discre-
tament superiors en els fetges precondi-
cionats respecte als no precondicionats,
sense que aquestes diferencies fossin
significatives “*’*”.Un dels estudis com-
para el grup Pl enfront I'oclusié intermi-
tent " mentre que I’altre ho fa contra un
grup sotmés a exclusié vascular total .
En I'estudi de Petrowsky i col-laboradors
712 el fet d’aplicar el Pl va comportar una
menor pérdua sanguinia i un temps de
transecci6 de parenquima més curt.

D’altra banda, existeix un estudi clinic en

que I'aplicacié del Pl enfront I’ oclusid
intermitent mostra uns resultats similars
quan s’aplica una isquémia curta pero,
I’oclusié intermitent va mostrar una major
proteccid si la isquémia aplicada poste-
riorment superava els 40 minuts "*”.

Pel que fa referencia al camp del trans-
plantament hepatic, tot i que, resultats
preliminars experimentals han suggerit
beneficis del Pl en el transplantament
hepatic, I'aplicacié clinica han mostrat
resultats controvertits. Existeixen varis
estudis clinics, alguns d’ells mostren que
el Pl millora la funcié hepatica mesurada
amb els nivells de transaminases "?*'*"
altres creuen que tot i que, millora la to-
lerancia a la isquéemia, empitjora la funcié
primaria de I’empelt . | per ultim, altres
creuen que el Pl no comporta cap millo-
ria i els nivells de transaminases sén més
alts en el grup precondicionat "*” sense
que aixo esdevingui consequiencies clini-
ques adverses.

No s’ha pogut demostrar cap efecte del
Pl sobre I'estres oxidatiu, mesurat per
lactivitat malondialdehid o [Pactivitat
mieloperoxidasa. Altres estudis han de-
mostrat variacions a aquest nivells amb
grup d’animals sotmesos a precondi-
cionament isquémic “"*, el nostre dis-
seny té diferencies substancials que po-
drien explicar aquestes troballes. Ara bé,
aquests estudis s’han fet en el camp del
trasplantament d’organs, on els temps
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d’isquémia sén molt més llargs —en molts
casos arribant a les 24 hores-. Pel con-
trari, en el nostre disseny experimental el
temps d’isquemia es molt curt, practica-
ment inexistent, motiu pel qual pensem
que el precondicionament isquemic ha
estat incapac de modificar els parame-
tres d’ estres oxidatiu.

L’aplicacié del Pl va mostrar una petita
millora sobre els parametres de reserva
energetica (ATP i CE) igual que d’altres
estudis que apliqguen majors temps
d’isquémia """, Contrariament, Peralta i
col-laboradors van trobar que als animals
als que s’aplicava el Pl presentaven ni-
vells molt més alts d’ATP que els animals
controls encara que les determinacions
es realitzaven a una fase de reperfusio
precoc ™? mentre que nosaltres la prime-
ra determinacié es realitza a les 6 hores.

Els mecanismes pels qual el precondi-
cionament isquémic doéna lloc a la pre-
servacio d’ATP no estan ben establerts.
Nivells baixos d’ATP i CE indiquen una
lesio isquémica greu i poden predisposar
a uns pobres resultats funcionals o bé, a
un curs postoperatori complicat “?. El PI
durant la isquémia sostinguda és capac
de reduir la degradacié d’ATP i la glucoli-
si, aixi com, disminuir la formaci6é d’acid
lactic. De fet alguns autors creuen que
la preservacié d’ATP resulta de la dismi-
nucié de I'us, suggerint que el precondi-

cionament podria promoure mecanismes
d’estalvi d’energia .

En el nostre estudi hem trobat que el
grup RH mostra uns valors d’ATP esta-
disticament superiors respecte als altres
dos grups (Pl i RHPR), excepte a les 24
h on el grup Pl mostra uns valors supe-
riors d’ATP respecte a RH, RHPR i a IC,
resultats similars als trobats a un estudi
de Ofluoglu i col-laboradors ™ que no-
meés estudien els valors d’ATP i CE a les
24 hores de reperfusio.

Pel que fa a la CE, el grup Pl mostra
uns valors superiors respecte al grup
RH, RHPR i al grup IC només 24 hores.
Es a dir, en els moments més propers a
I’aplicacié de la isquemia, de forma simi-
lar a altres estudis "*?.Aixi doncs, només
trobem diferéncies pel que fa a la reserva
energetica en les primeres 24 h de la re-
perfusio. El que hem pogut observar és
que segons els canvis en les concentra-
cions d’ATP en el teixit hepatic, la carrega
energetica en el fetge mostra una millor
recuperacio en el grup al que se li aplica
el precondicionament isquémic.

Resultats similars als nostres ha trobat

™ Ells no

Franco-Gou i col-laboradors
van trobar diferéncies en el metabolisme
energetic (ATP, nucleotids de I'adenina,
ATP/ADP i carrega energetica) en els ani-
mals precondicionats enfront els no pre-
condicionats, i aixd podria ésser degut
als diferents models experimentals utilit-

zats en els diferents estudis.
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Una possible explicacié d’aquesta di-
ferencia de resultats amb altres autors
pot ser degut a que els grups que presen-
ten una major regeneracié hepatica con-
sumeixen més ATP, tot i que inicialment
els nivells sén més elevats tant de CE
com d’ATP al animals sotmesos a PlI, a
la part final de I'estudi disminueixen molt
respecte al grup RH i RHPR.

Encara que no s’han detectat diferéncies
en I'estrés oxidatiu, si que s’han detectat
diferéncies a alguns marcadors d’activitat
inflamatoria, e indirectament de regene-
racio, com poden ser les interleucines 6 i
10 i el factor de necrosi tumoral-a.

Pel que fa referéncia a la IL-6 els nivells
tissulars a les 6 h son significativament
superiors en el grup d’animals sotmesos
a precondicionament enfront el grup RH
i RHPR, mentre que a les 24 h només es
mantenen aquestes diferencies enfront el
grup RH. Sén resultats similars als trobats
per d’ altres autors "**'*” que ja havien su-
ggerit que IL-6 atenua la lesié hepatica
en rosegadors ", La IL-6 té propietats
antiinflamatories probablement relacio-
nades amb una reducci6 de l'alliberacio
de TNF-a "® perd també és un impor-
tant mediador de proliferacié hepatoci-
taria ""*'*”. Existeixen estudis en models
d’hepatectomia parcial que han demos-
trat que I’ inici de la resposta regenerativa
depén d’una activacio precog dels factors
de transcripcio IL-6 i TNF-a "*'%,

Crida I'atencio que tots els grups menys
el grup RH tenen el pic maxim de IL-6 a
les 24 hores per anar disminuint poste-
riorment, mentre que el grup RH que té
el pic maxim als 7 dies. Una possible hi-
potesi que explicaria aquest fet, és que
donat que la regeneracié hepatica depén
d’una activacio de I'lL-6, els grups que
presenten una regeneracié hepatica ma-
jor inicial, son els que també tenen una
elevacio més preco¢ d’aquesta interleu-
cina. Contrariament, el grup RH que té
una elevacio de la IL-6 més tardana tam-
bé presenta la regeneracioé hepatica més
tardanament.

Pel que fa referencia a IL-10, els nostres
resultats no sén consistents amb els tro-
bats per d’altres autors
majors temps d’isquémia. En el nostre

que apliquen

cas, els nivells d’'IL-10 sén significati-
vament més baixos al grup Pl quan es
comparen amb els obtinguts a la resta de
grups (RH,RHPR,IC), sent aquestes di-
ferencies significatives amb tots els grups
ales 24h.

La IL-10 és una citosina antiinflamatoria
important per la supervivéncia dels ani-

mals “*/

perd nomeés existeix un estudi ex-
perimental que tracta de I'’efecte de I'lL-10
enddgena sobre la lesio per I/R ™. Una
de les funcions d’aquesta citosina és la
inhibicio del factor de transcripcié NF-k(
mentre que el Pl a llarg termini activa
aquest factor de transcripcio. Podria ser
doncs, que el Pl activés NF-k3 mitjancant

la inhibici6 de IL-10.
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En el cas de TNF-q, si bé esta ben esta-
blert el seu paper perjudicial en la lesio
per I/R hepatica, tan local com sistemi-
ca. S’ha observat que aquest mediador
és vital en processos de regeneracio he-
patica 7. Després d’un periode d’I/R es
produeix un augment d’aquesta citosina
ales6i24h™,

Els animals sotmesos a Pl en el nostre es-
tudi mostren una disminucié dels nivells
d’aquesta citosina gairebé en tots els
moments de I'estudi, igual que han trobat
. De fet estudis duts a
terme en models d’isquémia normotermi-

altres autors “**'*"

ca hepatica indiquen que el PI, redueix la
lesié hepatica i pulmonar associada a la
|/R (116)

Per altra banda, la restauracié de la mas-
sa hepatica després d’una hepatectomia
parcial del 70% esta controlada per una
complexa interrelacié de citosines, fac-
tors de creixement i de I'estat metabolic.
Dos reguladors d’aquest escenari de re-
generacido hepatica reconeguts sén les
citosines IL-6 i TNF-a "™,

Clavien i col-laboradors en un dels seus
estudis reconeixien que nivells alts de
IL-6 després d’una reseccidé hepatica en
humans es correlacionaven amb uns ni-
vells de transaminases més baixos i uns
resultats beneficiosos 7. Alguns estudis
mostren que IL-6 és necessaria per la in-
duccio de la regeneraci6 hepatica in vivo,
i aquest efecte és depenent de TNF-a
que actua com a mediador.

La IL-6 actua directament en els hepato-
cits induint la senyal transductora i acti-

vadora de transcripcio-3 (STAT-3) al nucli
causant una activacio genética primeren-
ca i la mitosi "*. L’activacié d’STAT-3 per
IL-6 inicia una cascada d’esdeveniments
que porten a la progressié a través del
cicle cel-lular culminant en la sintesi de
ADN i posterior mitosi cel-lular ™.

Per tant, es fa evident que el precondicio-
nament millora la resposta inflamatoria, i
que d’aquesta forma s’afavoreix la rege-
neracio hepatica.

Una troballa sorprenent del nostre es-
tudi ha estat el diferent comportament
del dos factors de creixement analitzats,
TGF-B i HGF. Per una banda, el Pl sem-
bla dismi—-nuir la preséncia de factor de
creixement transformador- (TGF-B), en-
cara que el factor de creixement hepatic
(HGF), té un comportament diametral-
ment oposat. Nombrosos estudis han
demostrat que el HGF promou la regene-
racié hepatica ™*"*”. Yamada et al ™" van
ser els primers que van mostrar que el Pl
té la capacitat d’augmentar la regenera-
cié hepatica del fetge.

El que és ben evident és que els nivells
de factor de creixement hepatic, un fac-
tor de creixement molt més especific son
sempre superiors en el grup d’animals
precondicionats i aquesta dada es manté
al llarg de tot I'estudi.
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Potser la troballa més solida d’aquest
estudi es la notable diferencia en el per-
centatge d’activitat de I'antigen de proli-
feracio cel-lular en els grups estudiats. De
forma molt homogeénia, en tots els animals
sotmesos a precondicionament isquemic
el percentatge d’activitat de I’antigen de
proliferacio cel-lular és significativament
superior als 3 i 7 dies, que el trobat en
els animals no precondicionats. Resultats
similars son trobats a altres estudis en
que es van aplicar temps d’isquémia més
llargs ™*'*?. Contrariament als nostres re-
sultats, existeix un estudi experimental en
el camp del transplantament hepatic que
mostra uns resultats totalment oposats
als nostres, donat que I'aplicacié del PI
va comportar una menor regeneracio he-

patica i una menor activitat en el PCNA
(154)

Sabem, que I’estat energetic de la cél-lula
és un factor que influeix en la capacitat re-
generativa del fetge, donat que resultats
obtinguts en un model d’hepatectomia
parcial van mostrar que la regeneracid
hepatica estava fortament lligada als ni-
vells d’ATP del fetge remanent. Pero al
nostre model les diferencies amb els ni-
vells d’ATP i de la CE sén minimes, pel
que, segurament existeixen altres vies
que afavoreixen la regeneracid hepatica,
com han suggetit Franco-Gou i cols ™.

El TGF-B és un inhibidor de la sintesi de
ADN hepatocitari i antagonitza els efectes
estimuladors del HGF durant la regenera-
cié hepatica in vitro i en models experi-
mentals d’hepatectomia parcial "™,

També s’ha de dir, que alguns estudis han
demostrat que I'administracié intraveno-
sa de TGF-f inhibeix la fase precog de la
regeneracio hepatica després d’una he-
patectomia en rosegadors.

Hi ha autors pero, que han trobat un efec-
te negatiu del PI sobre la regeneracio he-
patica després d’una hepatectomia par-
cial del 70% amb un temps d’isquémia
total de 30 minuts ""”. Aquests resultats
s’han volgut explicar per la congestio es-
plancnica que comporta I'oclusi¢ total
del pedicle portal, hipotesi que no podem
corroborar amb el nostre estudi donades
les nostres troballes.

Aixi doncs, una dada que s’obté del nos-
tre estudi és que el precondicionament
isquémic podria induir la regeneracio he-
patica, mesurada per la activitat del factor
de creixement hepatic i per I'activitat de
I’antigen de proliferacié nuclear (PCNA).
Encara que aquestes troballes son evi-
dents, queden per aclarir quins son els
mecanismes pels quals es produeix
aquest efecte.
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6. CONCLUSIONS

Les conclusions de la present tesi son que en un model experimental de reseccio
hepatica del 70 % el precondicionament isquemic:

1. Protegeix enfront la lesié per I/R hepatica.

2. Modula la resposta inflamatoria al llarg de tot I'estudi.

3. Afavoreix la regeneracio hepatica activant el factor de creixement hepatic i ac-
celerant la proliferacié cel-lular.
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