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1.- INTRODUCCION

1.1. Conceptos fundamentales en el estudio del
trasplante hepatico.

1.1.1. Recuerdo historico del trasplante hepdtico.

Los primeros trasplantes de érganos datan de principios del siglo
XX, cuando en 1902, Ullmann autotrasplantd el rindn de un perro a los
vasos de su cuello. Diversos estudios experimentales fueron realizados
posteriormente, pero no fue hasta los anos cincuenta, en que se realizd
el primer trasplante exitoso. De modo que en la década de los
cincuenta se iniciaron las bases cientificas del trasplante. Hasta esa
época, el desarrollo de la cirugia vascular con Jaboulay y Carrel
permitid poner a punto una correcta técnica de anastomosis vascular
con el imperativo de garantizar una buena revascularizacion del
organo. El desarrollo de la cirugia vascular permitié iniciar el frasplante
de un érgano de un animal a otro mediante la extraccidn en el primero
e implante en el segundo, respetando las estructuras vasculares para su
posterior anastomosis, revascularizacion y funcionamiento del érgano.
Asi, en 1955 Cannon realizé el primer trasplante heterotépico de higado,
seguido de Goodrich en 1956. En 1959, Welch y Moore en Boston y Starzl
en Chicago redlizaron trasplantes ortotépicos de higado en perros
obteniendo una supervivencia entre cuatro dias y dos semanas.

El primer intento de trasplante hepdtico humano fue realizado en
Denver (USA) en 1963 por Thomas E. Starzl (1), pero no fue hasta 1967 en
que el mismo grupo obtuvo una supervivencia prolongada gracias al
trasplante  hepdtico en una nina de dos anos afecta de

hepatocarcinoma (2). En Europa, Calne llevdé a cabo el primer



trasplante en 1968 en Cambridge (Gran Bretana) con una supervivencia
de once semanas (3). En Espana, los doctores Margarit y Jaurrieta
realizaron el primer trasplante hepdtico en el Hospital de Bellvitge
(Barcelona) en el ano 1984 (4), y desde ese momento hasta finales del
2000 se han llevado a cabo mds de 7700 trasplantes hepdticos en todo
el pais (5).

Después de varias decenas de frasplantes hepdticos en todo el
mundo, los primeros resultados obtenidos eran desalentadores, con una
supervivencia global al ano entre 17% y 30% segun los grupos. Los
problemas mds destacados en aqguella época, que explicaban la alta
incidencia de mortalidad operatoria, eran la elevada frecuencia de
infecciones, sobre todo septicemias, neumonias e infecciones
intraperitoneales, y las complicaciones biliares secundarias a
anastomosis biliodigestivas o biliobiliares poco seguras. Sin embargo,
algunas supervivencias prolongadas demostraron que la operacion era
practicable y tenia un valor clinico. Las indicaciones para el tfrasplante
eran entonces las siguientes: la atfresia de vias biliares en los ninos
pequenos Yy lactantes, la insuficiencia hepatocelular crénica terminal,
las lesiones hepdticas malignas y la insuficiencia hepatocelular aguda
grave debida a una hepatitis virica o téxica. Sin embargo, algunas de
estas indicaciones eran discutidas, como la dificil situacién de la cirrosis,
con los grandes trastornos de la coagulaciéon y la presencia ineludible
de hipertension portal, o se ponia en duda si la lesion maligna podia
recidivar con el tratamiento antirechazo. Ademds, era necesario
progresar en las técnicas quirdrgicas y en las medicaciones
inmunosupresoras para que el trasplante hepdtico tuviera una amplia

aplicacion clinica.
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1.1.1.1. Aparicion de la inmunosupresion.

Los obstdculos mds importantes para el desarrollo exitoso del
trasplante fueron: las dificultades de la técnica quirdrgica, la necesidad
de hallar liguidos de preservacion mds eficaces que permitieran
aumentar el tiempo disponible para preparar el receptor y realizar la
intervencién en condiciones Optimas, el dificli manejo anestésico
infraoperatorio, la aparicion constante del rechazo del injerto en el
postoperatorio y las complicaciones infecciosas. El constante progreso
en los aspectos quirdrgicos y anestésicos, pero sobre todo el
descubrimiento en 1976 de la ciclosporina (agente inmunosupresor
potente y selectivo que blogquea la respuesta inmunoldgica al rechazo),
constituyen las razones fundamentales de la mejoria de los resultados
(6). La introduccidon de la ciclosporina en la prdactica clinica por Calne y
White en 1978 demuestra la gran utilidad de esta nueva droga
inmunosupresora en |la profilaxis y tratamiento del rechazo. A partir de
1982, se incorpord en todos los protocolos de inmunosupresidon a escala
mundial como terapéutica Unica o asociada a otras drogas
inmunosupresoras, lo que permiti® que el frasplante hepdtico se
convirtiera en un elemento terapéutico aceptado mundialmente a
partir de 1983 en el Consensus Development Conference (National
Institute of Health, USA) (7) y definitivo en el tratamiento de las

enfermedades hepdticas terminales.

1.1.1.2. Periodos cronoldgicos segun la supervivencia.

A partir de 1988 fueron obtenidos los mejores resultados en los
diferentes centros, alcanzando una supervivencia al ano que oscilaba

entre el 80 y el 20%. Estas cifras contrastaban con las obtenidas antes de
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esa fecha con una supervivencia alrededor del 30% al ano del
trasplante. Ademds, la calidad de vida de los pacientes en general era
buena, pudiendo realizar una vida estrictamente normal en mds de dos
terceras partes de los pacientes (8, 9).

En Europa, segun el informe del European Liver Transplant Registry
publicado en 1997 (10), se analizaron los resultados de 24.564 trasplantes
hepdticos en dos periodos separados:

- De 1968 a 1987, la supervivencia en 2007 pacientes trasplantados
es del 53% a un ano y del 42% a los cinco anos. La supervivencia del
injerto (sobre 2207 injertos) es de 48% al ano y 37% a los 5 anos del
trasplante.

- De 1988 a 1996, el porcentaje de supervivencia de 19.381
pacientes al ano del trasplante se cifra en 76% y a los cinco anos en
65%. Paralelamente la supervivencia del injerto (22.036 injertos) al ano es
de 67% y alos cinco anos de 56%.

Estos buenos resultados del trasplante hepdtico derivan en el
aumento de las indicaciones médicas del trasplante, lo que condiciona
a su vez el aumento de las listas de espera; los riesgos principales para
un candidato se han cenfrado bdsicamente en: sufrir una recidiva de la
enfermedad inicial en el injerto, bien sea una enfermedad maligna o
una cirrosis posthepatitica, o fallecer debido al agravamiento de la
enfermedad antes de poder ser trasplantado. Esta Ultima situacion se
debe al aumento del nimero de pacientes en lista de espera para
recibir un érgano, que no ha sido seguida de un aumento de la oferta
de oérganos. En este contexto, se discuten las situaciones “limite” tales
como los frasplantes en pacientes con cirrosis de origen etilico o con
una enfermedad maligna, o se intenta indicar de forma muy precisa el
momento éptimo para el trasplante en las enfermedades hepdticas

cronicas.
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1.1.1.3.- Evolucién del trasplante hepdtico en Espana.

El nimero de trasplantes hepdticos realizados en Espana ha
aumentado considerablemente desde principios de 1990 hasta la fecha.
Desde 1984 hasta el ano 1990, por ejemplo, se han realizado 407
trasplantes de higado, mientras que durante el ano 1990 se realizaron
313 trasplantes hepdticos y a partir de ese momento se presentd un
aumento pavulatino y sostenido de la actividad trasplantadora

llegdndose a transplantar casi 1000 higados en 1999.

Figura 1: Evolucién de los trasplantes hepdticos en Espana desde 1984 hasta 1999.
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Segun el Registro Espanol de Trasplante Hepdtico, desde 1999
hasta finales del 2001 el nUmero de trasplantes realizados en Espana se
mantiene constante e incluso desciende, siendo el ano 1999 el pico

maximo de actividad, en nUmeros absolutos.
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Figura 2: Evolucidon de los trasplantes hepdticos en Espana desde 1990 hasta el 2001,

incluyendo los refrasplantes.
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Durante los Ultimos anos Espana ha ocupado un privilegiado lugar
dentro del concierto internacional en lo referente a la donacion de
organos. En 1989 la tasa de donantes por millon de poblacion (p.m.p.)
de Espana era del 14.3, aumentando en 1995 a 27 donantes p.m.p. y
en el ano 2000 llegd hasta 33.9 donantes p.m.p. (11).

Junto con el aumento del nUmero de donantes se ha producido
un aumento de pacientes que ingresan en las listas de espera (figura 3),
que podemos ver reflejado en el tiempo que estdn los pacientes en

ellas, ya que durante el ano 1991 mds del 75 % de los pacientes fueron
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frasplantados antes de los tres meses y en la actualidad solamente el 48

% de los pacientes son frasplantados antes de ese periodo de tiempo.

Figura 3: Porcentaje de pacientes en lista de espera hepdtica trasplantados antes de

fres meses.

(76,4% | 79% |72,5% |73,5% | 71% | 69% |63,6% |66,6% |61,3% |55,1% 46% 48,6%

Referente a la mortalidad en listas de espera, durante el ano 2000
se ha mantenido la tendencia estable de los Ultimos anos, cifrdndose el
porcentaje de muerte en lista de espera, para pacientes que esperan
un injerto hepdtico, en un 7,6 % para el ano 2000 y dicho porcentaje
aumenta hasta un 9,5 % para el ano 2002. A este porcentaje de
pacientes, no debemos olvidar de sumarle aquellos pacientes que son
retirados de las listas de espera por no cumplir los requisitos necesarios
para ser candidatos a recibir un trasplante hepdtico, hecho que
aumentaria el porcentaje total de pacientes que necesitan un
trasplante y no llegan a él por diferentes causas (muerte, exclusion de

lista).

Figura 4: Porcentaje de éxitus en lista de espera para trasplante hepdtico.

7,0% |8,5% |6,4% |4,2% |6.2% |4,2% |8,1% |7.5% | 7.4% |6,9% | 7.6% |7.6% | 9% [9,5%
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1.2. Problemdtica de la donacion de organos.
Concepto de muerte encefdlica.

En los inicios de los programas de trasplante, el método habitual
de obtencion de drganos era a partir de donantes cuyo corazén
dejaba de latir justo antes de la extraccién, pues el diagndstico de
muerte de una persona se basaba en la ausencia de latidos cardiacos y
de respiraciéon espontdnea. Con el desarrollo de las técnicas de
reanimacion y de la ventilacién artificial, se hizo posible el diagndstico
de la muerte del individuo, previa a la parada cardiorrespiratoria, por el
cese de las funciones encefdlicas. De esta forma nacié el concepto de
“muerte encefdlica” y con él, la posibilidad de extraccion de érganos
para trasplante sin fener que esperar que se produzca la asistolia, es
decir con el corazédn latiendo, logrando asi aumentar la calidad de los
érganos extraidos.

En Espana, con el progresivo aumento de los pacientes en lista de
espera vy los esfuerzos de profesionales y Asociaciones de enfermos para
sensibilizar a la Administracidon Central, se consiguid la promulgaciéon de
la Ley espanola de Trasplantes en el ano 1979, desarrollada en el Real
Decreto de 1980, que derogaba la antigua ley de 1950. Esta ley permitia
regular todo el procedimiento de la donacidon, extraccion y trasplante,
de donante vivo y de caddver, indicando los criterios médicos para el
diagndstico clinico de la muerte cerebral.

Los érganos obtenidos de donantes en muerte encefdlica fueron
de indiscutible mejor calidad, demostrdndose que los resultados
obtenidos podian igualarse a los de donantes vivos. Todo ello derivé en
el abandono casi total de la extraccidn de caddver en parada

cardiaca.
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Por otro lado, con la entrada en vigor de |la Ley de Seguridad Vial
en 1992, que obliga al uso de los cinturones de seguridad de los
automoviles y del casco protector en las motocicletas, el nUmero de
traumatismos craneoencefdlicos en accidentes de trdfico y de victimas
mortales descendié, afortunadamente, anadiéndose este punto al

déficit créonico de donantes de érganos.

1.3.- Soluciones al problema de la donacidon de
Organos.

Actualmente Espana (tabla 1) es el pais que presenta la mayor
tasa de donantes por millon de habitantes a nivel mundial: 33.9 por
millbn de habitantes (datos del ano 2000). Sin embargo, esto no
soluciona el problema de la falta de érganos para trasplante, ya que el
numero de pacientes que ingresan a las listas de espera es mayor que el

numero de donantes existentes.

Tabla 1: Tasas de donantes por milldn de poblacién (p.m.p.) de diferentes paises.

Espana U.S.A. Francia R. Unido Canadd

Donantes 33,9 22,9 16,2 13 12,5

p.m.p.
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Se deduce que, hoy por hoy, existe una problemdtica de
desequilibrio entre la oferta de érganos para trasplante y la demanda
creciente de los mismos. La falta persistente de érganos aptos para el
trasplante obliga a la utilizacion de todos los medios humanos y técnicos
en la investigaciéon de soluciones alternativas para aumentar al mdximo

el nUmero de érganos generados.

1.3.1.- Ampliacion de los criterios de seleccion.

La seleccién de los donantes de érganos se rige por unos criterios
cldsicamente bien establecidos con el objeto de obtener érganos
“Optimos” o de calidad asegurada. Sin embargo, como consecuencia
de la escasa disponibilidad de donantes, se ha optado por ir ampliando
cada vez mas los criterios de selecciéon de los caddveres donantes de
oérganos (12, 13) con el objetivo Unico de aumentar en lo posible el

numero de érganos disponibles (tabla 2).

Tabla 2: Diferentes soluciones ante la falta de érganos para trasplantes.

¢ Aumento en la edad de los donantes
¢ Donantes con patologias cronicas

¢ Split o biparticion hepdtica

¢ Donantes vivos

¢ Donantes a corazon parado
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1.3.1.1.- Aumento en la edad de los donantes.

Esta politica ha significado la aceptaciéon progresiva de donantes
de edad mds avanzada (>60 anos) al comprobarse que este punto no
influia en la supervivencia posterior del paciente; ello también se debe a
que la primera causa de muerte en los donantes de érganos pasd de
ser el traumatismo craneoencefdlico a ser la hemorragia intracraneal
espontdnea, cambiando asi el grupo de edad de los donantes (de 20-
30 a 50-69 anos). En el ano 1990 se consideraba como edad limite para
ser donante los 55 anos, mientras que en la actualidad no existe un

limite mdaximo fijado para la edad del donante (14).

1.3.1.2.- Donantes con patologias cronicas.

Una estancia prolongada en una unidad de cuidados intensivos
con la posibilidad de presentar infecciones secundarias, las alteraciones
hemodindmicas severas que precisan del uso de drogas vasoactivas
para su control, la presentacion de patologia previa en el donante
(hipertension arterial, diabetes mellitus, corticoterapia), e incluso la
existencia de un cierto grado de esteatosis objetivada en la evaluaciéon
por parte del cirujgno en la mesa de quiréfano, son factores que
podrian comprometer la viabilidad del potencial injerto y que
caracterizan al donante como “subéptimo” o “marginal”. Pero estos
donantes se estdn utilizando con una frecuencia creciente hasta tal

punto que se han convertido en los donantes habituales.
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1.3.2. Biparticion hepdtica o “split liver”.

En un momento histérico en donde la disponibilidad de érganos se
ha convertido en un obstdculo para el desarrollo del trasplante de
higado y en donde un gran porcentaje de ninos moria en las listas de
espera por falta de un érgano de medida apropiada, las innovaciones
quirdrgicas contribuyeron cada vez mds al aumento del nUmero de
organos (o de parte de esos érganos) para candidatos diferentes. Entre
ellas se encuentra la técnica de la biparticion hepdtica o “split liver”.

El desarrollo de la técnica de division del injerto hepdtico adulto
en dos mitades ex vivo fue una solucion aportada a la vez por Pichimayr
y Bismuth a partir de 1988 y posteriormente adoptada por ofros grupos
(Broelsch, Houssin) en respuesta a la escasez existente de injertos
pedidtricos. La técnica resultaba atractiva, pues permitia el trasplante
hepdtico de dos receptores, generalmente un adulto y un nino, a partir
de un solo odrgano. Sin  embargo, los resultados iniciales
(15)(supervivencia del paciente de 60% y del injerto de 43%) y después
los publicados por varios grupos (16, 17 y 18) (Ofte en 1990, Merion en
1991 y Houssin en 1993) eran inferiores a los del frasplante del érgano
entero, contando con una alta incidencia de complicaciones biliares y
la necrosis isquémica del segmento medial izquierdo.

Basdndose en la experiencia previa y con la finalidad doble de
evitar un tiempo de isquemia fria mds largo y mantener la integridad
anatémica de los injertos para mejorar los resultados, el grupo de

Broelsch en Hamburgo realizd el "split liver" en el donante a corazén
latiendo, es decir “in situ” (34). De esta manera, podian observar la
vascularizacion de los dos injertos confirmando la viabilidad del
segmento medio izquierdo y realizar una correcta hemostasia evitando

la devascularizacion del conducto biliar. Sus buenos resultados
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(supervivencia de los pacientes a los 6 meses del tfrasplante de 92,8% vy
del injerto de 85,7% con ausencia de complicaciones biliares) les
permitieron concluir que la técnica de reduccion simple del érgano
guedaba obsoleta, abriéndose una puerta mds al aumento del nUmero

de érganos para trasplante.

1.3.3.- Donante vivo.

El frasplante hepdtico de donante vivo se inicid para solucionar la
falta de donantes apropiados para ninos, lo que motivaba una
mortalidad en lista de espera del 30-40% (19-25). El primer trasplante con
éxito de este tipo se realizd en Australia (26), y la primera experiencia
piloto en Chicago, por Broelsch (27). Sin embargo, el trasplante hepdatico
infantil a partir de donante vivo se ha desarrollado principalmente en
Japon debido a las peculiares caracteristicas culturales de este pais,
donde no se admitia la muerte cerebral como indicativa del
fallecimiento del individuo. Los resultados han permitido comprobar la
eficacia de esta alternativa en cuanto a la consecucidn de una buena
supervivencia, asi como en la casi eliminacion de la mortalidad en lista
de espera.

La donacidén en vivo en la edad infantil no sélo permitid iniciar
programas de trasplantes en los paises asidticos y reducir
ostensiblemente la mortalidad en lista de espera en los paises
occidentales, sino también el desarrollo de técnicas de division del
higado de donante caddver, de tal forma que un mismo higado era Ufil
para una persona adulta y una en edad infantil (24, 28).

Con la experiencia adquirida con las divisiones y las resecciones
hepdticas y ante los resultados iniciales del "split liver', el grupo de

Broelsch en Europa llegd a la conclusidn de que era necesario buscar
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otro método de mejorar las posibilidades de aumentar el pool de
érganos (29). La obtencién de oérganos a partir de donante vivo,
generalmente emparentado con el receptor o “living related donor”,
constituia un paso légico vy fue una posibilidad mds que se introdujo, a
partir de las consideraciones éticas y la experiencia de la Universidad de
Chicago (30).

La técnica consistia en la realizacién de una hepatectomia
izquierda para posterior implante del segmento lateral izquierdo
(segmentos Il y lll) en el receptor. Era una técnica muy utilizada en
centros con un activo programa de trasplante pediatrico (31, 34). Tras la
buena experiencia obtenida en el ftrasplante pedidtrico, se
comenzaron a redlizar trasplantes hepdticos con donantes vivos en
adultos, realizindose al principio con segmentos laterales izquierdos, en
receptores mds bien pequenos, y en 1994 Yamaoka reporté el primer
caso de trasplante utilizando el I16bulo derecho hepdtico de un donante
vivo (32). Esta técnica fue muy aceptada por los diferentes grupos
trasplantadores, ya que el ldbulo hepdtico derecho representa
aproximadamente el 60% de la masa hepdtica, lo que supone un buen
tamano de higado para poder asegurar la buena funcidn del injerto en
un receptor adulto. Actualmente, este tipo de trasplantes ha llegado a
representar hasta el 25 % del total de los trasplantes que se realizan en
algunos centros (33).

El beneficio real consiste en la utilizacién de un dérgano de
excelente calidad y la posibilidad de elegir el momento 6ptimo segin
las condiciones del receptor para la realizaciéon del trasplante. Los
resultados son comparables a los mejores obtenidos con los trasplantes
de cadaver (35).

El grupo de Rogiers en Hamburgo (36) compara 92 pacientes

trasplantados (49 mediante “split liver” y 43 a partir de donante vivo) y
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concluye que los resultfados a corto y a largo plazo no son
significativamente diferentes. Por ello, el “split liver” sigue siendo la
primera linea terapéutica en pediatria en paises donde existe la
donacidén cadavérica, reservando asi la donacién en vivo (que siempre
implica un riesgo para el donante) para los casos urgentes, en los que el
receptor encuentra comprometida su supervivencia debido a la espera
en lista. La combinacién del “split” (sea ex-situ o in-situ) y la donacién de
vivo relacionado (“living related donor”) ha abolido las muertes en lista
de espera en la poblacién pediatrica. La técnica del “in-situ split”
presenta la oportunidad de fransplantar a ninos con un érgano de
medida apropiada, sin reducir el pool de donantes cadavéricos para los
adultos (37).

En un estudio realizado en la Universidad de California-Los Angeles
(UCLA) se compara la funcion precoz y tardia del injerto hepdtico en
ninos, entre el “split in-situ” y el injerto de donante vivo. Se observa que
en los higados “split”, la funcion hepdtica precoz se encuentra mads
comprometida que en los higados de donante vivo, asi como un mayor
tiempo de isquemia en los “split”. Sin embargo, la funcién hepdtica
desde el 7° al 30° dia del trasplante no difiié en ambos grupos, ni

tampoco fueron distintas la supervivencia del injerto ni del receptor (38).

1.3.4.- Donante a corazdén parado.

Una solucion alternativa al problema de la escasez de érganos
fue la emprendida a mediados de la década de los ochenta: varios
equipos de trasplante decidieron reconsiderar la obtencidon de érganos
a partir de los donantes a corazén parado. Se calcula que el nUmero de

donantes potenciales podria aumentar asi en un 20%.
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En nuestro dmbito, la donacién de érganos basada en la muerte
encefdlica del caddver estd regulada por el Real Decreto 426/1980, de
22 de febrero, que desarrolla la Ley 30/1979, de 27 de octubre, sobre
Extraccién y Trasplante de Organos; La Ley 30/1979 establece que la
extraccion de érganos u otras piezas anatdmicas de fallecidos podrd
hacerse, previa comprobacion de la muerte. Segun se recoge en los
Criterios de Muerte del Dictamen de Candanchiy de la Sociedad
Espainola de Neurologia de 1993, la muerte puede ser secundaria a
procesos que conduzcan primariomente a un dano completo e
ireversible de las funciones encefdlicas (muerte encefdlica) o a
procesos que conduzcan a un paro cardiorrespiratorio. Sin embargo, el
Real Decreto 426/1980 reglamenta tan sélo la obtencién de érganos
viables para ftrasplante por fallecimiento en situacidén de muerte
cerebral.

No es hasta 1999 en que se regula la obtencién de érganos a
partir de donantes en parada cardiorrespiratoria en el Real Decreto
2070/1999, de 30 de diciembre (BOE de 04-01-2000, pdg. 179-190). En
ese tipo de donaciones, y para mantener la viabilidad de los érganos,
resulta imprescindible realizar precozmente técnicas de preservacion de
los érganos, encaminadas a disminuir el dano secundario a la isquemia
que sufren los érganos en el tiempo que transcurre desde el diagndstico
de muerte hasta la extraccién. Por tanto, ha de arficularse un
mecanismo eficaz y de suficiente agilidad que permita la inmediata
autorizacién judicial para la obtencidon de los érganos en los casos en

que ésta sea necesaria.
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1.3.4.1.- Definicidn de donante a corazdén parado.

Son pacientes en situacidn de parada cardiorrespiratoria
irrecuperable, fallecidos con un tiempo de isquemia caliente (fase entre
la parada cardiaca y el inicio de la perfusion fria) lo suficientemente
corto que permita la extraccion de érganos viables para ser utilizados
para trasplante.

Segun la Sociedad Espanola de Medicina Intensiva y Unidades
Coronarios, la parada cardiaca es ireversible cuando el paciente
presenta “ausencia de actividad eléctrica cardiaca efectiva tras al
menos 30 minutos de reanimacidén cardiopulmonar avanzada y en
ausencia de drogas depresoras o hipotermia inducida”. Es en ese
momento cuando se redliza el diagndstico de la muerte. Pero este
diagndstico también puede ser determinado por criterios neuroldgicos
(39). es decir, por el cese total e irreversible de la actividad cerebral,

que en general es consecuencia de un paro cardiorrespiratorio previo.

1.3.4.2.- Clasificacidon de Maastricht.

Dado el auge creciente de esta técnica, la comunidad
infernacional estimé oportuno la readlizacion de un documento de
consenso (40) en el First International Workshop on Non Heart-Beating
Donors celebrado en Maastricht en Marzo de 1995. Alli se establecieron
una serie de recomendaciones y se pusieron a punto definiciones y
caracteristicas de lo que debian ser los donantes a corazon parado.
Propusieron una clasificacion en 4 categorias que permitiese mayor
coherencia.

En Espana, este documento se ha debatido por amplios grupos

de profesionales y expertos con el fin de adaptarlo a la realidad de
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nuestro pais, plasmando las conclusiones en un Documento de
Consenso Espanol emitido por la Organizacion Nacional de Trasplantes

en Noviembre de 1995 (41).

Cateqgoria I: Paciente que ingresa en parada cardiaca de

tiempo indeterminado.

El paciente sufre una parada cardiaca y es trasladado al hospital
sin habérsele practicado maniobras de reanimacién cardiopulmonar. En
este donante se desconoce por completo el tiempo de parada

cardiaca, y por tanto, el tiempo total de isquemia caliente.

Cateqgoria  ll:  Parada cardioca con maniobras de

reanimacion inefectivas.

El paciente se encuentra ingresado en el hospital y sufre una
parada cardiaca que no se resuelve con las maniobras de reanimacion.
Los datos de este donante si se conocen, y el objetivo es minimizar el

tiempo de isquemia caliente.

Cateqgoria lll: Paciente en el cual se espera la parada

cardiaca.

Paciente en muerte cerebral o con lesidn neuroldgica irreversible
secundaria a traumatismo craneal, por ejemplo, al que, de acuerdo
con la familia, se le retira la ventilacidbn mecdnica o el soporte
terapéutico, generalmente estando ya en quiréfano. Este tipo de
donante se da en paises como Holanda o Estados Unidos: son los
llamados donantes “controlados” frente a los de otras categorias que se
califican de “no controlados”; es decir que en ellos, bajo esas
circunstancias, el tiempo de isquemia es muy corto y permite realizar la

extraccion de varios oérganos para trasplante. En Espana, en el
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documento de consenso sobre este tema, no se considera esta
categoria de donante hasta que no exista un marco legal o socio-

cultural adecuado.

Categoria IV: Donante en muerte cerebral que sufre una

parada cardiaca antes del procedimiento de extraccidn.

Se calcula que un 9% de donantes presentan una parada
cardiaoca antes de proceder a la extraccion de los &érganos.
Generalmente, debido a la inestabilidad hemodindmica previa del

donante, se puede preveer la parada con antelacion.

De la clasificacion anterior podemos diferenciar dos grupos de
donantes a corazdn parado: los no controlados, que corresponden a los

grupos 1y 2,y los contfrolados, representados por los grupos 3 vy 4.

SITUACION EN ESPANA

En los Ultimos anos algunos grupos espanoles han retomado el
interés en promocionar esta fuente de obtencidn de érganos, como
complemento a los donantes convencionales y considerando que
obtener el mayor niUmero posible de donantes de érganos forma parte
de las obligaciones de los coordinadores de frasplante o profesionales
de la donacion.

Durante 1994 hubo en Espana un total de 28 donantes de estas
caracteristicas, que suponen el 2,9% del total de donantes, pero si
tenemos en cuenta sélo los donantes de aquellas Comunidades
Autdbnomas que tienen programas funcionantes de donacién a corazdn

parado supone el 6,9% (rango entre 4,7 y 8,4%) (Figuras 5y 6).
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Figura 5: Donantes a corazdn parado. Espana, 1994,
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Figura 6: Donantes a corazdn parado. Espana, 1994. Comunidades Autbnomas con

programas funcionantes.

10

%

8,4% (7/83)

7,6% (15/96)

4,7% (6/127)

Galicia

Cataluna

Andalucia

28



Si analizamos sélo aqguellos centros con programas de estas
caracteristicas, la cifra se eleva hasta situarse entre el 6,2 y el 21,8%
(Figura 7). El potencial de donantes de este tipo es muy dificil de
calcular, pero a lo que si nos podemos aproximar en base a los datos
disponibles es al potencial de donantes a corazdn parado del tipo IV de

la clasificacion de Maastricht.

Figura 7: Donantes a corazén parado. Espana, 1994. Comunidades Auténomas con

programas funcionantes.
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Segun el registro de muerte cerebral de la Comunidad Auténoma
de Madrid, el 10% de los potenciales donantes en muerte cerebral
presentan una parada cardioca antes de poder completar el
diagndstico legal o antes de llegar a la extraccion. En otros estudios
encontramos porcentajes que oscilan entre el 3% del grupo de Mdlaga

y el 10% del estudio de Euskadi.
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Si las muertes cerebrales suponen entre el 2 y el 4% de todos los
fallecimientos, es fdcil deducir que el potencial incremento de esta
fuente de donacidn es 5-7 veces mayor que el de donantes

convencionales.

1.3.4.3.- Resultados en rindn e higado.

Existen numerosas publicaciones que hacen referencia a la
donacién a corazdn parado (42-46), y la experiencia con este tipo de
donantes se ha adquirido sobre todo con rinones. Todas ellas coinciden
en que los rinones asi obtenidos son Utiles para trasplante y aunque
tienen una mayor incidencia de fracaso de la funcidn inicial, su
supervivencia a largo plazo es similar a la obtenida con aquellos rinones
procedentes de donantes con corazdn latiendo. La obtencion de
érganos provinientes de donantes a corazén parado se basa en la
reduccidon del tiempo de isquemia caliente al mdximo. Desde que
Garcia-Rinaldi y colaboradores (47) iniciaron la preservacion “in situ” de
rinones mediante la perfusion fria de los érganos del caddver, se han
disenado diferentes sistemas de enfriamiento (método de enfriamiento
local de dérganos abdominales, infusion de liquidos por gravedad a
través de catéteres femorales, catéteres femorales con perfusion por
bomba, etc....) con resultados buenos. De entre ellos, el que en estos
momentos ha demostrado tener una mayor eficacia es aquél que
permite el enfriamiento corporal total mediante el empleo de una
bomba de bypass cardiopulmonar (48-51). Este método, inicialmente
descrito por Koyama y cols. en 1989 (52), consigue mediante la
circulacion extracorpdérea reducir la temperatura corporal de forma
rdpida y progresiva permitiendo un enfriamiento homogéneo de todos

los érganos vy tejidos, a la vez que mantiene una buena perfusidon y
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oxigenacion tisular. La experiencia con la obtencidn de dérganos
extrarrenales (higado, pdncreas y pulmones) es muy aislada. A
diferencia de lo que sucede con el rindn, cuya funcidn puede ser
suplida por un dializador, la funcidon inmediata del injerto hepdtico es
necesaria para mantener la vida del paciente; ademds, la intensidad
de las lesiones producidas y la capacidad del érgano para recuperarse
de las mismas son desconocidas hasta el momento.  Los pPOCOS
resultados existentes en clinica son ambiguos en la medida en que no se
define siempre el tipo de donante considerado, segun las categorias de
Maastricht.  Algunos estudios exponen la experiencia de higados
obtenidos a partir de donantes a corazén parado con tiempos de
isquemia caliente de hasta 15 (53) y 75 (54) minutos. Si bien son estudios
con un nUmero limitado de pacientes y con unos resultados variables, se
aprecia gque la obtencién de estos érganos para frasplante podria ser
factible.

En EEUU, se inicidé en la década de los noventa la extraccion a
partir de donantes en los que la parada cardiaca ocurrid
inmediatamente antes de la extraccion del érgano, obteniendo asi
resultados esperanzadores. El grupo de Pittsburgh (44) compara
resultados de seis trasplantes hepdticos a partir de donantes a corazdn
parado “no controlados” con seis obtenidos de donantes a corazdn
parado “controlados”. El nUmero de higados trasplantados en el grupo
no controlado fue inferior al grupo controlado (6/10 vs 6/7) y la
incidencia de fracaso en la funcion inicial del injerto fue superior (50% vs
0%). El grupo de Wisconsin (55) transplanta cinco higados a partir de
donantes confrolados en cuatro pacientes, con solamente un caso de

malfuncidén primaria que califican de causa técnica.
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1.3.4.4.- Técnicas de obtencidn de érganos.

Los donantes a corazén parado han sido ufilizados durante
muchos anos como una fuente alternativa para obtener rinones para
trasplantes. Con el avance de la medicina y un mejor entendimiento de
la lesidon por isquemia reperfusion, se han ido obteniendo resultados
similares a los que se presentan con donanftes a corazéon latiente.
Avalados por la experiencia en trasplante renal con donantes a corazén
parado, sumados a la falta de higados para trasplantes, los diferentes
equipos trasplantadores han comenzado a utilizar higados provenientes

de donantes a corazén parado.

El principal objetivo, una vez identificado un posible donante a
corazén parado, es disminuir al maximo posible el tiempo de isquemia
caliente. A lo largo de los anos, diferentes alternativas fueron surgiendo
con el propodsito de disminuir o revertir las lesiones que se producen
durante el tiempo de parada cardiaca. Durante la década de los 70 y
durante muchos anos se ha empleado como técnica de enfriamiento
de organos la perfusion in situ de los drganos por medio de catéteres
femorales, posteriormente surgid el enfriamiento corporal total y, mds

recientemente, se ha empleado la recirculacion normotérmica.

1.3.4.4.1.- Bomba de by-pass cardiopulmonar.

La técnica del enfriamiento corporal total mediante bypass
cardiopulmonar se fundamenta en la preservacion hipotérmica de los
tejidos, pues el descenso de la temperatura se considera esencial en la

preservacion de los érganos (56). La hipotermia produce unos cambios
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a nivel celular, basados en la disminucién de toda reaccidén metabdlica.
Como consecuencia, se produce una disminucion de los requerimientos
energéticos y un menor consumo de ATP respecto a la isquemia
caliente. A la vez, se inhiben las reacciones catabdlicas produciendo un
menor acumulo infracelular de metabolitos toxicos y una disminucidn de
la acidosis celular (57). La incorporacion de una bomba de rodete en
el circuito del bypass permite ademds mantener una presion de
perfusidon suficiente y una velocidad de flujo elevada, que evitan la
vasoconstriccidon que se instaura con otras técnicas de perfusion por
gravedad y que aumentaria el dano isquémico (58). Otra caracteristica
es el uso de la sangre como liquido de enfriamiento del sistema, que
presenta ventajas sobre el uso de cristaloides: la sangre es un coloide
que actia como una solucidn buffer efectiva, manteniendo una presion
oncdtica adecuada y evitando la expansion del espacio intersticial,
pues esta expansion podria producir la compresidn del sistema capilar y
la incompleta limpieza del sistema vascular; ademds, la sangre contiene
sustratos necesarios para el metabolismo tisular; la hemoglobina facilita
el fransporte de oxigeno y ello mejora la funcién de las mitocondrics.
También se hallan presentes sustancias fisioldgicas protectoras contra los
radicales libres de oxigeno (51).

La utilizacion del bypass cardiopulmonar en el donante a corazén
parado permite el enfriamiento corporal total de forma homogénea y
rdpida sin necesidad de diseccién de los tejidos y reduce, por tanto, de
forma significativa el periodo de tiempo de isquemia caliente. Este
hecho demostrado para la obtencidon de érganos en el trasplante renall
(59, 60), unido a la sugerencia por algunos autores de que una primera
reperfusion del érgano con suero a temperatura corporal, justo antes de
la perfusion fria, es beneficiosa para la microcirculacion hepdtica (61),

nos lleva a la aplicacién de esta técnica no solamente para enfriar, sino
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también para recircular el érgano y oxigenarlo, manteniendo la
temperatura a 37°C, previo al enfriamiento. Es lo que vamos a llamar el
“periodo de recirculacion a 37°C".

Los primeros estudios experimentales realizados en el campo de la
donacién a corazén parado fueron dirigidos practicamente a evaluar la
supervivencia del animal trasplantado (49, 50).

Un trabajo de Tojimbara y cols. investiga el efecto de la
temperatura del liguido de perfusidn previo al enfriamiento vy
preservacion del injerto concluyendo que, en el donante a corazén
parado, una perfusion inicial a 37°C tiene un efecto beneficioso sobre la
supervivencia y la funcion del injerto hepdtico en la rata (61).

Un estudio de Hoshino y cols. en cerdos (63) utiliza la circulacion
extracorpérea como método para recuperar los organos para
trasplante (al igual que se hace en la clinica para la obtencién de
rinones). Entre sus conclusiones, destaca el efecto beneficioso de la
recirculacion a 37°C durante un tiempo, como paso previo al
enfriamiento del donante, puesto que los higados con parada cardiaca
de veinte minutos, Unicamente eran viables si existia un periodo de
tiempo con oxigenacion a 37°C, intercalado entre el inicio de la
circulacion extracorpérea y el enfriamiento. De su estudio se concluye
ademds, que los higados asi mantenidos (a 37°C durante un tiempo
antes del enfriamiento corporal) recuperaban parte de su estado
energético durante este periodo.

También un estudio de Endoh y cols. (64) confiirma el efecto
beneficioso de la perfusion oxigenada a 37°C mediante bypass
cardiopulmonar sobre la recuperacién de la carga energética y la
actividad ATPasa.

Oftro estudio del mismo grupo (65) presenta los resultados del uso

del bypass cardiopulmonar en la recuperacién de higados de donantes
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a corazdn parado mediante el uso de un perfusato (solucidn Krebs-
Henseleit) con glébulos rojos pero depleccionado de leucocitos,
citotoxinas y endotoxinas, permitiendo asi la funcidn de oxigenacion e
impidiendo la lesidn mediada por los neutréfilos. Obtienen una mejoria
en la produccion de ATP, en la carga energética y una disminuciéon del
dano en el endotelio sinusoidal. Si ademds utilizan fadrmacos que
protegen de la lesidon por isquemia caliente (Metilprednisolona, FK 506,

andlogo de la PGI2,..), la supervivencia en el receptor se incrementa

sustancialmente.

1.3.4.4.2.- Enfriamiento in situ.

El objetivo bdsico de estos métodos es realizar el enfriamiento de
los érganos abdominales, para disminuir la temperatura de los mismos,
haciendo que la isquemia caliente sea lo mds corta posible.

Se empezd a realizar mediante un catéter colocado en la arteria
y vena femorales. El catéter arterial se utiliza para la infusion de los
liguidos de preservacion, mientras que el catéter venoso se ufiliza para
la salida de sangre. Posteriormente, se empezd a Uutilizar el catéter
femoral de doble balén diseiiado por Garcia-Rinaldi en 1975 y que fue
ampliamente utilizado por los diferentes equipos trasplantadores. Se
procede a la diseccion de la arteria femoral y se infroduce el catéter
con dos balones que, una vez hinchados, se sitan por encima y por
debajo de las arterias renales. Con este método se enfria
selectivamente el drea renal (66, 67, 68).

La perfusion de los liquidos de preservacion se ha realizado tanto
a bajas como a altas presiones (mds de 70 mmHg). Se ha comprobado
que la perfusion a altas presiones consigue un enfriamieneto Mmas

rapido, asi como tfambién una disminucion en la resistencia
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infraparenquimatosa, hecho que tendria importancia en la futura
funcion del injerto (67, 69-73).

Con el tiempo fueron surgiendo diferentes variaciones en este tipo
de procedimiento, una de ellas fue la utilizacion de bombas de
perfusion para realizar el enfriamiento, argumentando que, con este
procedimiento, se logran mejores presiones de perfusion a nivel
infraparenquimatoso. El tiempo entre la parada cardiaca y la extraccidn
pueden ser hasta 2-3 horas cuando se utilizan mdqguinas de perfusion,
mientras que cuando se perfunde con gravedad se recomienda que
sea de 1 hora. Ofra alternativa utilizada ha sido la administracion de
fentolamina, previa a la infusién de los liquidos de lavado, para producir
una mayor relajacion vascular y permitir de esta menera una buena

perfusidon de los drganos con el liquido de preservacion (74, 75).

1.3.4.4.3.- Enfriamiento corporal total.

Esté método consiste en el enfriamiento de todo el cuerpo a
través de una bomba de circulacion extracorpdrea. Se describid en un
principio para la preservacion del corazén y pulmones y a partir de ahi,
se empezd a utilizar para el enfriamiento de 6rganos abdominales
(principalmente rinones) en paises donde el concepto de muerte
cerebral no existia y los donantes a corazén parado eran la Unica fuente
de o6rganos para trasplantes. El enfriamiento corporal total se realiza con
Ringer lactato y con la propia sangre del paciente. Esto Ulfimo permite
mantener una buena oxigenacion de los érganos mientras se disminuye
la temperatura de los mismos. Asimismo, el flujo de la bomba de
recirculacion que se utiliza es alto, 2000-3000 ml/min., lo que permite que
exista una alta perfusion de los érganos, evitando asi que se produzca

vasoconstriccion 'y que aumente el dano isquémico. El tiempo
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aproximado de enfriamiento con este método es de 20 a 30 minutos. En
relaciéon al trasplante hepdtico, ha sido demostrado que este método es

superior a las técnicas de lavado in situ (76- 82).

En base a diferentes trabajos experimentales donde se habia
demostrado que la hemoperfusidon de rinones, previo a la isquemia fria,
mejoraba la viabilidad de los érganos a transplantar, Hoshino T.,
demostrd en 1994, que la realizacion de un periodo de hemoperfusion a
37°C antes del enfriamiento corporal total, era beneficioso en la
obtencién de higados en donantes a corazén parado. Por su parte,
Tojimbara, en 1995 publicdé un trabajo experimental de frasplante
hepdtico en ratas con donantes a corazén parado, donde demostraba
que realizando el lavado del higado con solucion de Wisconsin a 37 °C,
la lesidn por isquemia reperfusion era menor, tanto desde el punto de

vista bioquimico como histoldgico (83- 87).

La redlizacion de un periodo de hemoperfusion antes del
enfriamiento corporal total ha demostrado ser eficaz en la obtencion
tanto de rinones como higados para frasplantes, con buenos resultados

clinicos (88, 89).

1.4. Lesion por Isquemia-Reperfusion

El problema principal con el que se enfrenta este tipo de
tratamiento es la lesion que se produce tras la isquemia y en el
momento de la reperfusion en el injerto hepdtico, la llamada lesion por
isquemia-reperfusion.

El conocimiento de los fendmenos de isquemia-reperfusion es de

gran interés en los trasplantes de érganos, ya que estan implicados en
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los acontecimientos fisiopatoldgicos de la revascularizacion del érgano
tras la isquemia fria. También existen otras situaciones clinicas
frecuentes, como los traumatismos importantes de extremidades, para
las que en su tratamiento quirdrgico se precisa mantener la extremidad
sin flujo sanguineo, desencadendndose los fendmenos de isquemia-
reperfusion.

Cada dérgano o tejido del organismo tiene una sensibilidad vy
resistencia distinta para la pérdida total o parcial de su flujo sanguineo,
que varia desde pocos minutos en el caso del cerebro, a horas en el
caso de las extremidades. Por otro lado, en las situaciones patoldgicas
donde se disminuye de forma aguda o crénica la perfusion sanguinea
de los érganos, aparecen lesiones no sélo en el érgano diana, sino
también sistémicas. Por ejemplo, en el caso del shock hemorrdgico, se
puede terminar desarrollando, si la volemia no se restablece
adecuadamente, un fallo multiorgdnico. Lo mismo puede suceder ante
disminuciones del flujo sanguineo total de un érgano, como es el caso

de la embolia mesentérica, etc.

1.4.1.- Concepto

La lesidn de isquemia-reperfusion se define como el proceso que
sufre un érgano sometido temporalmente a la falta de flujo sanguineo y
que posteriormente es reperfundido con sangre oxigenada. El resultado
es una agresion tisular secundaria a la anoxia, a la deprivacion de
metabolitos y al acumulo de sustancias de desecho del metabolismo,
qgue conduce a una alteracidn de la funcidn celular, a un edema
intersticial y a la muerte de la célula.

Durante el proceso de obtencién de un érgano a partir de un

donante a corazdn parado y su posterior implante en el receptor,
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existen etapas en las que se producen diferentes lesiones en el injerto,
derivadas las mismas de la falta de irrigacidon sanguinea de dicho
6rgano, del almacenamiento en frio del mismo y de su posterior
reoxigenacidn una vez implantado, por lo tanto estudiaremos
separadamente lo que ocurre durante estos tres periodos bien

diferenciados (90):

1- Isquemia caliente: Es el periodo de tiempo durante el cual el
individuo estd en parada cardiorrespiratoria. Sucede con la
interrupcidén del flujo sanguineo, pero la temperatura del
érgano se mantiene al mismo nivel que tiene habitualmente

en el organismo.

2- Isquemia fria: Abarca el periodo desde la entrada de los
liguidos de enfriamiento hasta la reperfusion del érgano una
vez implantado. Se desarrolla con el drgano fuera del
organismo, a una temperatura de 4° C, con la finalidad de
enlentecer el metabolismo del érgano al méximo antes de ser

implantado.

3- Reperfusion: Es cuando el injerto es reoxigenado con la sangre

del receptor.

El entendimiento de los mecanismos productores de la lesion por
isquemia-reperfusion, asi como también de los mediadores de dicha
lesidon es muy importante, debido a que este fendmeno puede llevar a
una lesion del injerto de intensidad variable. La misma puede variar

desde una lesidon leve que provocard una disfuncidon inicial del injerto,
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hasta una lesion importante que puede llevar a una mal funcidn

primaria del injerto con pérdida de la viabilidad del mismo.

1.4.2 .- Lesiones por isguemia caliente.

Una vez producida la parada cardiaca se interrumpe el aporte de
oxigeno a todos los tejidos del organismo. Dependiendo del tiempo de
la isquemia caliente, las lesiones que se producen podrdn ser reversibles
0 no. Asimismo, esto Ultimo también va a depender de la resistencia que
tenga el tejido a la hipoxia.

El primer acontecimiento que se presenta durante la isquemia de
cualquier érgano es la transformacién del metabolismo celular, que
pasa de ser aerobio a anaerobio, debido a la falta de aporte de
oxigeno a la célula. Esto trae aparejado una serie de cambios
importantes, tanto en el interior de la célula como a nivel de su
membrana plasmdtica.

En el interior de la célula, debido a la disminucion en la
fosforilacion oxidativa, se comienza a consumir el ATP existente, siendo
éste un mecanismo que utiliza la célula para mantener su homeostasis.
El ATP es hidrolizado a ADP y AMP (91). El AMP posteriormente es
catabolizado a hipoxantina, siendo esta Ultima importante en la lesidon
por reperfusion. Asimismo se estimula la glucdlisis anaerobia formdndose
dcido lactico, lo que produce la disminucidén del pH intracelular con la
consiguiente acidosis intracelular. La depleccion de los depdsitos de
energia celular lleva a un fracaso en la homeostasis celular que
simultdneamente llevard a un frastorno en los gradientes
transmembrana (92).

En el dmbito de la membrana plasmdtica se produce una

alteraciéon de la actividoad de la bomba Na-K-ATPasa, que es la
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encargada de mantener el equilibrio idbnico entre la célula y el espacio
intersticial, produciéndose una alteracion del tfransporte de sodio, calcio
y potasio. Los iones sodio penetran dentro de la célula, arrastrando asi
un gran volumen de agua, y los iones potasio salen de la célula para
mantener el equilibrio idnico en el espacio intersticial. Ello conduce a la
aparicion de edema celular y a diferentes alteraciones citoplasmdticas
(autdlisis de lisosomas, dilatacion del reticulo endoplasmdtico), que
llevardn inevitablemente a la muerte de la célula.

Como consecuencia de los cambios antes citados, se produce
también un aumento del calcio infracitoplasmdtico, que activard
diferentes sistemas enzimdticos, que se verdn implicados en las
repuestas inflamatorias que se producirdn mds tarde durante la

reperfusion.

Tabla 3: Mecanismos patogénicos implicados en la lesién por isquemia.

¢ Transformaciéon del metabolismo celular

¢ Menor produccidon de ATP

¢ Disminucion de la funcion de la bomba Na+/K*
¢ Edema celular

¢ Aumento del Ca* intracelular

Los cambios celulares antes citados, ain pueden ser reversibles si
se restablece el aporte de oxigeno a la célula. Si esto Ultimo no sucede,
comienza la salida de diferentes enzimas al citoplasma lo que provoca
la digestion celular. Consecuentemente, empieza la degradacion de los
fosfolipidos de la membrana celular, lo que conduce inevitablemente a

la muerte celular.
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1.4.3.- Lesiones por preservacion.

La lesidn por preservacion aparece tras la isquemia fria. La meta
primaria de la preservacion es mantener la integridad de todos los
sistemas celulares. Esto puede ser posible con el alimacenamiento del
érgano a transplantar a bajas temperaturas (almacenamiento
hipotérmico) y con el uso de soluciones de preservacion apropiadas. Es
por ello que todo érgano a transplantar debe ser exanguinado, lavado
con alguna solucion de preservacion y posteriormente preservado a
bajas temperaturas (4°C).

La razdn primaria por la cual la hipotermia mantiene viable los
érganos preservados es por medio de la disminucién del metabolismo
celular, es decir, disminuye la velocidad a la cual las enzimas
intracelulares degradan los componentes necesarios para la viabilidad
del érgano. Este proceso es reversible con la reperfusion del érgano.
Queda claro que el almacenamiento hipotérmico no impide la muerte
celular, sino que solamente la retrasa. Asi, la mayoria de los sistemas
enzimdticos presentan una disminucidén de 1,5 a 2 veces su actividad
por cada 10 °C que se disminuye la temperatura (56).

Las soluciones de preservacidon cumplen una funcidn muy
importante en lo referente a la preservaciéon de los érganos, ya que su
composicion electrolitica estd ideada para prevenir el edema que
produce la hipotermia y la acidosis intracelular producto de la isquemia.
También las soluciones de preservacion tienen que prevenir el edema
intersticial que se produce por el uso de las mismas.

Asimismo, el lavado con las soluciones de preservacion, tiene la
funcion de lavar el arbol intravascular de células sanguineas, aglutininas

y diferentes factores de la coagulacion. La realizacion de un mal lavado

42



puede llevar a una disfuncién de la microcirculaciéon del érgano, que

trae aparejado trastornos de la reperfusion y en la funcién del mismo.

1.4.4.- Lesiones por reperfusion.

Cuando se produce la llegada de sangre oxigenada al higado
trasplantado, debido a la reperfusidn, empiezan a producirse diferentes
tipos de fendmenos, los cuales se caracterizan por danar al érgano
trasplantado. Esto es lo que se conoce con el nombre de lesidn por
reperfusién. Esta es el resultado de la interaccidon de sustancias
vasoconstrictoras y vasodilatadoras que actian al nivel de la

microcirculaciéon hepdtica (93-95).

1.4.4.1.- Fundamentos etiopatogénicos.

Durante la reperfusion, proceso imprescindible para la viabilidad
del érgano, se produce el restablecimiento del flujo sanguineo y se
recupera el nivel energético que habia disminuido durante la isquemia.
También se ponen de manifiesto los efectos de los metabolitos toxicos,
que se habian formado durante la fase previa, que pueden tener
repercusion sistémica y local. Al inicio de la reperfusidon aparecen una
serie de lesiones, que son distintas de las que aparecen a las 4-6 h del
inicio de la reperfusion.

A nivel sistémico, aparece una acidosis metabdlica y una
hipercaliemia que, si no se compensan, pueden conducir a la muerte
del sujeto. Aparecen, ademds, mioglobinemia y mioglobinuria, y en el
pulmdn se describe un aumento de la permeabilidad microvascular y
una acumulacion de neutrdfilos, pudiéndose desarrollar el denominado

edema pulmonar no cardiogénico (pulmoén de distrés).
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A nivel local, en el higado, durante la reperfusion, aparece el
fendmeno de "no reflujo"’, caracterizado por la imposibilidad de la
reperfusion del érgano debido a la obstruccidn progresiva en la
microcirculacién. Aungue no se sabe exactamente su mecanismo de
produccion, se ha observado que se puede prevenir su aparicion con la
administracion de agentes fibrinoliticos durante el inicio de la
reperfusion 'y que, como veremos mds adelante, tienen un papel
fundamental la adhesidon de los leucocitos al endotelio y la activacion
de éste.

En lo referente al trasplante hepdtico, se ha demostrado que el
principal lugar de impacto de la lesidn por isquemia- reperfusion es la
microcirculacion hepdtica y, mds especificamente, la célula endotelial
sinusoidal (96-98).

Existen diferentes mediadores y acontecimientos que han sido
fuertemente implicados dentro de la patogenia de la lesion por

reperfusion:

1.4.4.2.- Endotelio vascular.

Desempena un papel muy importante en la lesion por isquemia-
reperfusion. Se produce una activacion de su superficie endotelial, que
conlleva la secreciéon de mediadores de la inflamacion que facilitardn
posteriormente la penetfracidon de los neutrdfilos en el parénguima
hepdtico (99). En su superficie se observan receptores para interleucinas,
complemento, etc., mediadores que participan en el desarrollo de la
lesion por isquemia-reperfusion. Muchas de estas respuestas del
endotelio vascular a la lesion no son exclusivas de la lesidon por isquemia-

reperfusion, sino que también aparecen en la inflamacién (100).
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Entre los mediadores que se han implicado en la lesion por
isquemia-reperfusion cabe destacar algunas citocinas. La interleucina 1
y el factor de necrosis tumoral activan la célula endotelial para que
exprese las moléculas de adhesidon, a la vez que activan a los neutrdfilos
a través de la interleucina 8. Asimismo, también estdn implicadas en la
produccion y modulacién de los radicales libres, ya que éstos
disminuyen cuando se administran anticuerpos contra la interleucina 1
(101-103).

La endotelina 1 es un potente vasoconstrictor local, derivado de
las células endoteliales, que regula fisioldgicamente la microcirculacién
de los tejidos. Se ha comprobado que estd implicada en los
mecanismos de isquemia-reperfusion. La administracion de suero
antiendotelina 1 disminuye las lesiones por isquemia-reperfusion al
mejorar el flujo sanguineo local (104).

En estudios de isquemia caliente realizados en perros, con
diferentes tiempos de isquemia, se ha observado que los valores
portales de endotelina son mayores que los sistémicos, y este aumento
es mds acusado cuanto mayor es el tiempo de isquemia practicado

(105).

1.4.4.3.- Calcio.

Es uno de los primeros implicados en la patogenia de la lesidon por
isquemia-reperfusion. Durante la isquemia aparece inmediatamente un
aumento citosdlico del calcio, activindose diferentes sistemas
enzimdaticos que, con la reoxigenacion del érgano, producirdn a su vez
una activaciéon de los mediadores de la inflamacion (106).

Se han usado distintfos blogqueantes de los canales de calcio en

modelos experimentales de isquemia caliente. El verapamilo, el
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nicardipino y el nimodipino sélo protegen de la lesidn por isquemia-
reperfusion cuando se administran antes de la realizacidén de la misma,
implicdndose en su mecanismo de accidn protectora la activacion de
proteasas que convierten la xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa
(107-109). Asimismo, también mejoran la microcirculaciéon durante la
reperfusion, aumentando el flujo tisular hepdtico durante este periodo
(108, 109).

La utilizacion de estos antagonistas del calcio en estudios de
preservacion hepdtica también ha demostrado la mejor funcionalidad
hepdtica del o6rgano (110-111), aunque otros autores no han
encontrado diferencias con respecto al grupo control (112).

El papel del Ca2+, por tanto, estd todavia en discusidon, y se
necesitardn nuevos estudios para definir completamente el papel de

este ion en la isquemia-reperfusion hepdtica.

1.4.4.4.- Neutrofilos.

Estdn implicados en la lesion por isquemia-reperfusion hepdatica. Su
papel ha gquedado demostrado, no sélo por su presencia en las
muestras anatomopatoldégicas tomadas tras este fendmeno, sino
también en diferentes tipos de estudios funcionales. Cuando se realiza
una neutropenia periférica sanguinea, se observa una disminucion del
numero de neutrdfilos en el tejido hepdatico, asociado a una disminucién
de la lesion por isquemia-reperfusion (113). En los procesos inflamatorios,
lo adhesion de los leucocitos a la célula endotelial es un requisito
necesario e imprescindible para que migren dentro del tejido lesionado.

La migracién la realiza a través de las moléculas de adhesion, que
se hallan habitualmente en el endotelio vascular del huésped y que son

reguladas por el mismo mecanismo de quimiotaxis (114).
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La mayoria de las lesiones por reperfusion estn mediadas por los
neutrdfilos que se fijan al endotelio a través de una glucoproteina
adhesiva, denominada CD 18, que parece ser la senal que necesita el
neutréfilo para producir H202 y proteasas en el espacio extracelular. Esta
adhesion estd influida por factores plasmdticos, nucledtidos ciclicos,
productos de las lipooxigenasas y factores plaquetarios (115). Los
neutréfilos se adhieren o bien a nivel precapilar o en las vénulas
postcapilares, provocando un aumento de la viscosidad sanguinea que
podria explicar en parte el fendbmeno de "no reflujo" que a veces
sucede en la reperfusion (116).

Una vez que los neutréfilos han pasado al tejido hepdtico, se
constituyen en una fuente de mediadores citotdxicos, fosfolipasas,
peroxidasas, proteasas y radicales libres. Los neutrdfilos migran desde el
endotelio hacia los hepatocitos, a tfravés de los sinusoides venosos, por
un mecanismo que parece dependiente de las integrinas 1. En el caso
de una situacion de estrés oxidativo estdn involucradas, ademds, las
integrinas 2, la Mac-1 en el neutréfilo, y la ICAM-1 en la célula endotelial
(117). Los neutrdfilos provocan la lesidon celular a través de dos
mediadores citotdxicos mayores: los compuestos oxigeno reactivos y las
proteasas, sobre todo catepsina y elastasa, que son las responsables de
lo necrosis parenquimatosa.

Durante la preservacion fria del higado se ha demostrado un
aumento de la adherencia leucocitaria al endotelio, que es mds
elevada cuanto mayor es el tiempo de isquemia fria, lo cual podria
estar relacionado con el fallo primario del injerto. La importancia de los
mecanismos de adhesion leucocitaria varian segun el higado sea
sometido a periodos cortos o prolongados de preservacion. En el caso
de periodos cortos de preservacidon en la patogenia de la lesidon

generada, tienen mds importancia los radicales libres y las células de
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Kupffer, mientras que en el caso de periodos prolongados, son las
proteinas de la superficie celular las que desempenan un papel mds

importante (118, 119,120).

Finalmente, debemos resenar que los leucocitos activados
pueden inducir, por la via del dcido araquiddnico, un incremento de
leucotrienos, que también estdn implicados en la lesion por isquemia-

reperfusion (121).

1.4.4.5.- Activacion del complemento.

Durante la isquemia-reperfusion asistimos a la activacion del
complemento en la superficie endotelial, preferentemente a través de
la via alternativa.

La actividad del complemento es la resultante de la interaccion
de las proteinas que lo forman, que se encuentran en las membranas
celulares y en gran numero de proteinas plasmaticas, provocando la
opsonizacion de células fagociticas y activacion de los mecanismos de
la inflamacion. Cuando se actfiva localmente, puede inducir la
adherencia leucocitaria en el endotelio vascular, diapédesis de los
neutréfilos y migracion de los mismos a los focos inflamatorios con su
posterior descarga de productos citotoxicos y bactericidas (122). Con la
depleccion del complemento se ha conseguido disminuir el infilirado
leucocitario en la zona de isquemia-reperfusion (123). Estudios
experimentales, con inhibidores solubles del complemento (sCR1) y
frente a otros elementos del complemento, han demostrado una

disminucion de las lesiones por isquemia-reperfusion (108, 124-128).
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1.4.4.6.- Metales pesados.

Son elementos que también se han implicado en la lesidbn por
isquemia-reperfusion. Contribuyen a la desintoxicacion y catdlisis de los
radicales libres.

Sobre todo, el hierro y el cobre tienen importancia en la
formacion de radicales libres, mientras que el selenio es un constituyente
de la enzima glutation peroxidasa, imprescindible para la reducciéon de
los hidroperdxidos lipidicos a su forma andloga. El zinc evita la oxidacion
de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa e interactia con el
hierro y el cobre previniendo sus efectos prooxidantes.

Ademds, el zinc, junto con el cobre, es un cofactor de la
superoxido dismutasa (129).

El hierro puede catalizar la degradacion de los lipoperdxidos
dentro de compuestos carbonilos citosdlicos, como aldehidos e
hidroxidlcalis, algunos de los cuales, como el malondialdehido, pueden
provocar la rotura de la membrana celular e inactivar los sistemas
enzimdticos y de transporte. Durante la isquemia, se produce una
acumulacion intracelular de hierro y puede ser utilizado posteriormente
para la formacién de radicales libres derivados del oxigeno. Durante |a
reperfusion, la administracion de desferroxamina (quelante del hierro)
ejerce un efecto protector sobre la lesidon por isquemia-reperfusion en
muchos tejidos del organismo, no sdlo en el higado (130).

Secuestrando el hierro, en forma de ferritina, se puede disminuir la
produccion de radicales libres, ya que la formacion de OH necesita la
presencia de metales como hierro y cobre para su produccion (131).
Finalmente, algunos autores han demostrado que dietas con

sobrecarga de hierro provocan una depleccion en los antioxidantes
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enddégenos y, por tanto, aumento de la tendencia oxidante,

ocasionando lesiones moderadas (132).

1.4.4.7 .- Radicales libres de oxigeno.

Como hemos hecho referencia anteriormente, la llegada de
oxigeno a la célula, después de un periodo de isquemia, desencadena
cambios importantes a nivel celular. Uno de los primeros fendmenos que
ocurren es la produccion de radicales libres de oxigeno (RLO).

Los RLO son moléculas inestables que tienen uno o varios
electrones no apareados en su estructura y han sido implicados en la
lesion por isquemia-reperfusion (133, 134). Los radicales libres se
producen por la reduccion del oxigeno molecular, segun el nUmero de
electrones de oxigeno que se reducen vamos a tener diferentes tipos de
radicales libres. Con la reduccion de un electron tendremos superoxido
(O2); con la de dos, perdxido de hidrégeno (H202) vy con la reduccion

de tres, radical hidroxilo (OH-) (135).

O——— Oo Superodxido
Oy 5 HO» Peroxido de hidrégeno
H, O, — OH- Hidroxilo

Son sustancias que tienen uno o varios electrones no apareados
en su estructura y han sido ampliamente implicados en la patogenia de
la lesion por isquemia-reperfusion (136). Por ser sustancias inestables,
tienden a producir reacciones en cadena hasta generar compuestos

mas estables. Durante este proceso se producen compuestos
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intermedios que pueden o no generar lesiones, dependiendo de los
compuestos que alteren o de las reacciones que condicionen.

Los radicales libres se producen de forma fisiologica en el
organismo humano en diferentes fuentes: como componentes del
sistemma  de transporte electronico mitocondrial, en el reticulo
endopldsmico, durante la sintesis de prostaglandinas y sistemas de las
lipooxigenasas, de proteinas y enzimas, y también se producen por
autooxidaciéon de numerosos compuestos. De ello se deducen la gran
cantidad de relaciones que los radicales libres pueden tener con
numerosas situaciones de homeostasis intra y extracelular (137).

En situaciones patoldgicas de reperfusion, tras una disminucion o
abolicion del flujo sanguineo, las fuentes de radicales libres mdas
importantes son los siguientes sistemas enzimdaticos: la xantina oxidasa, la
oxidasa NADPH de los neutrdfilos, la lipoperoxidacion, la oxidasa de las

catecolaminas y la sintesis de las prostaglandinas.
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1.4.4.7.1.- Complejo enzimdtico de la xantina-oxidasa.

Figura 8: Complejo enzimdtico de la xantina oxidasa durante la isquemia-reperfusion.
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En el higado ha sido identificado como una deshidrogenasa tipo
D (xantina deshidrogenasa tipo D), dependiente de NAD+ y una oxidasa
dependiente de O2 (xantina oxidasa tipo 0). La oxidaciéon de la
deshidrogenasa tipo D es estimulada por NAD+ con formacion de
NADP, mientras que la de la deshidrogenasa tipo 0 no modifica su
actividad en presencia del NAD+ (138). La xantina oxidasa es un
complejo molibdoflavoproteina que se asume que es una enzima
encargada del catabolismo de las purinas en muchos tejidos, y provoca
la oxidaciéon de hipoxantina a xantina y dcido Urico, con la generaciéon
del radical superéxido.

En condiciones normales, cerca del 98% de la reduccion del
oxigeno es catabolizado por el complejo citocromo oxidasa en la
mitocondria, produciendo H202, que es un compuesto totalmente
inocuo, sin la deteccidon de formas intermedias oxigeno reducidas.
Segun el numero de electrones que se reduzcan en el oxigeno
molecular, uno, dos o tres, se producen superdxido 02, perdxido de
hidrogeno (H202), o radical hidréxilo OH, respectivamente. El perdxido de
hidrogeno (H202) es citotdxico debido a su moderada capacidad
oxidativa, siendo usado comuUnmente como antiséptico. El radical
hidroxilo es extremadamente reactivo e inestable, y un potente
oxidante de radicales libres, produciéndose a partir de una reaccion
catabolizada por metales, entre el O2- y el H202. Fisioldgicamente
provoca un gran dano oxidativo no especifico, ademds de iniciar
reacciones radical libre. En cuanto al superdxido, es una sustancia
guimicamente buena reductora y moderadamente oxidativa, que
también puede iniciar reaccidn radical libre. Puede ser citotdxico en
gran nUmero de circunstancias, como son la toxicidad del oxigeno,
dano por radiaciones, inflamacién mediada por células fagociticas y la

lesion por isquemia (139). Sus concentraciones en los tejidos y sangre se
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han utilizado como un pardmetro de actividad radical libre. Asimismo,
también se ha estudiado qué células dentro de los tejidos son las que lo
producen, observdndose que los neutrdfilos vy las células de Kupffer
pueden generarlo, no sélo en situaciones de isquemia caliente, sino
también durante la preservacion fria (140).

Las moléculas radicales libres de oxigeno provocan un dano a las
membranas celulares, directamente por la peroxidacion de los dcidos
grasos poliinsaturados y de los fosfolipidos de la membrana. Este
fendmeno es producido preferentemente por el anidn superdxido o por
el radical hidréxilo, aunque también los radicales perdxido lipidicos e
hidroxilos lipidicos poseen actividad oxidante vy, por tanto, capacidad
de ampliar el efecto lesivo. El dano de la membrana celular puede
afectar a su integridad o la de organelas celulares importantes, como
lisosomas y mitocondrias, comprometiendo seriaomente la funcidn
celular.

En el proceso de isquemia-reperfusion, durante el periodo de
revascularizacion, la enzima xantina oxidasa es la mayor fuente de
radicales superoéxido, los cuales se forman a partir de la hipoxanting,
acumulada por la degradacién de las moléculas energéticas durante el
periodo de isquemia. La xantina deshidrogenasa tipo O, que es como se
encuentra la enzima en los tejidos no lesionados, pasa por una proteasa
dependiente del Cax+ a xantina oxidasa O, durante el periodo de
isquemia, la cual, a su vez, en presencia de oxigeno durante la
reperfusion, transforma la hipoxantina a perdxido de hidrégeno, anidn
hidrogeno y dcido Urico (136, 141).

Se han descrito dos formas de ftransformar la xantina
deshidrogenasa a xantina oxidasa: una forma irreversible, que sucede
en la mayoria de los tejidos, por la accién proteolitica existente durante

la isquemia, y otfra forma de conversion reversible, que se halla
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precedida por la disminucion de glutation durante la isquemia.
Secuencialmente primero sucede la conversion reversible y con
posterioridad, la irreversible (142).

La administraciéon de anticuerpos contra la xantina oxidasa ha
faciitado que se pudiese crear un mapa de su localizacion,
detectdndose su presencia en las células endoteliales de muchos
tejidos, entre ellos el higado, corazdn, pulmdn y rindn, pero no se ha
detectado en las células epiteliales de estos oérganos, asi como
tampoco en los leucocitos, linfocitos, macréfagos ni eritrocitos (143, 144).

Actualmente se discute si la fransformacién de la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa se produce durante el periodo de
isquemia hepdtica o en los primeros momentos de la reperfusion. Se ha
observado que los valores de hipoxantina y xantina aumentan
progresivamente con el mayor tiempo de isquemia, mientras que la
cantidad de enzima xantina deshidrogenasa mds xantina oxidasa
permanece constante durante 90 y 120 min de isquemia y en la
reperfusion (145). Otros estudios con inhibidores de la xantina oxidasa,
como el alopurinol, han demostrado que el estado oxidante durante la
reperfusion no es debido Unicamente a los radicales superdxido (146).
Por otfro lado, diversos estudios con las técnicas de quimioluminiscencia
han demostrado la produccion de radicales libres de oxigeno durante la
isquemia-reperfusiobn en cultivos celulares hepdticos y de células
endoteliales (147).

La influencia de los radicales libres en la lesidn por isquemia-
reperfusion hepdtica ha quedado patente en diferentes estudios. La
administracion de scavengers de los radicales libres en diferentes
estudios experimentales en perros (148), y en modelos de isquemia
caliente hepdtica en ratas (149), ha demostrado su efecto protector. En

un modelo de isquemia intestinal en gatos se observd una disminucién
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de la lesidn hepdtica y un aumento de la permeabilidad vascular con
inhibidores de la xantina oxidasa, comprobdndose ademds que esta
enzima es la mayor fuente de radicales libres en el intestino delgado
(150).

Un marcador de la lesidn en la célula endotelial por radicales
libres es la concentracion de la enzima fosforilasa y de los nucleétidos
purina, que se encuentran habitualmente en el citoplasma de la célula
endotelial y de la célula de Kupffer. Se ha demostrado que su
concentracién aumenta con la isquemia y disminuye durante la

reperfusion (151).

1.4.4.7.2.- Lipoperoxidacion.

Otro papel importante de los radicales libres liberados durante la
reperfusion es el de iniciar la lipoperoxidacion de las membranas
celulares, con la consiguiente liberacion de sustancias que atraen,
activan y promueven la adherencia de polimorfonucleares al endotelio
microvascular, aumentando posteriormente la lesion  (152). Los
neutréfilos activados pueden producir a su vez radicales libres,
aumentando en sangre los pardmetros de lipoperoxidacion como el
malondialdehido (153). En el higado también se ha observado que la
administracion de anticuerpos frente a los receptores de los neutrdfilos
Mac-1 disminuye la lesion hepdtica, acompanada de una reduccion
del numero de neutrdfilos, asi como de su estado oxidante, con
inactivacion de los mismos al reducirse la produccion espontdnea de
anion su perdxido (154).

En estudios experimentales de isquemia fria se ha observado que,
en ausencia de las células de Kupffer, se produce una disminucion en la

produccion del anidn superdxido vy liberacion del factor de necrosis
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tumoral (TNF), con una disminucion en la acumulacion de

polimorfonucleares y menor grado de lesidon celular (140).

1.4.4.7.3.- Scavengers.

Los scavengers son agentes que eliminan directamente los
radicales libres de oxigeno. No sbélo disminuyen la produccion de
hidrolipoperdxidos, sino también la produccidon de tromboxano A, no
modificdndose la produccién de prostaciclinas. Por tanto, posibilitan un
posible papel de las prostaglandinas en la lesion por isquemia-
reperfusion (155). También se ha demostrado que la administracion de
PGE1 , en el liquido de preservacion o en el inmediato postoperatorio,
disminuye la produccién del anién superdxido y mejora la preservacion
del injerto y la funcionalidad hepdtica (156). Por otro lado, la
administracion de sustancias que aumentan la produccidén de las
prostaglandinas puede disminuir la lesion por isquemia-reperfusion, ya
que aumentan los nucledtidos de alta energia (157).

Los radicales libres generan la peroxidacion de metabolitos, con lo
que el estudio de estos metabolitos y de sus derivados se considera una
forma indirecta de valorar la funcién de los radicales libres (158). El
estado antioxidante del organismo se modifica por multitud de causas,
entre ellas la lesidon por isquemia-reperfusion (159).

Estos productos de la lipoperoxidacidon desempenan un papel
importante en la lesion oxidativa por generar ella misma reacciones
radical libre. Algunos de sus productos de degradacion son téxicos por si
mismos (aldehidos) y generan un aumento de la reduccion del sistema
de desintoxicacion glutation dependiente vy, por tanto, disminuyen las

defensas celulares para desintoxicar otras sustancias (160).
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Se ha demostrado que la lipoperoxidacion de la membrana
celular generada por los radicales libres se produce en mayor grado en

las células no parenquimatosas que en los hepatocitos (161).

1.4.4.8.- Oxido nitrico.

Un mediador que se ha considerado de suma importancia en la
patogenia de la lesion por isquemia-reperfusion es el dxido nitrico (NO) o
factor de relajacion endotelial. Se forma a partir de la L-arginina
mediante la acciéon de la enzima NO sintetasa, que es dependiente del
NADPH, calcio y calmoduling, inhibiéndose por andlogos de la arginina.
El NO difunde al espacio muscular liso vascular adyacente, donde se
une a la guanilato ciclasa y provoca la relajacion del muisculo liso. Tiene
una vida media muy corta, de segundos, lo que hace que sean dificiles
su estudio y determinacion analitica (162). En el organismo humano se
produce en las arterias y venas, contribuyendo a la modulacion del flujo
sanguineo local. En el espacio infravascular inhibe la adhesion vy
agregacion plaguetaria, lo que le confiere propiedades Utiles para su
aplicacion clinica (163). Disponemos actualmente de los valores
normales plasmdaticos para la poblacion adulta (164).

De la enzima Oxido nitrico sintetasa se han determinado tres
formas diferentes: una de ellas inducible y calcio dependiente, que se
expresa en condiciones patoldgicas, y dos isoformas de la enzima
constituyente, que son las encargadas de provocar sus efectos en
condiciones fisioldgicas. Su inhibicidn provoca un importante descenso
de la microcirculacion hepdtica, mientras que su estimulo induce un
aumento del flujo microvascular (165). Su sintesis se regula por la

concenfracion de glutation, importante cofactor para gran niUmero de
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sistemas enzimdticos, entre los que se encuentra la éxido nitrico sintetasa
inducible.

Las acciones del éxido nitrico sobre el organismo pueden ser
protectoras o deletéreas, segin en qué sistema bioldégico u érgano
estudiado nos encontremos (166). La accion relajante del éxido nitrico
se prolonga por la administracion de superdxido dismutasa, lo que
demuestra que su accidn estd modulada por los radicales libres
derivados del oxigeno (167, 168); su accion es inhibida por los radicales
superoxido e hidréxilo (169).

En el higado se ha observado que puede ejercer tanto acciones
prooxidantes como antioxidantes, siendo considerado por algunos
autores como un pardmetro de seguimiento de algunas enfermedades
hepdticas (166). En estudios in vitro actia como antioxidante, evitando
el efecto oxidativo mediado por el hierro (170). En la lesidbn por
reperfusion se ha observado que posee un efecto favorable sobre la
microcirculacion y disminuye la extension de la necrosis hepatica (171).
Si se administra antes de la readlizacién de la isquemia hepdtica,

disminuye la lesion por isquemia-reperfusion (172).

1.4.5.- Mecanismos celulares de defensa.

Los propios tejidos cuentan con diferentes enzimas que intentardn
defender a la célula de la agresion, entre las que podemos nombrar la
superoxido disminutasa, la catalasa y la glutation reductasa, cuya
principal funcidén es eliminar los radicales libres formados a partir del
oxigeno (173, 174).

La superdxido disminutasa cataliza la reaccion entre dos radicales

superoxido, generando perdxido de hidrégeno y Oo.
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SOD
20y +2H* » H2O2 + O3

La catalasa cataliza la conversion de perdxido de hidréogeno en

agua y oxigeno molecular.

Catalasa
2 HyOo Qo + > 2 HO

Por su parte, la glutation peroxidasa cataliza la oxidacion del
glutation reducido y el perdxido de hidrogeno.

Glutation peroxidasa

H202 + 2 GSH > GSSG + 2 H0

Queda claro que, del balance en la produccion de todas estas
sustancias dependerd el estado final de la microcirculacion vy
principalmente de las células endoteliales del sinusoide hepdtico que es

el principal blanco de toda la agresion (96, 98, 175, 176).

1.4.5.1.- Antioxidantes. Superdxido dismutasa.

Los antioxidantes son agentes enddégenos o exdgenos que
pueden prevenir la acciéon de los radicales libres derivados del oxigeno
y, por tanto, disminuir la lesion mediada por estos radicales. Los
anfioxidantes pueden actuar bien eliminando directamente los
radicales libres, en cuyo caso se les denomina scavengers, o bien
blogueando la generacidon de éstos o sus efectos deletéreos (130, 177-

183).

60



Existen diferentes clasificaciones de los antfioxidantes en la
bibliografia. Nosotros vamos a describir la que utiliza como criterio de
clasificacion el modo de accion.

Los fdrmacos con capacidad antioxidante se pueden dividir en
cinco grupos fundamentales: scavengers o eliminadores de los radicales
libres, inhibidores de la produccién de radicales libres, inhibidores de los
neutréfilos, inhibidores de la peroxidacion y los condicionantes de la

situacion oxidativa y energética preisquémica (177, 178) (tabla 4).
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Tabla 4: Mecanismos de defensa antioxidantes en la isquemia-reperfusion.

MODO DE ACCION

AGENTE

NIVEL DE ACCION

Scavenger de los radicales libres

Inhibidores de la produccién
de radicales libres

Inhibidores de los neutréfilos

Inhibidores de la lipoperoxidacién

Condiciones antes de la
preisquemia

Superdxido dismutasa
Catalasa

Manitol

AlbUmina
Nafazatrom

Histidina

Melatonina

Alopurinol
Qxipurinol
Acido fdlico

Deferroxamina
Ceruloplasmina

Anficuerpos monoclonales
Antagonistas del PAF
Anfiproteasas

Vitamina E
Propranolol

Captopril
Blogueadores de los
canales de calcio

Nafazotrom

N-acetilcisteina
Glutation
Ebselen
Oltipraz
Adenosina

Eliminan los distintos
radicales libres
oxigeno-derivados

Inhiben los distintos
sistemas enzimdticos
productores de radicales
libres

Modulan la produccién
del anién superdxido

Disminuyen la
lipoperoxidacién de las
membranas celulares

Aumentan la
actividad antioxidante
enddgena
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En la literatura cientifica se han descrito numerosas sustancias con
efecto antioxidante, eficaces para la prevencidn de la lesidn por
isquemia-reperfusion (148 bis).

Gran parte de las mismas han demostrado su efecto protector en
diferentes estudios experimentales de isquemia-reperfusion hepdtica
(149-151, 182, 183).

La superdxido dismutasa (SOD) es el scavenger o eliminador de los
radicales libres superéxido mds conocido. De forma fisioldgica, su
accién, en el metabolismo hepdtico, es la de formar perdxido de
hidrogeno a partir de la xantina y el anién superdxido.

Su administracion de forma exdgena tiene la limitacién de su
corta vida media, aunque se dispone de formas comercializadas que
alcanzan una vida media de hasta 4-6 h.

La administracion de SOD mejora la lesidbn por isquemia-
reperfusion en diferentes modelos experimentales (184). Se ha descrito
un aumento de la producciéon de bilis y disminucion de transaminasas
(185). Esta mejoria es mayor cuando se administra previa a la isquemia,
ya que disminuye el grado de necrosis anatomopatoldgica.

Durante la isquemia hepdtica disminuyen las concentraciones de
SOD junto al incremento de las concentraciones de hipoxantina y
xantina, mientras que en la postisquemia predomina el descenso de las
concentraciones de ATP (145). Esto explica que la administracion
exdgena de SOD antes de la isquemia mejore la funcionalidad hepdtica
(187). Se ha demostrado que la administracién de SOD también
disminuye la formacion de radicales libres durante la reperfusion vy, por
tanto, mejora la lesidn por reperfusion (184-188). Por otro lado, en
modelos de hepatectomia parcial en ratas, su administracidon disminuye

la lipoperoxidacion y favorece la regeneracion hepdtica (187).
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1.5.- Sustancias citoprotectoras

Con el objetivo de mejorar la viabilidad del injerto hepdtico,
diferentes trabajos han demostrado el efecto protector de algunas
sustancias sobre la lesion por isquemia-reperfusion, administradas

durante el periodo de recirculaciéon normotérmica:

1.5.1.- Glicina.

La glicina es el aminodcido carboxiterminal de la molécula de
glutation. Ha demostrado su efecto protector sobre la lesion por
isquemia fria, inhibiendo la degradacioén proteolitica que contribuye a la
lesion durante la preservacidon hepdtica. También tiene efecto
estabilizante de la membrana plasmdtica, reduciendo  su
permeabilidad. La infusidn de glicina en la reperfusion disminuye los
niveles sanguineos de LDH y transaminasas.

Se frata de un aminodcido no esencial que ha demostrado un
efecto protector contra la hipoxia, la isquemia y minimiza la accién de
varias sustancias citotdxicas sobre los tUbulos renales y los hepatocitos.
También minimiza el dano hepdtico después de la exposicidon cronica al
alcohol.

La glicina mejora la supervivencia después de un estado de shock
séptico mediado por endotoxinas. Tiene un efecto protector sobre
varios tipos de células u érganos. El shock endotdxico conduce al fallo
multiorgdnico y a la coagulacién intravascular disesminada, y el TNF-alfa
es conocido por causar muchos de los sintomas observados en el shock
séptico. La dlicina es capaz de suprimir los niveles de TNF-alfa
segregado por los macréfagos, en un modelo experimental en la rata

(189).
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El sindrome del distrés respiratorio del adulto (ARDS) también
constituye una manifestacion del shock endotdxico. La glicina ha
demostrado en este sentido, proteger al pulmén del edema, pudiendo
explicar asi la mayor supervivencia en la rata tras la infusién de glicina
en el shock séptico. La dlicina reduce la sintesis de mediadores
quimicos, incluyendo el TNF-alfa, minimizando asi la lesidon pulmonar y
mejorando la supervivencia.

Es bien conocido que las endotoxinas producen dano hepdtico,
especialmente  durante las hepatectomias parciales, tras la
administracion de tetracloruro de carbono, o el tratamiento con
galactosamina. La activacion de las células de Kupffer produce dano
hepdtico a través de la liberacidon de citokinas, eicosanoides, oxido
nitrico y radicales libres. La elevacidon en suero de las transaminasas, la
necrosis hepdtica masiva y la infiltracion hepdtica por los neutrdfilos
queda suprimida tras la administraciéon de glicina en un modelo
experimental en la rata. Una posible explicacion para este efecto de la
glicina es la reducida respuesta de las células de Kupffer ante los
lipopolisacdaridos. La dlicina también es capaz de mejorar Ia
microcirculacion hepdtica. Esta mejoria de la microcirculacion hepatica
podria explicar en parte el efecto beneficioso de la glicina sobre Ia
lesion  por isquemia-reperfusion. Las células de Kupffer producen
mediadores quimicos con propiedades vasoactivas y ése seria el punto
donde actuaria la glicina a nivel de la microcirculacion: inhibiendo la
produccion de dichas sustancias vasoactivas.

La lesidon por isquemia-reperfusion en el higado es un importante
problema después de la cirugia hepdtica. Ademds, el dano hepdtico a
veces es consecuencia del fallo cardiaco, trombosis, o enfermedad
venooclusiva hepdtica. Bajo estas condiciones, unas bajas dosis de

endotoxina son capaces de exacerbar el dano hepdatico y pulmonar. Es
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bien conocido que la lesidn por isquemia-reperfusion aumenta la
sensibilidad de las células de Kupffer a los lipopolisacdridos. La adicion
de dlicina en el liquido de preservacion mejora la supervivencia de la
rata tras el trasplante hepdtico.

Aungue el efecto de la glicina no estd totalmente estudiado,
parece ser que su mecanismo de accidn se basa principalmente en la
supresion de la activacion de las células de Kupffer. La glicina puede
también ser de utilidad en casos de traumatismo y en cirugia mayor, en
donde la endotoxina puede tener efectos nocivos.

Estudios previos han demostrado que las células de Kupffer
confienen canales de calcio voltaje-dependientes (190) y que los
incrementos de calcio son esenciales para la liberacion de prostanoides
y citoquinas inflamatorias en respuesta al estimulo de los
lipopolisacdridos. Los bloqueadores de los canales de calcio previenen
de la lesidon por isqguemia-reperfusion y mejoran la supervivencia en un
modelo experimental de trasplante hepdtico en la rata.

El efecto protector de la glicina contra los lipopolisacdridos es
debido, en gran parte, a la prevencion de la elevacion de calcio en las
células de Kupffer, involucradas en la liberacion de mediadores
quimicos (TNF-alfa y eicosanoides).

La glicina ha demostrado proteger de la lesidn por isquemia-
reperfusion estabilizando la membrana celular defendiéndola del
ataque de los radicales libres (191-192). También mejora Ia
microcirculacion actuando sobre las células de Kupffer, que se activan
durante la isquemia-reperfusion; la glicina puede prevenir la activacion
de dichas células (193).

La glicina inhibe las proteasas dependientes del calcio no
lisosomales y esta accidn es responsable de la proteccion de los

hepatocitos contra la anoxia (194). La proteolisis contribuye a la lesidon
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asociada al trasplante hepdtico y los inhibidores de las proteasas
mejoran la funcidén del injerto (195).

La glicina también bloguea el nivel de calcio intracelular
disminuyendo la activacion de las células de Kupffer y de las proteasas
dependientes del calcio (196, 197).

Okazi demostrd que la glicina puede proteger contra la lesion por
reperfusion reduciendo la peroxidacidon lipidica, en un proceso
independiente del aumento de glutation en el tejido hepdtico (198).
Ofros autores han descrito que la glicina estabiliza la membrana
inhibiendo la fosfolipasa A2, que al liberar dcido araquiddnico, estimula
la produccidon de eicosanoides vasoconstrictores (199).

En resumen, durante la isquemia-reperfusion las células de Kupffer
se activan y éstas son la principal fuente de eicosanoides en el higado,
por lo tanto, el bloqueo de su activaciéon evitando el aumento de calcio
intfracelular, disminuiria la producciéon de eicosanoides y ello repercutiria
favorablemente en la microcirculacion, evitando la vasocontraccion.
Este efecto hemodindmico de la glicina seria independiente del éxido
nitrico, tal y como sugirié Schemmer y cols. (197), pues la administracién
de glicina no sélo no incrementa la produccidon de NO por las células de

Kupffer, sino que incluso la disminuye.

1.5.2.- Arginina.

La L-Arginina es el sustrato de la NO sintasa que produce oxido
nitrico, potente vasodilatador por su efecto relajante sobre la
musculatura lisa vascular, mejorando asi la microcirculacion hepdtica. El
o6xido nitrico modula las interacciones adhesivas entre leucocitos,

plaguetas y célula endotelial. Inhibe la adhesion de los neutrdfilos al
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endotelio del sinusoide hepdtico y la expresidon de las moléculas de
adhesién P-selectina, E-selectina, ICAM-1y VCAM.

La lesidn por isquemia-reperfusion se trata de un proceso
complejo en donde se encuentran implicados diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos, como la funcidén de la microcirculacion, la adhesion
leucocitaria y agregacioén plaguetaria, la produccion de radicales libres,
lipoperoxidacion e hipoxia (200-202, 208). La actividad reducida del
o6xido nitrico podria estar implicada en la patogenia de la isquemia-
reperfusion. Como consecuencia de la lesidn sobre las células
endoteliales y la poca disponibilidad de arginina debida al aumento de
la liberacion de arginasa por el higado, la produccién de NO podria
encontrarse disminuida(203). Se ha demostrado que la inhibicion del NO
empeora la lesidon por isquemia-reperfusion (204, 205, 208). Incluso la
arginina tiene un efecto protector sobre la lesidbn por isquemia-
reperfusion (206).

En el caso del frasplante hepdtico, la administracion de arginina
en el receptor durante la reperfusion es capaz de aumentar el flujo
sanguineo portal (207) vy el flujo tisular hepdtico (201, 206). El NO es un
potente vasodilatador a nivel arterial y portal, inhibiendo la adhesion
leucocitaria y la agregacion plaquetaria y puede actuar neutralizando
los radicales superdxido (208).

El dano hepdtico después de la isquemia-reperfusion hepdtica es
un proceso complejo que incluye muchos mecanismos fisiopatoldgicos:
funcion de la microcirculacién, adhesidon leucocitaria, agregacion
plaguetaria, produccién incrementada de radicales libres de oxigeno,
lipoperoxidacion e hipoxia (201, 202, 208, 209). La actividad reducida del
oxido nitrico puede estar involucrada en la patogénesis de la lesidn por
isquemia-reperfusion debido al dafo de la célula endotelial y a la

escasa disponibilidad de L-arginina secundaria a la gran cantidad de
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arginasa liberada por el higado isquémico (203). La inhibicion del dxido
nitrico agrava la lesidon por isquemia-reperfusion (204, 205, 210, 211). La
administracion de L-arginina mejora la lesidon por isquemia-reperfusion en
varios modelos puros de isquemia-reperfusion (206, 212). Se ha visto que
la L-arginina administrada en el receptor produce un incremento en el
flujo venoso portal (207) y en el flujo sanguineo hepdtico total (201, 206,
208). Finalmente, el NO es conocido por ser un potente vasodilatador
portal y arterial, inhibe la adhesion leucocitaria, y puede actuar como
un scavenger del radical superoxido citotéxico (208).

En un estudio realizado por Valero et al. (213) se demuestra coémo
la utilizacion de L-arginina exdégena reduce considerablemente el dano
hepdtico después del trasplante hepdtico a partir de donante a
corazdn parado en un modelo experimental en el cerdo. La
administracion de L-arginina se asocié a una considerable disminucion
de la necrosis celular hepdtica y del dano en el tracto biliar hepdtico. El
mecanismo mds probable que produce estos efectos beneficiosos sea
una mejoria funcional a nivel de la microcirculacién y un incremento del

flujo hepdatico.

1.5.3.- S-Adenosil metionina.

Es un precursor del glutation intracelular que contribuye a
aumentar los niveles de este tripéptido con funcidn antioxidante, que
neutraliza los radicales libres generados durante la isquemia-reperfusion,
responsables de la lipoperoxidacidon de las membranas vy, por tanto, del
dano celular. Asimismo, el SAMe ha demostrado el efecto
vasodilatador, funcién atribuida a la adenosina que se genera como
metabolito secundario en la via de sintesis de la cisteina, que acabard

formando parte del glutation.
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Dado que uno de los elementos implicados en la lesidn por
isquemia-reperfusion es la produccion de radical superdxido, diferentes
tratamientos basados en la administracion de antioxidantes han
demostrado proteger parcialmente de esta lesion (214, 215, 216, 217). El
SAMe ha sido uno de los compuestos utilizados con esta finalidad, ya
que es capaz de incrementar los niveles hepdticos de glutation, que es
uno de los antioxidantes mds importantes en el higado (218, 219).

Durante el metabolismo del SAMe, no sélo se incrementa la
cisteina, y como consecuencia el glutation, sino que también se genera
adenosina gracias a la actividad de la enzima S-adenosil homocisteina
hidrolasa. Por lo tanto, la administracion de SAMe seria una fuente
exdgena de un potente antioxidante y de adenosina que podria ejercer
algun efecto adicional a través de otros mecanismos.

El efecto hemodindmico del SAMe podria estar mediado por un
aumento de adenosina, y mds concretamente estaria mediado por el
NO, como ha sido sugerido por otros autores (205).

En relacion al efecto vasoactivo del SAMe algunos investigadores
han demostrado su efecto inhibiendo directamente la agregacién
plaguetaria (220), la capacidad de incrementar la produccion vascular
de prostaciclina (221), y el papel protector contrarrestando el efecto
vasoactivo del leucotrieno D4 (222).

El SAMe es sintetizado fisioldgicamente a partir de metionina vy
adenosintrifosfato (ATP) por la SAMe sintetasa. Este compuesto estd
involucrado en las reacciones de fransmetilacion, restableciendo la
fluidez de la membrana plasmdtica del hepatocito y en las reacciones
de transulfuracion, aumentando la cisteina y el glutation, que
incrementan la capacidad antfioxidante del hepatocito. Por ofro lado,
la adenosina generada a partir del SAMe en el proceso de biosintesis de

cisteina podria proporcionar un efecto de proteccion.

70



Es bien conocido que el precondicionamiento hepatico mediante
breves periodos de isquemia-reperfusion hepdtica antes de un periodo
prolongado de isquemia estd mediado por un incremento de los niveles
de adenosina (205). Como consecuencia, la denosina interacciona con
los receptores A2 e induce la produccién de NO, que protege contra la
lesion por isquemia-reperfusion. No obstante, tras prolongar el periodo
de isquemia mas alld de 15 minutos, la degradacion del ATP precede a
la acumulacidn de xantina y la produccidén del radical superdxido a
través del sistema de la xantina oxidasa. Bajo estas condiciones, los
radicales superdxido reaccionan con el NO, generando radicales de
peroxinitrito, y el efecto pernicioso de la xantina predomina sobre el
efecto beneficioso de la adenosina (223). Estos estudios sugieren que
aumentando la adenosina y disminuyendo la xantina podrian
protegerse las células de la lesidon por isquemia-reperfusion.

El SAMe ha demostrado aumentar el pool de glutation
hepatocitario, el antfioxidante mds potente del higado (219). Sin
embargo, en el metabolismo del SAMe no sélo aumenta la cisteina, y
como consecuencia el glutation, sino que también se genera
adenosina a fravés de la actividad de la S-adenosil homocisteina
hidrolasa. Como consecuencia, el SAMe es una fuente exégena de
adenosina que podria producir efectos beneficiosos a través de otros
mMmecanismos.

Net et al. demuestran en un estudio experimental de trasplante
hepdtico en el cerdo a partir de donante a corazdn parado, que tras 40
minutos de isquemia caliente, la degradacion del ATP produce una
mayor cantidad de xantina que de adenosina, y como consecuencia,
el ratio adenosina/xantina disminuye drdsticamente. Sin embargo, la
administracion de SAMe facilita el incremento de este ratio durante la

recirculacion normotérmica. De acuerdo con nuestros estudios previos,
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qgue demuestran que los niveles elevados de xantina después de la
recirculacion normotérmica se correlacionan significativamente con
una escasa viabilidad del injerto hepdtico (224), los bajos niveles de
xantina también contribuyen a reducir el dano hepdtico. Dunne et al.
han demostrado que el SAMe proporciona su proteccidn contra la
lesidon por isquemia-reperfusion a través de la interaccidon con los
purinoreceptores en higados aislados de rata, produciendo un efecto
vasoactivo (225). Ademds, en el estudio de Dunne, la inhibicion de la
NO sintetasa mediante la N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) reduce
el elevado flujo sanguineo alcanzado después del tratamiento con
SAMe, sugiriendo que el SAMe puede actuar, en parte, mediante la
activacion de la produccidén de NO. Ademds, los niveles elevados de
adenosina durante la recirculacién normotérmica en los higados
tratados sugerido por otfros autores (226), y podria producir un efecto
con SAMe podria inducir la sintesis de NO, como ha sido hemodindmico
beneficioso.

En este contexto, para mejorar la calidad del injerto, los disturbios
de la microcirculacién que aparecen durante la isquemia-reperfusion,
han sido corregidos en diversos estudios mediante el incremento en la
produccion de NO, el cual tiene un efecto vasodilatador tanto arterial
como portal (208). Después de la administracion de SAMe, los flujos
sanguineos hepdticos y de bomba incrementaron durante la RN,
indicando una mejor perfusion hepdtica durante la obtencién del
érgano. Nosotros hemos demostrado previamente que la L-arginina, un
dador de NO, administrado durante la RN, demostrd un efecto similar
(213), indicando que el NO podria estar implicado en el mecanismo de
accién del SAMe. Se ha sugerido que el efecto del SAMe puede estar
parcialmente relacionado con el incremento del balance

adenosina/xantina.
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Al mejorar las condiciones de la RN mediante la administraciéon de
SAMe conduce a una menor lesidn endotelial y hepatocitaria,
preservando la viabilidad celular. La accion del SAMe también permite
la resintesis de ATP durante la RN, como es de esperar durante la
presencia de adenosina y oxigeno, y también aumenta la carga
energética al final de la obtencién del érgano. Este incremento de la
carga energética es un dato importante de cara a mejorar la viabilidad
del injerto hepdtico (227).

La muerte del tejido hepdtico después de la isquemia-reperfusion
no ocurre solo por necrosis, sino por muerte celular programada, o
apoptosis. El SAMe reduce la necrosis hepdtica después del trasplante y
previene la necrosis del tracto biliar, lo que provoca la muerte precoz de
los animales, lo cual ha sido también observado en varios modelos
experimentales en la rata (225, 211). Net et al. demuestran la evidencia
de que existe apoptosis sélo 1 hora después de la reperfusion, mientras
qgue la necrosis aparece a los 5 dias del frasplante. Las moléculas
mediadoras de la apoptosis se conoce que se activan precozmente tras
la isquemia-reperfusion, causando apoptosis precedente a la necrosis
(230). La prevencion de la apoptosis mediada por SAMe puede estar
relacionada con los receptores A2 o con la produccién de NO (228,
229). El SAMe también reduce los niveles hepdticos de xantina, otro
mecanismo que podria estar implicado en la disminucién de la
apoptosis. El precondicionamiento isquémico, mediado en parte por los
niveles altos de adenosina y bajos de xantina y NO, reduce la apoptosis

(230).
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1.6.- Justificacion de la tesis.

Durante las dos décadas transcurridas desde que en 1963 Starzl
lograra el primer trasplante ortotépico de higado (1) se han sucedido
numerosas investigaciones clinicas, técnicas e inmunoldgicas hasta que
en 1983, el Instituto Nacional de la Salud (National Institutes of Health
Consensus Development Conference Statement) de los Estados Unidos
de Norteamérica considerara que el trasplante hepdtico ya no era un
tratamiento en fase experimental, sino que se habia convertido en una
modalidad terapéutica para aquellos pacientes que presentaran una
enfermedad hepdtica en fase terminal.

Actualmente existe un incremento en las indicaciones del
trasplante hepatico mientras que el nUmero de donaciones se mantiene
constante. Si ademds se tiene en cuenta que no todos los drganos son
aptos para el trasplante, cabria plantearse nuevas alternativas para la
obtencién de érganos. Una de ellas es la obtencién de érganos a partir
de donantes en parada cardiaca, lo cual podria incrementar el nUmero
de donantes hasta un 20% mds. La obtencion de odrganos para
trasplante a partir de donantes a corazdén parado continla siendo en la
actualidad un reto importante en medicina. La situacidn actual nos
permite obtener rinones en buenas condiciones para trasplante y es una
situacion contemplada de forma habitual en la prdctica clinica. No
ocurre lo mismo en lo que se refiere al higado. El desconocimiento de la
calidad del injerto potencial no permite su utilizacion de forma
sistemdtica a pesar de que pudiera cumplir los requisitos para mantener
las funciones hepdticas de forma inmediata. El equipo de trasplante
hepdtico del Hospital Clinic de Barcelona ha demostrado a lo largo de
los Ultimos anos que la inclusidn después de la parada cardiaca de un

periodo al que denominamos “recirculaciéon normotérmica” (circulacion

74



extracorpdérea mediante la utilizacidon de by-pass cardiopulmonar y
oxigenacion tisular antes del enfriamiento corporal total, con la
obtencién de los érganos para frasplante) tiene un efecto beneficioso
sobre la lesidn isquémica ya producida y es capaz de revertir o evitar de
forma completa o parcial las lesiones a nivel del higado, de tal forma
que lo hace viable para trasplante. Esta capacidad de evitar o revertir
las lesiones producidas después de la parada cardiaca es limitada vy
estd en relacién con el tiempo de isquemia caliente. Sin embargo, la
utilizacion durante este periodo de Recirculacidn Normotérmica de
diferentes sustancias, que se han mostrado capaces en estudios previos
de reducir la lesidon por isquemia-reperfusion, ha permitido en estudios
posteriores comprobar que este periodo de isquemia caliente puede
aumentar de forma ostensible hasta los 40 minutos sin perjudicar de
forma significativa la supervivencia tanto a corto (preservacion de la
funcion hepatocelular) como a largo plazo (conservacion de la
indemnidad de la via biliar, especialmente sensible a los periodos de
isquemia).

Desde el punto de vista objetivo, la Recirculacién Normotérmica
tiene un efecto beneficioso sobre la viabilidad del injerto. Sin embargo,
se desconoce cudles son los pardmetros de circulacion extracorpdrea
(tiempo, flujos, sistema de cebado...) mds eficaces, puesto que tanto el
tiempo como las caracteristicas establecidas en su dia por nuestro
grupo fueron determinadas de forma absolutamente arbitrarias. Se
desconocen las condiciones optimas que se pueden conseguir con la
manipulacién farmacoldgica para mejorar la perfusion del injerto.
Nuestro grupo investigador ha comprobado diversas hipdtesis:

1.- En un estudio experimental con cerdos y donante a corazdn
parado se ha visto que produciendo tiempos de isquemia caliente de

20, 30 y 40 min y anadiendo un periodo de recirculacion a 37° y
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oxigenacion durante 30 minutos, es posible obtener higados viables, vy
que la supervivencia del injerto a los cinco dias se relaciona de forma
inversamente proporcional con el tiempo de isquemia caliente (100, 70
y 50% respectivamente). Asimismo, se ha observado que el grupo en el
que no se ha utlilizado el periodo de recirculacion a 37°C, la
supervivencia del injerto ha sido nula. Ello demuestra que la utilizacion
de circulacion extracorpdérea a 37° y oxigenacioéon tisular es capaz de
revertir la lesion por isquemia-reperfusion que sucede después de Ia
parada cardiaca y que se fraduce en lesidn hepatocitaria y sinusoidal,
evidenciadas indirectamente por la elevacion plasmdtica de las
transaminasas y el dcido hialurdnico, y directamente por la lesidn
histoldgica en la que se observan lesiones por isquemia e infilirado
sinusoidal. Mediante el periodo de recirculaciéon se consigue que al
quinto dia post-trasplante se normalicen las transaminasas, el dcido
hialuréonico vy las lesiones histoldgicas.

2.- Siguiendo la misma linea de estudio experimental con cerdos y
donante a corazdén parado con tiempos de isquemia caliente de 20, 30
y 40 min y recirculacidbn con oxigenacion a 37°C, y posterior
enfriamiento mediante la bomba de by-pass cardiopulmonar, se ha
evaluado el flujo sanguineo hepdtico y el cociente de exiraccion de
oxigeno como predictores de la viabilidad del injerto. En este caso se ha
observado que los flujos sanguineos elevados de bomba, vena porta y
arteria hepdtica se correlacionan positivamente con la supervivencia
del injerto, obteniéndose el mayor flujo de bomba en aquellos donantes
con menor tiempo de isquemia caliente. Aunque el cociente de
extraccion de oxigeno aumenta durante la recirculacion respecto al
valor basal, la supervivencia aumenta en aquellos higados con

cocientes de extraccidon de oxigeno mds bajos.
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3.-lgualmente se ha podido observar que ftras periodos de
isquemia caliente superiores a 30 minutos las lesiones que se producen
comprometen la viabilidad del injerto, sobre todo por necrosis de la via
biliar, disminuyendo la supervivencia hasta un 50% en el grupo sometido
a 40 minutos de isquemia caliente. Con el objetivo de mejorar dicha
viabilidad, diferentes trabajos han demostrado el efecto protector de
algunas  sustancias  sobre la  lesion  por isquemia-reperfusion,
administradas durante el periodo de recirculacidn normotérmica:
Glicina : La glicina es el aminodcido carboxiterminal de la molécula de
glutation. Ha demostrado su efecto protector sobre la lesion por
isquemia fria, inhibiendo la degradacién proteolitica que contribuye a la
lesion durante la preservacidon hepdtica. También tiene efecto
estabilizante de la membrana plasmdatica reduciendo su permeabilidad.
La infusidn de glicina en la reperfusion, disminuye los niveles sanguineos
de LDH y transaminasas.
L-Arginina: La L-Arginina es el sustrato de la NO sintasa que produce
Oxido Nitrico (NO) que es un potente vasodilatador por su efecto
relojante  sobre la musculatura lisa  vascular, mejorando asi la
microcirculacién hepdtica. El éxido nitrico modula las interacciones
adhesivas entre leucocitos, plaguetas y célula endotelial. Inhibe la
adhesion de los neutrdfilos al endotelio del sinusoide hepdtico vy la
expresion de las moléculas de adhesion P-selectina, E-selectina, ICAM-1
y VCAM.

S-Adenosilmetionina (SAMe) : Es un precursor del glutation intracelular

que contribuye a aumentar los niveles de este tripéptido con funcidn
antioxidante que neutraliza los radicales libres generados durante la
isquemia-reperfusion responsables de la lipoperoxidacion de las
membranas y por tanto del dano celular. Asimismo, el SAMe ha

demostrado el efecto vasodilatador, funcidn atribuida a la adenosina

77



que se genera como metabolito secundario en la via de sintesis de la
cisteina que acabard formando parte del glutation.

Los resultados obtenidos por nuestro equipo investigador con la
administracion separada de cada uno de dichos compuestos después
de 40 minutos de parada cardiaca, ha demostrado su efecto
beneficioso sobre la lesion por isquemia-reperfusion sobre la célula
endotelial y el hepatocito, y sobre la viabilidad del injerto, aumentando
la supervivencia hasta un 80%. El efecto beneficioso demostrado por
estas sustancias una vez producida la lesidon isquémica sugiere la
posibilidad de condicionar el injerto potencial durante la obtencion del
érgano. Es posible que la manipulacion mediante la accidon conjunta de
estos tres agentes, que actuan mediante distintos mecanismos, tenga
un efecto aditivo o aditivo mejorando los marcadores de lesion, tanto
sinusoidales como hepdticos, asi como la viabilidad del injerto.

La experiencia obtenida nos permite establecer que tanto las
transaminasas (ASAT), como la alfa-GST, el dcido hialurdnico y el estudio
histoldgico son unos buenos pardmetros en la evaluaciéon de la lesion de
isqguemia-reperfusion. Sin embargo, a raiz de la gran eficacia de la L-
arginina y su probable acciéon a través de la produccion de oxido nitrico
(NO) nos plantea la necesidad de determinar pardmetros que se
relacionen con la produccion de NO, como son, nitritos y nitratos a nivel
de la vena hepdtica, asi como los niveles de AMPc en tejido hepdtico.
Como quiera que se trata de un modelo de recirculacion, interesa
también estudiar el grado de indemnidad-preservacion de la célula
endotelial hepdtica. Es por ello, que también creemos importante el
estudio por microscopia electronica de la apoptosis celular.

Por todo ello, esta tesis pretende estudiar el efecto aditivo de
distintas sustancias citoprotectoras, que por separado ya han

demostrado su eficacia sobre la lesidn por isquemia-reperfusion.
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2- HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Desde el punto de vista objetivo, el efecto beneficioso
demostrado por sustancias capaces de proteger el injerto de la lesion
por isquemia-reperfusion (L-arginina, SAMe, glicina) una vez producida
la lesidon isquémica sugiere la posibilidad de condicionar el injerto

potencial durante la obtencion del érgano.

¢SE PODRIA MEJORAR LA VIABILIDAD DEL INJERTO OBTENIDO
DE DONANTES A CORAZION PARADO MEDIANTE LA
ADMINISTRACION COMBINADA DE DISTINTAS SUSTANCIAS
CITOPROTECTORAS DEL INJERTO HEPATICO?

OBJETIVOS:

Una vez demostrada la necesidad de la recirculacion
normotérmica para conseguir la viabilidad del injerto procedente de

donante a corazdn parado, nos planteamos los siguientes objetivos:

1.-Evaluar si el flujo sanguineo hepdtico y la extraccion hepdtica de
oxigeno durante la recirculacion normotérmica pueden influir sobre la

viabilidad del injerto.

2.- Evaluar si el empleo conjunto de sustancias protectoras de la lesion
por isquemia-reperfusion, tienen accioén aditiva sobre la recuperacion
de la carga energética y el acimulo de purinas en tejido hepdtico,

después de 60 minutos de isquemia caliente.
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3.- Evaluar si el empleo conjunto de sustancias protectoras de la lesion
por isquemia-reperfusion tienen acciéon aditiva sobre la preservacion de

la célula endotelial y del hepatocito.
4.- Evaluar si el empleo conjunto de sustancias protectoras de la lesion

por isquemia-reperfusion tienen accion aditiva sobre la proteccion de la

necrosis de la via biliar.
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3-MATERIAL Y METODQOS

3.1. Sujetos de estudio y definicidon de los grupos
(grupo control y grupos de estudio).

Utilizamos como sujetos de estudio 40 pares de cerdos “large
white"” (donante y receptor) de un peso aproximado entre 25y 30 Kg. El
diseno del estudio consistid en realizar un trasplante hepdtico a partir
de donante obtenido tras 60 minutos de paro cardiaco (periodo de
isqguemia caliente), el cual fue sometido a diferentes condiciones de
manipulaciéon de sustancias segun la siguiente distribuciéon aleatoria

randomizada:

Grupo 1 (n=8) o grupo conirol:

Periodo de isquemia caliente de 60 minutos, intercalaondo un
periodo de circulaciéon extracorpérea a 37°C durante 30 minutos, con
flujo de bomba variable, en funcion del retorno venoso, sin adicion de
volemia ni drogas, seguido de recirculacion con hipotermia rdpida con

el mismo tipo de flujo.

Grupos de estudio:

Dado que en nuestra experiencia previa, la utilizacion de las tres
sustancias de estudio, fras un periodo de isquemia caliente de 40
minutos, permitid una supervivencia del 80%, y que la L-arginina fue la
sustancia que mostré una mayor eficacia, ello hizo necesario aumentar
el periodo de parada cardiaca a 60 minutos e incluir la L-arginina

sistemdaticamente en todos los grupos de estudio.
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Grupo 2 (n=8):

Periodo de isquemia caliente de 60 minutos, con circulacién
extracorpérea a 37°C durante 30 minutos, con el mismo flujo de bomba,
anadiendo la administracién de L-arginina en los siguientes tiempos vy
dosis:

L-arginina: 400 mg/Kg de peso en bolus al inicio de Ila
recirculacion normotérmica (RN) y la misma dosis al inicio de la

reperfusion del injerto en el receptor.

Grupo 3 (n=8):

Periodo de isquemia caliente de 60 minutos, con circulacién
extracorpérea a 37°C durante 30 minutos, con el mismo flujo de bomba,
anadiendo la administraciéon de L-arginina y glicina en los siguientes
tiempos y dosis:

L-arginina: 400 mg/Kg de peso en bolus al inicio de la
recirculacion normotérmica (RN) y la misma dosis al inicio de la
reperfusion del injerto en el receptor.

Glicina: infusion de 150 mg de glicina diluida en 500 ml de Ringer
lactato (20 mM) durante la RN (30 minutos) y la misma dosis al inicio de

la reperfusion en el receptor hasta el final de la intervencion.
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Grupo 4 (n=8):

Periodo de isquemia caliente de 60 minutos, con circulacién
extracorpérea a 37°C durante 30 minutos, con el mismo flujo de bomba,
anadiendo la administracién de L-arginina y SAMe en los siguientes
tiempos y dosis:

Arginina: 400 mg/Kg de peso en bolus al inicio de la recirculacion
normotérmica (RN) y la misma dosis al inicio de la reperfusion del injerto
en el receptor.

SAMe:

A/ 30 mg/kg de peso en bolus al inicio de la RN e infusion continua
de 1 mg/kg/min durante los 30 minutos de la RN.

B/ Suplementar la solucién de Wisconsin con 100mg/I.

C/ Bolus de 30 mg/Kg al inicio de la reperfusidon e infusidn continua

de 1 mg/Kg/min durante 30 minutos.

Grupo 5 (n=8):

Periodo de isquemia caliente de 60 minutos, con circulacién
extracorpérea a 37°C durante 30 minutos, con el mismo flujo de bomba,
anadiendo la administracion de L-arginina, SAMe y glicina en los
siguientes tiempos y dosis:

L-arginina: 400 mg/Kg de peso en bolus al inicio de la
recirculacion normotérmica (RN) y la misma dosis al inicio de la
reperfusion del injerto en el receptor.

SAMe: A/ 30 mg/kg de peso en bolus al inicio de la RN e infusion
continua de 1 mg/kg/min durante los 30 minutos de la RN.

B/ Suplementar la solucién de Wisconsin con 100mg/I.
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C/ Bolus de 30 mg/Kg al inicio de la reperfusiéon e infusidén continua

de 1 mg/Kg/min durante 30 minutos.
Glicina: infusién de 150 mg de glicina diluida en 500 ml de Ringer
lactato (20 mM) durante la RN (30 minutos) y la misma dosis al inicio de

la reperfusidn en el receptor hasta el final de la intervencion.

Figura 9: Resumen del diseno del estudio.

GRUPO CONTROL > GRUPO 1 60°PC + 30°RN

6RUPO 2 60°PC + 30°RN + ARG
/ GRUPO 3 60°PC + 30°RN + ARG + 6LI

GRUPOS DE ESTUDIO

GRUPO 4 60°PC + 30°RN + ARG + SAMe
\ GRUPO 5 60°PC + 30°RN + ARG + SAMe + GLI
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3.2.- Anestesia en el donante v en el recepftor.

Antes de empezar a premedicar al animal, se anotaron las
medidas de peso y altura, asi como la superficie corporal ajustada all
peso y altura segun una tabla estandarizada. La premedicacion se
realizd con una inyeccién inframuscular de azaperona a dosis de 10
mg/Kg de peso.

Para la induccidn anestésica se utilizd pentobarbital sdédico a dosis
de 15 mg/Kg de peso por via endovenosa, a fravés de un catéter
insertado en una vena auricular. Tras la intubacién orotraqueal con tubo
de 6.5 F, los pulmones fueron ventilados mecdnicamente (ventilador
Siemens Servo 900 D ®, Siemens-Elema AB; Suecia) con un volumen
corriente de oxigeno de 10-15 ml / Kg y FiO2 del 100%. El mantenimiento
anestésico fue realizado con isofluorane al 1-2% y fentanilo a dosis de 3
microgramos / Kg de peso. La relgjacion muscular se obtuvo
administrando besilato de atracurio en perfusion, a dosis de 0.3 mg / Kg

y la analgesia con fentanilo a dosis de 0,10 mg / hora.

3.2.1.- Monitorizacion del donante:

La exposicion de los vasos del cuello se realizd mediante una
incision longitudinal paratraqueal derecha. La toma de presion arterial
cruenta fue mediante canulaciéon de la arferia carétida derecha con
catéter 16 G y monitorizacién con aparato de Hewlett-Packard, M 1046
A, 71034 Boeblingen (Alemania). La vena yugular externa fue también
disecada para posterior canulacion. El registro electrocardiografico
también fue monitorizado tras colocar los electrodos sobre la superficie

corporal.
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A continuacion se procedid a la apertura del abdomen
realizando laparotomia media xifopubiana y diseccion de las estructuras
del hilio hepdtico.

Las temperaturas hepdtica y esofdgica fueron también
monitorizadas con un termistor (Mon-A-Therm; Mallinckrodt Medical Inc.
®; St Louis, MO 63134, EUA).

Se colocaron dos flujdmetros no invasivos (Transonic Systems Inc.
HT207. Ithaca, New York 14850, EUA) alrededor de la arteria hepdtica y
vena porta respectivamente. En ese momento determinamos las
medidas de los flujos basales, una vez estabilizados. En este punto se

administré heparina intfravenosa a dosis de 3 mg / Kg de peso.

3.2.2.- ACCESOS vasculares del by-pass
cardiopulmonar.

La vena yugular externa, la arteria aorta infrarrenal y la vena cava
inferior fueron canuladas (22Fr, 16Fr y 28 Fr respectivamente) vy
conectadas a un oxigenador pedidtrico de burbuja (Bard Quantum
Oxygenator and Venous reservoir, HF 6000-H 6770 VR, CR Bard Inc ®;
Haverhill, MA 01832, EUA), a un intercambiador de temperatura (Médulo
Normo-hipotermia Palex S.A., Barcelona, Espana) y a una bomba de

rodete (Stdckert-Shiley ®, Munich, Alemania).
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Figura 10: Animal durante la fase de recirculacién extracorpérea. Se pueden observar
las cdnulas que recogen la sangre venosa (rojo oscuro) y la cdnula que envia desde el
oxigenador la sangre oxigenada (rojo intenso).

El cebado del circuito se efectué con 500 ml de solucién salina,
500 ml de Hemocé ® y Manitol (0,5 gr / Kg peso). Las temperaturas
esofdgica y hepdtica fueron también monitorizadas (Mon-A-Therm;
Mallincrkodt Medical Inc. ®; St Louis, MO 63134, USA).

El paro cardiaco fue provocado mediante la inyeccién
endovenosa de cloruro potdsico a dosis de 10-15 ml 2M. Tras 60 minutos
de parada cardiaca, fue iniciado el periodo de recirculacion
normotérmica (circulacién extracorpdrea y oxigenacion tisular a 37°C).
La recirculacién normotérmica fue mantenida durante 30 minutos hasta
alcanzar un flujo de bomba mdaximo de 2.4 L / min / m2 de superficie
corporal. La determinacion del flujo de bomba fue considerado como
un valor indirecto de la funcidn circulatoria durante el periodo de

recirculacion  normotérmica entero. Dicho valor de flujo fue
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determinado en distintos tiempos a lo largo de la recirculacion,
calculando finalmente una media entre los distintos valores.

En este momento se inicié el enfriamiento corporal total mediante
circulacion extracorpdérea hasta alcanzar una temperatura hepdtica de
15°C. El tiempo hasta alcanzar los 15°C fue registrado y seguidamente se
procedid a la perfusion con solucidon de Wisconsin a través de la arteria
aorta y de la vena porta.

Figura 11: Equipo de circulacion extracorpdrea (bomba de bypass cardiopulmonar):
Bomba, oxigenador e intercambiador de calor.
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Una vez concluida la perfusién, se realizd la extraccion hepdatica y
se colocd el érgano en una bolsa de preservacion a una temperatura
de 4°C durante seis horas. Se determinaron cada cinco minutos la
presion arterial media, las temperaturas hepdtica y esofdgica, y la
temperatura del intercambiador de temperatura. Los flujos portal vy
hepdtico fueron registrados continuamente durante los 30 minutos de

recirculacion normotérmica y durante el enfriamiento corporal total.

3.2.3.- Monitorizacion del receptor.

El manejo anestésico en el receptor fue muy similar al del
donante. La exposicion de la vena yugular externa y de la arteria
cardtida se realizd de igual modo que en el donante. En la vena se dejo
un catéter venoso central para medicar al animal y tomar muestras
sanguineas en el postoperatorio. El catéter arterial sirvid para monitorizar
la tensidn arterial peroperatoria, siendo éste retirado al finalizar la
intervencién. El registro electrocardiogrdfico, la presidon venosa central y

la presion arterial fueron monitorizadas durante todo el acto operatorio.
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3.3. Técnica quirurgica en el donante vy en el
recepftor.

3.3.1.- Extraccidon en el donante.

Se efectia la extraccion del higado cuando se ha conseguido
una temperatura en la superficie hepdtica de 15°C y posteriormente se
perfunde el higado con solucidn preservadora UW (University of
Wisconsin) a fravés de la vena porta y de la arteria hepdtica. Se perfora
la vena cava inferior suprahepdtica e infrahepdtica para aspirar la
solucién de irrigacion que alcanza el torrente venoso.

Una vez en el banco, se completa la perfusion y el lavado de la
via biliar. En esta fase se pretende dejar preparados todos los vasos para
su posterior anastomosis, disecando la arteria hepdtica desde el tfronco
celiaco y parte de la aorta, la vena cava inferior infra y suprahepdtica,

la vena porta y el colédoco.

3.3.2.- Implante en el receptor.

La incision en el receptor consiste en una laparotomia media
supraumbilical con prolongacién subcostal derecha, dos traveses bajo
la Ultima costilla. Tratdndose de un trasplante ortotdpico, primero se
extirpa el higado del receptor y luego se implanta el injerto en el mismo
lugar. Siguiendo la técnica estandarizada de exéresis de la vena cava

retronepdtica y anastomosis con el siguiente orden:
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1-cava suprahepdtica,

2-vena porta (reperfusion venosal),
3-cava infrahepdtica,

4-arteria hepdtica (reperfusion arterial) y

5-via biliar.

La anastomosis de la arteria hepdtica se realiza en la bifurcacion
de la arteria hepdtica propia y la arteria gastroduodenal. La
anastomosis biliar se realiza mediante sutura termino-terminal con
calibracién interna perdida rodeada con 2 ligaduras de seda vy
manteniendo la vesicula biliar in situ. Todas las anastomosis las
realizamos con sutura continua de material irreabsorbible (Prolene®) de
distintos grosores segun el vaso (4/0 para la cava, 5/0 para la porta y 6/0
para la arteria). En ningun caso se realizd un by-pass veno-venoso para
mantener la hemodindmica del animal, puesto que en todos los casos
la fase anhepdtica durd un mdximo de 20 minutos. El periodo de
isquemia fria (desde el final del enfriamiento corporal total del donante
hasta la reperfusion en el receptor) durd entre 5 y é horas.La pared
abdominal fue cerrada con dos suturas continuas de material
reabsorbible (Dexon®) para la capa peritoneal y la aponeurosis, y la piel

con confinua de seda.
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3.4.- Determinaciones analiticas del estudio.

Se obtienen muestras de sangre venosa periférica y de tejido
hepdtico (congeladas a -170°C en nitrégeno liquido) para determinar el

grado de lesidon hepdtica y el estado energético celular.

3.4.1.- Transaminasas (ASAT, ALAT v GST).

Uno de los marcadores mds caracteristicos de la lesion
hepatocelular es el aumento en los niveles séricos de
aspartatoaminotransferasa (ASAT) y alaninoaminotransferasa (ALAT), ya
que estas enzimas se encuentran dentro del citoplasma de los
hepatocitos. Si existe citolisis, estas enzimas son liberadas a la circulacion
sanguinea.

La ALAT y ASAT son determinadas en suero de sangre arterial
periférica. Una vez que la muestra es extraida del animal se la deja
reposar durante 30 minutos para una mejor separacion del codgulo
sanguineo con respecto al suero, el cual se obtiene posteriormente por
medio de la centrifugacién de la muestra, durante 5 minutos a 350 RPM.
Una vez readlizada la separacion, el suero es obtenido utilizando pipeta
Pasteur, el cual se conserva a - 20°C en tubos Eppendorf.

Para readlizar la determinacion se deja descongelar el suero a
temperatura ambiente. Debido a la gran cantidad de fibrina que
presenta el suero de los cerdos, es necesario volver a centrifugar la
muestra y hacer una dilucion de 1/3 con suero fisioldgico.

Las determinaciones de ASAT y ALAT se realizan por medio de un
autoanalizador Dax (Bayer-Technicon). Siempre las determinaciones se

realizan por duplicado.
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La Alfa-glutation-S-Transferasa (GST) en suero de sangre periférica
es un marcador muy precoz de lesidon isquémica hepatocelular. Tiene
especial utilidad para valorar la lesidon tras la parada cardiaca.

La glutation-S-Transferasa es una familia de enzimas que catalizan
diferentes reacciones a nivel intracelular. La a-GST es una enzima
citosdlica que se encuentra en altas concentraciones en el higado vy se
ha demostrado que aumenta rdpidamente y en grandes
concentraciones ante el dano hepdtico, por lo que es considerado un
marcador Util para la deteccidn del dano hepatocelular.

La o-GST es una enzima que se localiza principalmente en
hepatocitos centrolobulillares mientras que las fransaminasas lo hacen
preferentemente en los periportales. Presentan una elevacidon muy
precoz ante la lesidn hepatocelular y una vida media en plasma de
aproximadamente de 1 hora, por lo que ha sido empleada como
marcador precoz de la lesion por isquemia-reperfusion en este modelo
de trasplante hepdtico con donante a corazén parado.

La o-GST, igual que con las transaminasas, es determinada en
suero de sangre arterial, siendo éste obtenido de manera similar. Las
determinaciones de a-GST se readlizan por medio del método de ELISA
(Enzime Linked Inmunoassay) utilizando in kit especifico para su
determinacién. (Biotrin HEPKIT™M-Alpha-Porcine GST-Alpha Biotrin  LTD,
Dublin, Ireland).

El suero es descongelado a temperatura ambiente. Se trabagja
con 100 microlitros de muestra, debiendo diluir al 1/5 las muestras
obtenidas a la hora de la reperfusion por el alto valor de o-GST que
presentan debido al dano hepdtico existente.

En primer lugar se cargan las muestras en una placa de ELISA que
presenta pocillos con anti-lg G ALFA-GST porcina adherida. Se deja

incubar durante una hora hasta alcanzar una mezcla uniforme.

93



Posteriormente se anaden anticuerpos unidos a biotina (Biotin-lg G anti-
a-GST) y después estreptovirina conjugada con peroxidasa. Realizado
este proceso se puede cuantificar la concentracion de la GST presente

en la muestra por medio de la lectura de adsorbancia a 450 nm.

3.4.2.- Acido hialurénico.

El &cido hialurénico es un glucosaminglicano de alto peso
molecular que se sintetiza en las células mesenquimatosas de todo el
organismo. Normalmente llega hasta el higado, donde es captado
predominantemente por las células endoteliales sinusoidales que son las
encargadas de la remocién del mayor porcentaje de dcido hialurénico
de la circulacion general. Diferentes estudios han podido demostrar que
los niveles en suero reflejan la funcidon de las células endoteliales del
sinusoide hepdtico, siempre que no exista otra causa que pueda
provocar valores altos, como es posible encontrar en el fallo hepdtico
agudo, mesoteliomas y cirrosis.

Es conocido por todos nosotros que durante en trasplante
hepdtico existe un dano importante del sinusoide hepdtico
caracterizado principalmente por el dano de las células endoteliales. Es
por ello que se ha utilizado el dcido hialurébnico como marcador de la
lesion de las células endoteliales durante el procedimiento.

Para su determinacién en suero de sangre arterial, que se realiza
por medio de RIA ( Radio Inmune Assay), se utiliza un kit comercial (
Pharmacia HA Test, Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala,
Sweden ). Todas las muestras se realizan por duplicado. El test se basa
en la mezcla de 200 microlitros de proteinas de unidn de dcido
hialurénico aislada de cartilago bovino (HABP-125) con 100 microlitros de

muestra del cerdo correspondiente.
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Después de un proceso de incubacion de 60 minutos a 4-20°C, se
debe agregar 100 microlitros de AH-sefarosa y esperar un Ultimo periodo
de incubacion de 45 minutos a la misma temperatura que el anterior.
Después se agregan 2 ml de solucién de decantacion y se centrifuga la
muestra durante 10 minutos a 1500 rom. Asi se estd en condiciones de
cuantificar la HABP-'25 no unida al dcido hialurénico presente en la
muestra, por medio de un contador gamma. La radioactividad medida
es inversamente proporcional a la cantidad de dcido hialurénico
presente en la muestra.

El Clearance de dcido hialurénico o aclaramiento de dcido
hialurénico es un indice de funcionalismo de la célula endotelial del
sinusoide hepdtico en cada momento, a partir de sus concentraciones
en suero de sangre periférica y vena hepdtica, segun la siguiente

formula:

Clearance de AH= (AH arterial-AH VH) % / AH arterial.

3.4.3.- Histoloqia.

Las muestras son obtenidas al quinto dia del trasplante, previo al
sacrificio del animal. Se toma para estudio anatomopatoldégico un
I6bulo hepdtico completo.

Para la realizacion de la microscopia optica se fijan las muestras
tomadas en solucion de formol al 3 % y posteriormente se incluyen en
parafina. La inclusion se realiza con un procesador de tejido Citadel
2000 de Shandon. El punto de fijacién de la parafina serd de 60°C.

Posteriormente, los bloques parafinados serdn cortados con un

micrétomo de rotacién de Reichert-Jung 2035 a de 3 micras de espesor.
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Como Ultimo paso se redliza la desparafinacion de la muestra y posterior
tintura con Hematoxilina y Eosina.

Todas las muestras obtenidas durante el estudio son analizadas
por el mismo patdlogo, quien valora la muestra desconociendo el grupo
de pertenencia. Se presta atencidn a la presencia de los siguientes

cambios histolégicos:

- Infilfrado leucocitario sinusoidal
- Infilfrado linfocitario sinusoidal

- Dilatacién sinusoidal

- Despegamiento de hepatocitos
- Colangitis isquémica

- Necrosis centrolobulillar

- Area de necrosis media

El andlisis se realiza mediante la utilizacién de un sistema de
valoracion semicuantitativo considerando los cambios como: ausentes
(-), leves (+), moderados (++) o severos (+++). Para la identificaciéon de la
colangitis isquémica se ha evaluado la presencia (+) o ausencia (-).

El cdlculo del drea necrética media se realiza sobre un corte
representativo de paréngquima midiendo de forma especifica el drea de
tejido necrético presente en un campo de 15,45 mm?Z. La medicién es
realizada por el mismo patdlogo utilizando el programa de andilisis de
imagen MIP de CID (Barcelona). Dicho sistemma consta de un
microscopio luminico Olympus BH2 conectado mediante una cdmara
de video a un ordenador. Las dreas necrodticas fueron dibujadas en un
tablero digitalizador utilizando cdmara clara y puntero luminoso. Los
resultados del andlisis se expresaron como porcentaje de drea

necrotica.
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3.5.- Marcadores hemodindmicos durante la
recirculacion normotérmica.

Especificamente durante el periodo de circulacion extracorpdrea
a 37°C y para estudiar el valor de la misma vy la viabilidad del injerto se

determinan:

3.5.1.- Flujos sanguineos hepdticos vy de bomba.

Antes y durante el periodo de recirculacion normotérmica se
realiza de forma continua la medicién del flujo sanguineo en la arteria
hepdtica y la vena porta. La medicidén se realiza con fransductores
especificos que son conectados a un aparato medidor de flujos
Transonic (Transonic Systems Inc, Ht 207, Ithaca, NY, USA).

También es valorado el flujo sanguineo de la bomba de
recirculacion extracorpérea y calculado el flujo hepdtico total (flujo de
arteria hepdtica + flujo de vena porta). Todas estas mediciones son
corregidas por la superficie corporal, dato que se obtiene a partir del
peso y de la talla del cerdo.

Primero se realiza el registro basal de los flujos antes de la parada
cardiaca. Una vez que se comienza a redlizar la recirculacion
normotérmica la medicion de los flujos se realiza de forma continuada.
Para el estudio de los flujos se tienen en cuenta los valores registrados a

los 5, 15y 30 minutos de dicho periodo.

3.5.2.- Metabolismo hepdtico del oxigeno.

Durante los 5, 15 y 30 minutos de la recirculacion normotérmica se

realizan extracciones sanguineas de la vena porta, vena suprahepdtica
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y arteria cardtida para realizar diferentes pruebas gasométricas y poder
calcular el metabolismo hepdtico del oxigeno.

Las muestras sanguineas obtenidas son procesadas por un
analizador de gases (Analyser 288, blood gass system, Ciba-Corning

Diagnostics, Medfield MA 02052, USA). Con los valores obtenidos se ha

calculado el contenido de oxigeno de la vena porta (CpO2), vena

suprahepdtica (CshO2) y arteria cardtida (CaO2) por medio de la

siguiente férmula:

Contenido de oxigeno:
pPO2 x 0.0023 + (Hb x (sat ©2/100) x 1.31).

También se han calculado los siguientes pardmetros:

Llegada de oxigeno al higado (HDO2):
(CaO2 x flujo arterial) + (CpO2 x flujo portal)

*Aporte de oxigeno hepdtico:

HDO2=(FSAH x Ca02 x 0.01) + (FSP x CvpO2 x 0.01)

Extraccion hepatica de oxigeno (HVO2):

HDO?2 - (CshO2 x flujo suprahepdtico)

*Consumo de oxigeno hepdtico:

HVO2=HDO?2 - (FSAH+FSP) x CvhO2 x 0,01

Flujo suprahepatico: flujo arterial + flujo portal

indice de extracciéon hepdtica de oxigeno:
(HVO x 100) / HDO
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El cdlculo se realiza a partir del conocimiento del flujo portal (FSP)
y arterial hepdatico (FSAH) mediante un medidor de flujo Transonic®, asi
como de las concentraciones de oxigeno a nivel de la porta (CvpO2),

arteria (Ca0O2) y vena hepdtica (CvhO2).

3.6.- Marcadores del estado energético.

3.6.1.- Nucledtidos de adenosinag.

Se determina el estado energético a partir de la concentracion
de ATP, ADP, AMP, Xantina e Hipoxantina (Hepatology 1994; 20:565) .
Determinados por HPLC.

La concentracion de los nucledtidos de adenosina (ATP, ADP,
AMP, adenosina, hipoxantina, xantina) se ha determinado en muestras
de tejido hepdtico, por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Una vez obtenida la muestra es conservada en forma inmediata
en nitfrédgeno liquido a -170°C. Para redlizar la determinacion de
nucledtidos se procede de la siguiente manera: A las muestras de tejido
hepdtico se les anade dcido percldrico (1 ml, 0,6 N) en bano de hielo a
una temperatura de 4°C, con la finalidad de homogeneizar y separar los
compuestos de interés de la matriz proteica. Posteriormente, las biopsias
son homogeneizadas en un sistema Polytron 10 ST tres veces durante 10
segundos manteniendo el medio a 4°C. Tras centrifugacion a 15000 rom
durante 5 minutos manteniendo la temperatura, el sobrenadante
obtenido (0,5 ml) es neutralizado con carbonato potdsico al 9% hasta
obtener un pH 7 (0,3 ml). Se debe dejar reposando 15 minutos y luego se
realiza una segunda centrifugacion en frio para separar el precipitado

del perclorato potdsico formado. El extracto neutralizado obtenido fue
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diluido a la mitad con tampdn de dihidrogenofosfato de amonio 0,10 M
(fase movil), e inyectado para su andlisis en el sistema cromatogrdfico.

La determinacidn de las concentraciones de los nucledtidos y sus
derivados se realizd mediante HPLC en columna de fase reversa de 20
cm de longitud y 0,4 cm de didmetro interno empaquetadas con
Nucleosil C-18, de 5 micrometros de didmetro de particula.

Para la fase movil se utilizd un tampdn dihidrogenofosfato de

amonio 0,10 M preparado a partir de 6,7 ml de acido fosférico (PO4H3)

al 85% por litro e hidroxido amonico (NH4OH) al 25% hasta alcanzar un

pH de 6. El flujo se manfuvo a 1T ml/min.

Una vez obtenidos los cromatogramas, se identificaron los
metabolitos de las muestras en estudio, mediante la comparaciéon de los
tiempos de retencién en la columna con los tiempos obtenidos de una
mezcla de estandares de ATP, ADP, AMP, adenosina, hipoxantina y
xantina de concentracién conocida.

Las concentraciones de las sustancias en estudio son expresadas
en nmol/ml de extracto. Se obtienen por extrapolacion de las dreas del
cromatograma sobre rectas de calibracién construidas a partir de cinco
concentraciones distintas de estandares.

A partir del valor de las concentraciones de nucledtidos en las
biopsias, se ha calculado para cada muestra de tejido hepdtico la
proporcion de cada nucledtido, en porcentaje con respecto al total de

nucledtidos y derivados, en cada fase del estudio.

3.6.2.- Carga energética.

Con todos los valores de los nucledtidos obtenidos se calcula la

carga energética segun la ecuacion de Atkinson:
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CE=(ATP +0,5x ADP ) / ( ATP + ADP + AMP )

Todas estas muestras se obtienen en las siguientes fases bien

definidas:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Basal: Antes de la manipulacion del animal donante una
vez colocados los catéteres y tfransductores térmicos.
Periodo de isquemia caliente: 60 minutos después de la
parada cardiaca, antes de la recirculacion. Traduce la
lesion después del episodio de parada cardiaca.

Fase de recirculacion a 37°C : Tras 30 min. de
recirculacion con sangre oxigenada. Traduce el efecto
que ha tenido la circulacién con sangre oxigenada.
Inmediatamente después de la reperfusidn vascular en el
receptor durante la realizacion del frasplante. Traduce la
lesidn tras el periodo total de isquemia.

Reperfusion vascular: Una hora después de la reperfusion
del higado. Traduce la lesidon por isquemia-reperfusion.

Quinto dia del trasplante, en el animal superviviente.
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3.7.- Andlisis estadistico.

Los resultados de las variables cuantitativas estan expresados
como medias +/- error estdndar de la media, mientras que los resultados
de las variables cualitativas son expresados como porcentaje de casos.

Segun fuera necesario, para comparar los resultados de las
variables cualitativas se empled la prueba de Chi cuadrado y test de
Fischer. Para comparar los resultados del andlisis de las variables
cuantitativas se utilizd el método de la varianza de ANOVA utilizando
como prueba post hoc el test de Bonferroni.

Se consideraron significativos valores de p inferiores a 0,05.

3.8.- Control, sequimiento v sacrificio del animal.

El animal intervenido pasa después del trasplante a una jaula
metabdlica. La analgesia se realiza com meperidina subcutdnea, a
dosis de 100 mg/éh, las primeras 24 h y en los dias sucesivos con pauta
mAs espaciada.

Las determinaciones analiticas se toman a través de la via central
que se deja en la vena yugular permanentemente, en los dias 1, 3y 5.

La inmunosupresion se realiza intfraoperatoricomente
administrando 500 mg de metilprednisolona y azatioprina 1,5 mg/Kg
antes de la reperfusidon hepdtica.

La alimentacidn se inicia a partir de las 24 horas con agua vy
posteriormente dieta blanda.

El sacrificio se efectUa el quinto dia del trasplante, con penthotal
a través de la via central. En ese momento se extrae el injerto para

biopsia al 5° dia y se foman muestras de sangre.
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Los animales son incinerados fuera del estabulario de la Facultad

de Medicina.

103



4. RESULTADOS

4.1.- Andlisis de la supervivencia.

A todos los animales que murieron antes del quinto dia
postoperatorio se les realizd la autopsia con el fin de averiguar la causa
de la muerte. Ninguno de los 17 animales fallecidos mostrd senales de
muerte atribuibles a la cirugia. Los animales que mostraron algun
problema quirdrgico durante la intervencion (por ejiemplo hemorragia) o
algun hallazgo anatémico andmalo que diferia de los demas, fueron
excluidos del estudio.

Para analizar el efecto de los distintos tratamientos sobre Ila
supervivencia al 5° dia se utilizd el test de Chi-cuadrado con la
correccion del test exacto de Fisher (tabla 5).

La comparacion entre el grupo control y cada uno de los grupos
de estudio no fue significativa, existiendo una tendencia hacia una
mayor supervivencia en el grupo control respecto a los grupos 4 y 5

(p=0,059).

Tabla 5: NUmero de casos por cada tratamiento en funcién de la supervivencia.

SUPERVIVENCIA
GRUPO NO sl TOTAL
1 (CONTROL) 1 7 (87.5%) 8
2 (ARG) 3 5 (62.5%) 8
3 (ARG-GLI) 3 5 (62.5%) 8
4 (ARG-SAMe) 5 3 (37.5%) 8
5 (ARG-SAMe-GLI) 5 3 (37.5%) 8
TOTAL 17 23 (57.5%) 40
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2.- Efecto de los distintos fratamientos sobre |la
lesion del parénguima hepdtico.

Debido a la variabilidad existente entre las determinaciones
basales de los animales de un mismo grupo y entre diferentes grupos,
hemos analizado la variacion en las determinaciones de ASAT y ALAT a
través del porcentaje de aumento de las mismas respecto al valor basal

obtenido.

4.2.1.- Niveles séricos de aspartato aminotransferasa

(ASAT).

La figura 12 muestra coémo los niveles séricos de ASAT fienden a
aumentar progresivamente desde sus valores basales hasta el 2° dia
postrasplante, momento en que se detecta su valor méximo (p<0,05
respecto al valor basal en todos los grupos). Posteriormente, al 5° dia,
esta enzima tiende a normalizarse, aunque con niveles por encima del

basal.

-ARG: En el grupo fratado con arginina existid una menor
elevacion de ASAT respecto al grupo control (p<0,049) al 2° dia, no

apreciando diferencias significativas respecto a los demds grupos.

-ARG-GLI: No hubo diferencias significativas en ninguno de los
tiempos, entre este grupo y el grupo control ni con los demds grupos

tfratados.

-ARG-SAMe: No hubo diferencias entre este grupo y los demds en

ningun tiempo de forma significativa, aunque se aprecia una tendencia
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a ser mds elevado respecto al grupo ARG al 2° dia del trasplante

(p=0.,07).

niveles de ASAT entre este grupo y los demds.

-ARG-SAMe-GLI: Tampoco hubo diferencias significativas en los

Observemos que todos los grupos incrementan significativamente

su valor al 2° dia respecto a la fase de reperfusion, excepto el grupo

ARG, que no varia significativamente en el tiempo.

Figura 12: Efecto de los distintos tratamientos sobre la evolucién de los niveles séricos

de ASAT.
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p=0.049 respecto al grupo control en la misma fase.

p<0.05 respecto ala fase de RN y RP en el mismo grupo.
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422.- Niveles séricos de alanin aminotransferasa

(ALAT).

Figura 13: Efecto de los distintos tratamientos sobre la evolucién de los niveles séricos
de ALAT.
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‘ p= 0.02 respecto al grupo control y respecto al grupo ARG-SAME en la misma
fase.

* p=0.047 respecto al grupo ARG en la misma fase.
-ARG: Este grupo no difirid con los demds grupos, salvo al 5° dia,
cuya elevacion fue mayor que la del grupo ARG-GLI (p=0.047).
-ARG-GLI: La elevacion de ALAT en este grupo no fue

estadisticamente diferente de los demds, excepto al 5° dia, que se

elevdé menos que el grupo ARG (p=0.047).
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-ARG-SAMe: Durante la reperfusion vemos una mayor elevacion

de ALAT respecto al grupo ARG-SAMe-GLI (p=0.02).

-ARG-SAMe-GLI: Durante la reperfusion hubo menor elevacion de
ALAT respecto al grupo control (p=0.02) y respecto al grupo ARG-SAMe
(p=0.02).

4.2.3.- Niveles séricos de alfa glutation-S-transferasa

(GST).

La alfa-GST mostré un incremento significativo en todos los grupos
(p<0.02) respecto a su nivel basal en la fase de RP. Al 5° dia del
trasplante se normalizan las cifras, indicando que es un marcador
precoz de lesidon hepatocitaria. No observamos diferencias entre grupos

en ninguna de las fases.
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Figura 14; Efecto de los distinfos tratamientos sobre la evolucion de los niveles séricos
de a-GST.
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+ p<0.02 respecto a su nivel basal en el mismo grupo.

4.3.- Efecto de los distintos tratamientos sobre el
endotelio sinusoidal hepdtico.

Andlizando la determinacion de d&cido hialurénico en sangre
arterial periférica tras la RN y una hora después de la reperfusiéon (RN y
RP respectivamente), vemos un incremento significativo en todos los
grupos con respecto a su nivel basal en la fase de RP (figura 15).

No existieron diferencias significativas entre grupos en cuanto al
nivel basal de dcido hialurénico.

En la fase de RN observamos un incremento del valor basal en
todos los grupos, siendo el grupo de arginina el que mostré menor
aumento respecto al grupo ARG-GLI (p=0.031) y respecto al grupo ARG-
SAME (p=0.043).
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En la fase de RP existe un mayor aumento en todos los grupos vy
vemos que el grupo control fue el que mostrdé mayor incremento
(p=0.012 respecto al grupo ARG y p=0.048 respecto al grupo ARG-SAMe-
GLl). De modo que el incremento de d&cido hialurénico en la RP fue
significativamente menor en los grupos tratados con ARG-SAME-GLI y
arginina sola.

Figura 15; Efecto de los distinfos tratamientos sobre la evolucion de los niveles séricos
de dcido hialurénico en sangre arterial.
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* p=0.012 respecto al grupo ARG y p=0.048 respecto al grupo ARG-SAME-GLI.
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4.4 - Histoloaqiq.

Las variables histoldgicas son cualitativas y estdn representadas
como porcentaje de casos de cada grado de lesion, siendo el

grado O=ausencia de lesion, en color amarillo;

grado 1=lesion leve, en verde claro;

grado 2=lesion moderada, en verde oscuro; y

grado 3=lesion severa, en rojo.

4.4.1 .- Dilatacion sinusoidal.

Figura 16: Grado de dilatacion sinusoidal en los diferentes grupos. Porcentaje de casos
por cada grado de lesidn en cada grupo.
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‘ p=0.048 respecto al control.
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El grado de congestion sinusoidal fue menor en los grupos
tratados con ARG y ARG-GLI respecto al grupo control, aunque de
forma no significativa.

El tratamiento con ARG-SAMe consiguié disminuir
significativamente (p=0.048) la dilatacidn o congestidon sinusoidal

respecto al control.

4.4.2 -Infiltracion sinusoidal por polimorfonucleares

Figura 17: Grado de infiltracién sinusoidal por polimorfonucleares en los diferentes
grupos. Porcentaje de casos por cada grado de lesidn en cada grupo.
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En condiciones normales existe una minima cantidad de
leucocitos polimorfonucleares a nivel de los sinusoides hepdticos,
concordante con el numero existente en la circulacion sanguinea, de
modo que es normal encontrar alguna célula circulante en los
sinusoides. Cuando hay lesidn de isquemia-reperfusion existe lesion de la
membrana citoplasmdatica hepatocitaria y endotelial. La puesta en

contacto de antigenos citoplasmdaticos con la circulacion atrae los
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polimorfonucleares que acaban lesionando los  hepatocitos,
objetivdndose histoldgicamente como un mayor nimero de PMN
circulantes (a las 24-48 horas de la reperfusion, mds que al 5° dia) y focos
de necrosis unicelulares hepdticos asociados a grupos de
polimorfonucleares  (microabscesos). No  existieron  diferencias
significativas entre grupos, pero destacamos que el Unico grupo que

presentd un grado de lesion 3 fue el control en el 28% de los casos.

4.4.3.- Infiltracidon sinusoidal por linfocitos.

En condiciones normales existen unos pocos linfocitos circulantes
en los sinusoides como parte de la celularidad sanguinea circulante. La
presencia de linfocitos sinusoidales en gran numero puede estar
indicando estados de linfocitosis hematoldgica, un proceso inflamatorio
tipo hepatitis aguda o un estado de rechazo del injerto. En nuestro caso,
podria obedecer a un estado de rechazo, a pesar de la administracion
sistemdtica de inmunosupresores.

El grupo ARG-GLI mostré una menor lesion respecto al grupo
control (p=0.04).

El grupo ARG presentd una mayor linfocitosis sinusoidal respecto al

grupo ARG-GLI (p=0.01) y respecto al grupo ARG-SAMe (p=0.03).
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Figura 18: Grado de infiltracion sinusoidal por linfocitos en los diferentes grupos.
Porcentaje de casos por cada grado de lesidén en cada grupo.
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4.4 4 - Inflamacion portal.

La presencia de células inflamatorias portales puede ser una
respuesta inespecifica a un insulto o deberse a lesiones especificas, en
especial hepatitis, en cuyo caso encontraremos especialmente
linfocitos, o bien en cuadros de rechazo donde la celularidad es mixta
(linfocitos, eosindfilos, polimorfonucleares y macréfagos).

Todos los grupos mostraron un cierto grado de inflamaciéon portal.
Los grupos con mayor grado de lesion fueron el control y el tratado con

las tres sustancias, no existiendo diferencias significativas.

Figura 19: Grado de inflamacién portal en los diferentes grupos. Porcentaje de casos
por cada grado de lesidén en cada grupo.
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4.4.5 - Endotelitis.

Figura 20: Grado de endotelitis en los diferentes grupos. Porcentaje de casos por cada
grado de lesidén en cada grupo.
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En el grupo ARG-SAMe-GLI existe endotelitis de grado comparable

a las lesiones inflamatorias portales (probablemente por el rechazo).

La presencia de

infiltracidon subendotelial

por linfocitos y/o

lesiones destructivas del endotelio de venas hepdticas o portales indica

un dano inmunitario frente al endotelio. Sin embargo, si bien es una

lesion muy tipica de rechazo agudo, puede tambien observarse en

procesos de tipo hepatitico importantes. En este estudio, y teniendo en

cuenta la existencia de otras lesiones coexistentes como la inflamacién

portal, cabe interpretar estos hallazgos como de rechazo.
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4.4.6.- Disociacidon hepatocitaria.

Esta lesion traduce un dano celular durante la isquemia-
reperfusion. La isquemia produce deformacion de los hepatocitos,
perdiendo su forma organizada alineada y poligonal, convirtiéndose en
células redondeadas por edema intracelular (degeneracion hidrépical).
Aumenta el espacio entre los hepatocitos y las células endoteliales. Es el
pPaso previo a la necrosis centrolobulillar.

No hubo diferencias significativas entre ningun grupo respecto al
control. El grupo ARG mostré menor lesion respecto al tratado con ARG-
SAMe-GLI (p=0.04). El grupo con mayor porcentaje de lesidon severa fue
el control.

Figura 21: Grado de disociacion hepatocitaria en los diferentes grupos. Porcentaje de
casos por cada grado de lesidon en cada grupo.
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4.4.7 - Colangitis isquémica.

En la colangitis isquémica existe frecuentemente obstruccion de la
luz de conductos biliares de gran tamano, hiliares y perihiliares. La lesidon
inicial incluye destruccion epitelial mediada inmunolégicamente y
necrosis isquémica del conducto biliar secundaria a lesidon de la arteria
hepdtica. La necrosis de la pared biliar se asocia a inflamacion,
acumulo de detritus necrdéticos y material biliar que acaba taponando
la via. En la via biliar intrahepdtica, de menor calibre, estas alteraciones
se fraducen como edema portal, mayor o menor grado de inflamacion

cronica y puede tambien existir proliferacién colangiolar periportal.

Figura 22: Colangitis isquémica en los diferentes grupos. Porcentaje de casos que
presentaban o no esta lesion en cada grupo.
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Todos los grupos mostraron una intensa lesion por colangitis

isquémica, independientemente del fratamiento farmacoldgico.

4.4 8.- Edema portal.

El edema portal es una lesidon poco frecuente en el frasplante y se

puede observar en caso de obstruccion biliar extrahepdtica.

No hubo diferencias entre los grupos de estudio y el control. Hubo

menor edema portal en el grupo tratado con ARG respecto al ARG-

SAMe-GLI (p=0.04).

Figura 23: Grado de edema portal en los diferentes grupos. Porcentaje de casos por
cada grado de lesidén en cada grupo.
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4.4.9 - Infarto.

El infarto se define como una zona localizada de necrosis
isqguémica en un érgano o tejido, resultante de la oclusion de su riego
arterial o venoso. La lesion citoldgica es la necrosis de tipo coagulativo
en la que los citoplasmas de las células hepdticas se vuelven mds
eosindfilos, densos, y los nUcleos acaban desapareciendo. La extension
y la gravedad del infarto dependen del estado del sistema
cardiovascular, del tipo anatémico de riego vascular, del ritmo en que
se desarrolla y de la vulnerabilidad del tejido por la isquemia. La
distribucion anatdmica puede ser variable, con zonas muy afectadas y
ofras menos, dependiendo del territorio que se afecte. Dado que el
estudio histolégico de este trabajo se realizé sobre una muestra limitada
de tejido y no sobre el érgano entero, los resultados obtenidos en este
apartado pueden estar sesgados.

El Unico grupo que no mostrd zonas de infarto fue el tratado con

las tres sustancias, existiendo lesion en todos los demds grupos.
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Figura 24: Presencia de infarto en los diferentes grupos. Porcentaje de casos que
presentaban o no esta lesién en cada grupo.
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4.4.10.- Necrosis.

La necrosis celular se refiere a la muerte celular de los hepatocitos
como consecuencia de la isquemia en este estudio. Traduce un
contexto de isquemia que se objetiva especialmente en los hepatocitos
mas alejados geogrdaficamente de la zona de aporte vascular, como
son los situados alrededor de la vena centrolobulillar. Se ha valorado
este resultado como un porcentaje aproximado de la necrosis del
lobulillo. Dicha lesidon también estuvo presente en todos los grupos, en

la mayor parte de las biopsias.

Figura 25: Necrosis isquémica centrolobulillar en los diferentes grupos. Porcentaje de
casos que presentaban o no esta lesion en cada grupo.
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4.4.11.- Area necrdtica media o porcentaje de
NEeCrosis.

La necrosis centrolobulillar objetiva que ha existido una lesidon
isquémica del parénquima hepdtico que ha provocado necrosis de
células mas alejadas de la circulacion / oxigenacion, que son las células
alrededor de la vena centrolobulillar. Esta necrosis es altamente
variable, dependiendo de las zonas anastomoticas intrahepdaticas y del
grado de lesion predominantemente arterial existente. Siempre habrd
mas lesion en las zonas mas periféricas del higado (subcapsulares) vy
menor en las zonas centrales, por lo que dependiendo de donde se
tome la biopsia o muestra a estudiar, el resultado puede variar.

La siguientes figuras muestran el porcentaje de drea necrdtica en
la pieza hepdtica biopsiada del 5° dia. En azul se muestra el porcentaje
de drea necrdtica, y en granate el porcentaje de drea de parénguima

normal.

Figura 26: Area necrotica media en el grupo control. En azul, drea necrética. En
granate, drea de paréngquima normal sin necrosis.
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Figura 27: Area necrética media en el grupo arginina
granate, drea de parénquima normal sin necrosis.
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Figura 28: Area necrética media en el grupo arginina-glicina. En azul, drea necrotica.

En granate, drea de parénguima normal sin necrosis.
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Figura 29: Area necrética media en el grupo arginina-SAMe. En azul, drea necrdética. En

granate, drea de parénquima normal sin necrosis.
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Figura 30: Area necréfica media en el grupo arginina-SAMe-glicina. En azul, drea
necroética. En granate, drea de parénquima normal sin necrosis.
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Aqui destacamos que el grupo que mostré mayor drea necrdtica
fue el grupo control, y si comparamos grupo ‘“control” contra grupo
“tratamiento”, vemos que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) a favor del grupo “tratamiento”, es decir, que los
grupos tratados con alguna sustancia farmacoldgica o con varias de
éstas, fuvieron menor drea necrdética hepdtica que el grupo control.

El grupo fratado con arginina presentd menos area necroética que
el grupo control (p<0.05).

El grupo arg-gli mostré menor drea necrdtica que el control, sin
diferencias significativas (p>0.05).

El grupo arg-SAMe también obtuvo menor drea necrdtica que el
conftrol (p<0.05).

El grupo arg-SAMe-gli también presentd menor porcentaje de

necrosis que el control (p<0.05).
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4.4.12.- Imdgenes de la histologia al 5° dia.

Figura 31: Imagen histolégica de una zona de parénquima normal. No dilatacién
sinusoidal. No inflamacién . No necrosis.
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Figura 32: Via exirahepdtica normal. Aproximacion de una zona de necrosis
coagulativa  centrolobulillar. Los hepatocitos estén mds eosindfilos, con citoplasmas
densos y borramiento del nicleo.

Figura 33: Imagen de necrosis de la via biliar extrahepdtica. Necrosis del epitelio de la
via biliar.




Figura 35: Imagen histolégica de un drea de infarto con necrosis coagulativa difusa de
todo un drea.

Figura 3é: Inflamacién portal densa (predominantemente linfocitos).
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Figura 38: Aproximacién macroscoépica de una zona subcapsular con hemorragia
puntual correspondiente a hemorragias de dreas centrolobulillares.

Figura 39: Necrosis hemorrdgicas centrolobulillares.
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4.5.- Estudio de los flujos sanguineos hepdticos
durante la recirculacion normotérmica.

4.5.1.- Efecto de los tratamientos sobre los flujos
sanquineos hepdticos durante la recirculacion
extracorpoéreaq.

4.5.1.1.- Flujo sanguineo arterial.

Figura 40: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos de arteria
hepdtica durante la recirculacion normotérmica.
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Tabla é: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos de arteria
hepdtica durante la recirculacidn normotérmica. Valores expresados como media +
desviacioén estdndar en ml/min/ma2.

Valor basal Asistolia 5 15° 30°
Grupo control 100+ 0 0 123+73 129 + 82 105+ 51
Grupo ARG 100+ 0 0 152 + 51 177 £ 57 114+ 62
Grupo ARG-GLI 100+ 0 0 110+ 134 153 + 144 137 + 50
Grupo ARG-SAMe 100+ 0 0 115+ 99 131+ 109 113+ 53
Grupo ARG-SAMe-GlLI 100+ 0 0 97 £ 61 122 + 65 107 £ 71

El flujo sanguineo de la arteria hepdtica se recupera durante la RN
en todos los grupos, obteniendo mayores flujos en el grupo tratado con

arginina, con respecto a los demds grupos.

-ARG: Los flujos arteriales basales en este grupo y en el control no fueron
estadisticamente diferentes. El fratamiento con arginina sola sin adicion
de oftras sustancias consiguid aumentar el flujo arterial de forma no

significativa.
-ARG-GLI: Los flujos arteriales basales en este grupo y en el control no
fueron estadisticamente diferentes. Tampoco hubo diferencias de flujos

en los demds tiempos durante Ia RN.

-ARG-SAMe: Los flujos arteriales basales en este grupo y en el control no

fueron estadisticamente diferentes. El fratamiento con arginina y SAMe
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no fue capaz de aumentar los flujos arteriales por encima del grupo

control.

-ARG-SAMe-GLI: Los flujos arteriales basales en este grupo y en el control
no fueron estadisticamente diferentes. Los flujos arteriales en este grupo
fueron inferiores al control de forma no significativa a los 5y 15 minutos

de RN.
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4.5.1.2.- Flujo sanguineo portal.

Figura 41: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos de vena
porta durante la recirculacidén normotérmica.
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+ p=0.02 respecto al control y ARG-SAMe y p=0.03 respecto al ARG-SAMe-GLI.

* p=0.03 respecto al control y p=0.04 respecto al ARG-SAMe.

Tabla 7: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos de vena porta
durante la recirculacidon normotérmica. Valores expresados como media + desviacion
estdndar en ml/min/m2.

Valor basal Asistolia 5 15° 30°
Grupo control 100+ 0 0 33+ 14 38+23 42 + 30
Grupo ARG 100+ 0 0 80+ 58 86 + 64 69 + 52
Grupo ARG-GLI 100+ 0 0 48 £ 35 60 + 46 38 £ 21
Grupo ARG-SAMe 100+ 0 0 35+37 44 + 24 49 + 36
Grupo ARG-SAMe-GlLI 100+ 0 0 36£16 54+ 35 40 £ 25
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Los flujos sanguineos de vena porta no recuperan su nivel basal

tras 60 minutos de asistolia en ninguno de los grupos.

-ARG: Los flujos basales en este grupo y el control no fueron
estadisticamente diferentes. El tratamiento con arginina consiguid
aumentar el flujo portal sobre el control a los 5 minutos (p=0,02) y a los 15
minutos (p=0,03). También aumentd el flujo respecto a otros grupos de
estudio: alos 5 minutos respecto al grupo ARG-SAMe (p=0,02) y respecto
al grupo ARG-SAMe-GLI (p=0,03); a los 15 minutos aumentd el flujo
respecto al grupo ARG-SAMe (p=0,04).

-ARG-GLI: Los flujos basales en este grupo y el control no fueron
estadisticamente diferentes. El tratamiento con arginina y dlicina
aumento los flujos sobre el grupo control a los 5y 15 minutos de la RN de

forma no significativa.

-ARG-SAMe: Los flujos basales en este grupo y el control no fueron
estadisticamente diferentes. El tratamiento con arginina y SAMe no fue

capaz de aumentar los flujos portales sobre el grupo control.
-ARG-SAMe-GLI: Los flujos basales en este grupo y el control no fueron

estadisticamente  diferentes. Este tratamiento tampoco  varié

significativamente respecto al control.
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4.5.1.3.- Flujo sanguineo hepdtico total.

Figura 42: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos hepdticos
durante la recirculacién normotérmica.
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P=0.02 respecto al control y respecto al ARG-SAMe-GLI y p=0.04 respecto al
ARG-SAMe.

* P=0.02 respecto al control.

Tabla 8: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos hepdticos
durante la recirculacidon normotérmica. Valores expresados como media + desviacion
estandar en ml/min/m?2.

Valor basal Asistolia 5 157 30°
Grupo control 100+ 0 0 46+ 11 52+18 53 +30
Grupo ARG 100+ 0 0 80+ 31 88+ 34 69 + 31
Grupo ARG-GLI 100+ 0 0 57 +37 76 + 48 59+17
Grupo ARG-SAMe 100+ 0 0 53+29 59 +19 61+33
Grupo ARG-SAMe-GlLI 100+ 0 0 47 £ 19 62 +22 51 +21
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-ARG: Los flujos hepdticos totales basales en este grupo y en el control
no fueron estadisticamente diferentes. El tratamiento con arginina
consiguid aumentar significativamente el flujo hepdtico total con
respecto al grupo control a los 5 minutos (p=0,02) y a los 15 minutos
(p=0,02). El grupo arginina también fue capaz de aumentar el flujo
hepdtico por encima del grupo arginina-SAMe (p=0,04) y por encima

del grupo arginina-SAMe-glicina (p=0,02) a los 5 minutos de RN.

-ARG-GLI: Los flujos hepdticos totales basales en este grupo y en el
control no fueron estadisticamente diferentes. El tratamiento con
arginina y glicina aumentd el flujo en todos los tiempos respecto al

grupo control, de forma no significativa.

-ARG-SAMe: Los flujos hepdticos totales basales en este grupo y en el
control no fueron estadisticamente diferentes. El tratamiento con
arginina y SAMe aumento el flujo en todos los tiempos respecto al grupo

control, de forma no significativa.

-ARG-SAMe-GLI: Los flujos hepdticos totales basales en este grupo y en el
control no fueron estadisticamente diferentes. El tratamiento con
arginina, SAMe vy glicina no consiguié aumentar los flujos por encima del

grupo control de forma significativa.
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4.5.1.4.- Flujo sanguineo en la bomba de recirculacion
extracorpodreaq.

Figura 43: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos de la bomba
de recirculaciéon extracorpoérea.
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+ p=0.03 respecto al grupo confirol.

Tabla 9: Efecto de los diferentes tratamientos sobre los flujos sanguineos de bomba
durante la recirculacién normotérmica. Valores expresados como media + desviacion
estdndar en ml/min/m2.

Valor basal Asistolia 5 15° 30°
Grupo control 100+ 0 0 24+04 29+0.9 22+0.6
Grupo ARG 100+ 0 0 2.7+03 3.1+£04 24+0.7
Grupo ARG-GLI 100+ 0 0 2.8+0.6 29+0.9 23+1
Grupo ARG-SAMe 100+ 0 0 32+1.2 3.5+1.1 27+14
Grupo ARG-SAMe-GlLI 100+ 0 0 2.8+0.5 3.4+1 3.1+14
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-ARG: No hubo diferencias significativas en el flujo de bomba entre el

grupo control y el grupo al que se administré arginina.

-ARG-GLI: El tratamiento combinado con arginina y glicina no fue capaz
de aumentar de forma significativa el flujo de bomba con respecto al

grupo control.
-ARG-SAMe: Este fratamiento alcanzd flujos de bomba superiores al
grupo control (p= 0,03) a los 5 minutos de iniciar la RN, mostrando una

tendencia durante todo el tiempo a ser mds elevado.

-ARG-SAMe-GLI: Este tratamiento mostrd valores superiores de flujos de

bomba respecto al grupo control, de forma no significativa.
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4.5.2.- Diferencias en los flujos sanguineos durante la
RN entre los animales supervivientes.

Hemos comparado los flujos entre los animales que sobrevivieron
hasta el 5° dia y los que fallecieron antes de ser sacrificados, con el fin

de evaluar si existe correlacion entre la supervivencia vy los flujos.

4.5.2.1.- Flujo sanguineo arterial.

Figura 44: Diferencias en los flujos de arteria hepdtica entre los animales vivos al 5° dia 'y
los muertos.
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+ p=0.04 respecto a los animales muertos.

El flujo arterial a los 30 minutos de la RN fue significativamente
mayor en los animales vivos (F=4.2, p=0.04). No hubo diferencias
significativas entre animales vivos al 5° dia y muertos en cuanto al flujo

arterial basal, 5 y 15 minutos.
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4.5.2.2.- Flujo sanguineo portal.

Figura 45: Diferencias en los flujos de vena porta entre los animales vivos al 5° dia y los

muertos.
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No hubo diferencias significativas en cuanto al flujo portal entre

animales vivos y muertos, en ninguno de los fiempos. No obstante,

observamos una tendencia hacia un flujo portal superior en el grupo de

Vivos.
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4.5.2.3.- Flujo sanguineo hepdtico total.

Figura 46: Diferencias en los flujos hepdticos entre los animales vivos al 5° dia y los

muertos.
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+ p=0.047 respecto a los animales muertos.

El flujo hepdtico total en los animales vivos fue significativamente

superior a los 30 minutos (F=4.1, p=0.047). No hubo diferencias alos 5y 15

minutos.
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4.5.2.4.- Flujo sanguineo de bomba.

Figura 47: Diferencias en los flujos de la bomba de recirculacion extracorpdérea entre
los animales vivos al 5° dia y los muertos.
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Vemos una tendencia superior en el grupo de vivos a aumentar el

flujo de bomba respecto a los animales fallecidos antes del 5° dia, sin
diferencias estadisticamente significativas.
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4.6.- Metabolismo hepdtico del oxigeno durante
la RN.

Figura 48: Efecto de los distintos fratamientos sobre la extraccion hepdtica de oxigeno
durante la recirculacién normotérmica.
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+ p=0.04 respecto al control.

* p=0.03 respecto al control.

Tabla 10: Efecto de los diferentes tratamientos sobre la extraccion hepdtica de
oxigeno durante la recirculacidn normotérmica. Valores expresados como media +
desviacién estdndar en ml/min/m2.

Valor basal Asistolia 5 15° 30°
Grupo control 58+4 0 9.8+10 7.8+ 6 17+ 6
Grupo ARG 14+9 0 12+ 6 88+4 11+8
Grupo ARG-GLI 1616 0 7.5+8 106 82+6
Grupo ARG-SAMe 9+6 0 43+5 6.4+6 6.7+7
Grupo ARG-SAMe-GLI 12+ 6 0 10+ 6 48+ 4 12+9
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No hubo diferencias estadisticas en el nivel basal de extracciéon
hepdtica de oxigeno (EHO) entre los distintos grupos.
A los 5 minutos de RN todos los grupos descienden su valor

respecto al nivel basal excepto el grupo control, que aumenta.

-ARG: Este grupo no vari¢ significativamente respecto al control ni con
los demds grupos en ninguna de las fases, aunque durante toda la RN

descendiod la EHO por debajo de su nivel basal.

-ARG-GLI: El tfratamiento con arginina y glicina descendié la EHO por
debajo del grupo control a los 30 minutos de iniciar la RN (p=0.04). No

hubo diferencias con los demds grupos en ningun tiempo.
-ARG-SAMe: Este grupo también descendié la EHO por debajo del
control a los 30 minutos (p=0.03) y en todos los tiempos estuvo bajo su

nivel basal.

-ARG-SAMe-GLI: No hubo diferencias entre este grupo y los demds en

ninguno de los tiempos.
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4.6.1.- Diferencias en la extraccion hepdtica de
oxigeno durante la RN entre los animales
supervivientes.

Figura 49: Diferencias en la extraccién hepdtica de oxigeno entre los animales vivos al
5° dia y los muertos.
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No hubo diferencias a los 5 minutos de la RN entre la EHO de los
animales vivos y muertos. Sin embargo, los animales muertos muestran
un incremento significativo a los 15 (p=0.04) y a los 30 minutos (p=0.03)

de iniciada la RN, respecto a los vivos.
‘ p=0.04 respecto a los animales vivos.

* p=0.03 respecto a los animales vivos.
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4.7 .- Estudio de la carga energética v los niveles
hepdticos de xantina.

4.7.1.- Carga energética.

La figura 50 muestra la evolucion de la carga energética hepdatica
segun el tratamiento administrado. Después de 60 minutos de isquemia
caliente y 30 minutos de RN todos los grupos descienden la carga
energética excepto el grupo tratado con arginina. Sin embargo, en la
fase de reperfusion en el receptor, todos los grupos disminuyen
sensiblemente la carga energética, y el grupo fratado con arginina no
consigue mantener su valor basal, descendiendo la carga energética
por debajo del grupo ARG-GLI (p=0.023) y del grupo ARG-SAMe
(p=0.017).

Figura 50: Efecto de los distintos tfratamientos sobre la carga energética.
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+ p=0.023 respecto al grupo ARG-GLI y p=0.017 respecto al grupo ARG-SAMe en

la misma fase.
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4.7.2.- Xantina.

Los niveles hepdticos de xantina aumentan significativamente al
final de la parada cardiaca en todos los grupos respecto a su valor
basal (p<0.05).

Durante la reperfusion en el receptor vemos una tendencia en
todos los grupos tratados hacia alcanzar su nivel basal, mientras el
grupo control sigue ascendiendo el nivel de xantina. Existe un
decremento significativo (p<0.05) entre los grupos 2 (arginina), 3
(arginina-glicina) y 4 (arginina-SAMe) respecto al grupo control en la

fase de reperfusion.
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Figura 51: Efecto de los distintos tfratamientos sobre los niveles hepdticos de xantina.
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5. DISCUSION

La obtencién de higados de donantes a corazén parado estd
siendo considerada como una posible fuente adicional de dérganos
para trasplante. En el caso del trasplante renal, la utilitzacién de estos
érganos estd aceptada y ha supuesto un incremento en el niUmero de
donantes de un veinte por cien aproximadamente. En el frasplante
hepdtico existe mucha menos experiencia, pues el higado es muy
sensible a la isquemia caliente y se desconoce el alcance de la lesion y
hasta qué punto estos injertos pueden funcionar de forma correcta
después de frasplantados. La necesidad del injerto hepdtico de
funcionar de forma inmediata después de trasplantado es un factor
mads, que ha limitado su utilizacidén y que, contrariamente, en el caso del
rindn puede suplirse temporalmente por la didlisis.

En estudios previos, se ha demostrado que los higados obtenidos
después de un periodo de isquemia caliente pueden mantener su
funcion después de trasplantados (50, 231, 232, 233, 234) y que la lesidon
por isquemia-reperfusion (I-R) asociada al trasplante de estos higados
se puede atenuar utilizando un periodo de circulacion extracorpdrea a
37°C (recirculaciéon normotérmica, RN) y enfriamiento corporal total
mediante bypass cardiopulmonar, antes de la extraccion del érgano. A
pesar de que este periodo es esencial para la obtencidon de higados
viables después de 20 y 30 minutos de isquemia caliente, la
prolongacion de este periodo hasta los 40 minutos tiene como
consecuencia una mortalidad del cincuenta por cien de los animales
trasplantados debida al fallo en la funcién del injerto (232, 235, 236). Por
otro lado, el dano severo e irreversible de la via biliar infrahepdtica

afecta a los injertos que sobreviven (237). Por lo tanto, se plantea el
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objetivo de disminuir la lesidén por I-R producida después de tiempos
prolongados de isquemia caliente.

En estudios previos, hemos demostrado que al prolongar el
periodo de isquemia caliente hasta 40 minutos uno de los pardmetros
capaces de predecir la viabilidad del injerto son los pardmetros
hemodindmicos durante la recirculacion normotérmica (232). Asi, hemos
podido observar que tanto los flujos sanguineos hepdticos como los de
la bomba de circulacion extracorpdrea durante la RN empeoran al
aumentar el periodo de isquemia caliente, y cémo la extraccion
hepdtica de oxigeno aumenta. Estos pardmetros hemodindmicos y del
metabolismo del oxigeno son capaces de distinguir entre los animales
vivos y muertos de forma precoz en el donante y, por tanto, determinan
en cierta medida las condiciones de obtencion del injerto hepdtico.

Dado que después de 40 minutos de isquemia caliente estos
pardmetros empeoran significativamente, el objetivo serd el de
mejorarlos mediante la administracion de tres sustancias protectoras: L-
arginina, SAMe y dlicina, que han demostrado en otros modelos

proteger de la lesién por isquemia-reperfusion.

ARGININA

Hemos visto que la lesidn por isquemia-reperfusion se trata de un
proceso complejo en donde se encuentran implicados diferentes
mecanismos fisiopatoldgicos, como la funcidon de la microcirculacion, la
adhesién leucocitaria y agregacion plaguetaria, la produccion de
radicales libres, lipoperoxidacion e hipoxia (208, 200-2). La actividad
reducida del éxido nitrico podria estar implicada en la patogenia de la
isquemia-reperfusion. Como consecuencia de la lesidn sobre las células
endoteliales y la poca disponibilidad de arginina debida al aumento de

la liberacion de arginasa por el higado, la produccién de NO podria
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encontrarse disminuida(203). Se ha demostrado que la inhibicion del NO
empeora la lesidén por isquemia-reperfusion (204, 205, 208, 238). Incluso la
arginina tiene un efecto protector sobre la lesidbn por isquemia-
reperfusion (206, 238, 239, 240).

En el caso del frasplante hepdtico, la administraciéon de arginina
en el receptor durante la reperfusion es capaz de aumentar el flujo
sanguineo portal (207) vy el flujo tisular hepdtico (201, 206, 208). El NO es
un potente vasodilatador a nivel arterial y portal, inhibiendo la adhesion
leucocitaria y la agregacion plaguetaria y puede actuar neutralizando
los radicales superdxido (208).

En nuestro estudio, el fratamiento con arginina sin adicién de otras
sustancias, ha demostrado afectar favorablemente los pardmetros
hemodindmicos durante la RN. Asi, el tratamiento con arginina ha
mostrado una tendencia a aumentar el flujo de la arteria hepatica por
encima del grupo control y ha conseguido incrementar
significativamente el flujo portal y hepdtico total después de un periodo
de 60 minutos de isquemia caliente. Los flujos portal y hepdtico se
relacionan directamente con el flujo de bomba. Si tenemos en cuenta
que el flujo de bomba de bypass cardiopulmonar depende del retorno
venoso y que éste depende a su vez de la microcirculacion (241-42), los
resultados obtenidos sugieren que el empeoramiento de la circulacién
sistémica durante la obtencién del higado donante después de 60
minutos de parada cardiaca, afecta de forma adversa al flujo hepdatico,
y por lo tanto, la administracién de arginina puede prevenir estos
aspectos negativos.

La extracciéon hepdtica de oxigeno (EHO) es un indice del oxigeno
que capta el higado del total que le llega, que serd la suma del que
llega por la arteria hepdtica y la vena porta. Este pardmetro aumenta

durante la RN para restablecer el metabolismo energético perdido
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después de la isquemia caliente. Algunos estudios demuestran que la
EHO es mds alta en aquellos higados mds danados después de la
isquemia caliente, aumentando ftras tiempos de isquemia mads
prolongados.

En nuestro estudio, la extraccion hepdtica de oxigeno es un
paradmetro capaz de distinguir de forma precoz en el donante entre los
animales vivos y muertos. Asi, los higados de los animales que acabardn
muriendo antes del 5° dia, presentan una EHO superior a la de los que
viviran, indicando que ya durante la RN estdn mas dainados.

De acuerdo con estos resultados, la L-arginina mostré una
tendencia a disminuir la EHO a los 30 minutos de la RN por debajo del
grupo control, sin diferencias significativas.

La adicién de glicina y arginina si disminuyé de forma significativa
a los 30 minutos de la RN bajo el grupo control la EHO, mostrando pues
un efecto aditivo.

El fratamiento combinado con arginina y SAMe también tuvo un

efecto aditivo positivo disminuyendo la EHO bajo el grupo control.

SAMe

El radical superdxido es uno de los elementos implicados en la
lesion por isquemia-reperfusion. El SAMe es un compuesto capaz de
incrementar los niveles hepdticos de glutation, que es uno de los
antioxidantes mds importantes en el higado (218-19).

Ademds, en en metabolismo del SAMe no sélo aumenta la
cisteina y como consecuencia el glutation, sino que se genera
adenosina gracias a la enzima S-adenosil homocisteina hidrolasa. Por lo
tanto, la administracion de SAMe seria una fuente exdgena de un
potente antioxidante, y de adenosina, que podria ejercer algin efecto

adicional a tfravés de otfros mecanismos.
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Nosotros hemos observado que los grupos tratados con SAMe
(grupos 4 y 5 del estudio) no mejoraron el flujo arterial, portal ni hepatico
total respecto al control. No podemos concluir que exista efecto aditivo
entre la arginina y el SAMe ni entre arginina, SAMe y glicina en cuanto a
mejoria de flujos tras 60 minutos de isquemia caliente. Si que obtuvimos
una mejoria en el flujo de bomba en los grupos tratados con SAMe, sin
repercusion sobre el resto de flujos.

La EHO, el otro pardmetro relacionado con la hemodindmica
hepdtica durante la RN, disminuye en los higados tratados con SAMe en
adicién con ofras sustancias (grupos 4 y 5) al compararlos con el grupo
control, indicando ello una mejor calidad de estos injertos. De modo
que existe efecto aditivo entre ARG-GLI y ARG-SAMe-GLI en cuanto a la
EHO.

GLICINA

La glicina ha demostrado proteger de la lesidn por isquemia-
reperfusion  estabilizando la membrana celular defendiéndola del
ataque de los radicales libres (243-4). También mejora la
microcirculacion actuando sobre las células de Kupffer, que se activan
durante la isquemia-reperfusion; la glicina puede prevenir la activacion
de dichas células (245).

La glicina inhibe las proteasas dependientes del calcio no
lisosomales y esta accidn es responsable de la proteccion de los
hepatocitos contra la anoxia (194). La proteolisis contribuye a la lesidon
asociada al trasplante hepdtico y los inhibidores de las proteasas
mejoran la funcién del injerto (195).

La glicina también bloguea el nivel de calcio intracelular
disminuyendo la activacion de las células de Kupffer y de las proteasas

dependientes del calcio (196-7).
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Okazi demostré que la glicina puede proteger contra la lesion por
reperfusion reduciendo la peroxidacidon lipidica, en un proceso
independiente del aumento de glutation en el tejido hepdtico (198).
Ofros autores han descrito que la glicina estabiliza la membrana
inhibiendo la fosfolipasa A2, que al liberar dcido araquiddnico estimula
la produccidon de eicosanoides vasoconstrictores (199).

En resumen, durante la isquemia-reperfusion las células de Kupffer
se activan y éstas son la principal fuente de eicosanoides en el higado,
por lo tanto, el bloqueo de su activaciéon evitando el aumento de calcio
intfracelular, disminuiria la producciéon de eicosanoides y ello repercutiria
favorablemente en la microcirculacién evitando la vasocontraccion.
Este efecto hemodindmico de la glicina seria independiente del dxido
nitrico.

En nuestro estudio, hemos podido observar que el tratamiento
combinado con arginina y glicina ha tenido un efecto beneficioso a
nivel hemodindamico, ya que el flujo arterial , portal y hepdtico total han
sido mads elevados que el grupo no tratado, aunque las diferencias no
han sido significativas. Probablemente, si aumentdramos el tamaio de
la muestra obtendriamos diferencias significativas. Contrariamente, no
hemos visto un incremento del flujo de bomba en el grupo tratado con
arginina y glicina respecto al control.

En cuanto a la EHO la glicina y arginina han conseguido disminuir
dicho pardmetro por debajo del grupo control al final de la RN. Asi,
durante el trasplante hepdtico el consumo de oxigeno se duplica. La
elevacion del consumo hepdtico de oxigeno, consecuencia de la
activacion de las células de Kupffer, provoca hipoxia hepatica, y ello se
ha visto atenuado después de la infusion de glicina y arginina en nuestro

estudio. La arginina sabemos que actia a través de un mecanismo
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distinto a la glicina, pero vemos que conjuntamente actian de forma
aditiva.

Podemos concluir que los diferentes compuestos administrados
han tenido un efecto a nivel hemodindmico mediante mecanismos
diferentes. La accién de la L-arginina estaria relacionada con la
produccion de 6xido nitrico; la del SAMe, con el aumento en los niveles
de adenosina, que acabaria induciendo la producciéon de 6xido nitrico;
y la glicina, inhibiendo la activacion de las células de Kupffer

productoras de eicosanoides vasoconstrictores.

FLUJOS SANGUINEOS HEPATICOS Y SUPERVIVENCIA

En estudios previos se ha observado que los flujos sanguineos
hepdticos durante la RN no sélo son un indice de calidad del injerto, sino
que ademds son capaces de predecir la viabilidad de dicho injerto de
forma precoz durante su obtencion (232).

En el presente estudio, uno de los aspectos que nos habiamos
planteado inicialmente, era averiguar si el flujo sanguineo hepdtico
durante la recirculaciéon normotérmica podia ser un factor predictivo
de viabilidad del injerto. Efectivamente, hemos visto que los animales
vivos al quinto dia presentaron mayores flujos durante la RN.
Probablemente, al aumentar el tamano de la muestra, existiian mds
diferencias significativas. De momento hemos alcanzado significacion
estadistica a nivel del flujo arterial y hepdtico total a favor de los
animales vivos.

En conclusién, y de acuerdo con otros estudios, corroboramos el
hecho de que a mayor flujo hepdtico, mayor probabilidad de

supervivencia del injerto.
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En cuanto a la EHO hemos visto que los animales muertos antes
del quinto dia presentaban una EHO superior a la de los vivos, de
acuerdo con estudios anteriores (232).

Por tanto, concluimos también que la EHO es un pardmetro de
prediccion de viabilidad del injerto, al igual que los flujos sanguineos
hepaticos.

En resumen, al mejorar los pardmetros hemodindmicos, ello
repercute favorablemente sobre la supervivencia de los animales

trasplantados y sobre la viabilidad del injerto.

METABOLISMO ENERGETICO

Algunos estudios han demostrado que aspectos relacionados con
el metabolismo energético y con la acumulacion de purinas como
productos del consumo de ATP durante la isquemia, también son
marcadores precoces de viabilidad del injerto, pues son moléculas
implicadas en el mecanismo de lesidon durante la isquemia-reperfusion
(246-48).

Estudios centrados en el trasplante hepdtico demuestran que los
niveles hepdaticos de ATP y la carga energética disminuyen después de
la isquemia y recuperan después de la reperfusion (249-51). Este hecho
es logico, pues en los tejidos deprivados de oxigeno durante la
isquemia, se bloquea la respiracion celular y como consecuencia la
fosforilacion oxidativa, y el ATP presente se consume siguiendo su via de
degradacion. El estado energético celular refleja el grado de lesion
hepdtica y la integridad del hepatocito. Nuestro grupo investigador
describid que la carga energética mejoraba después de la reperfusion,
hecho corroborado por ofros investigadores (252-54). Asi, tras 40 minutos

de isquemia caliente vimos que la carga energética disminuia bajo su
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nivel basal y que ésta se recuperaba al mejorar la disponibilidad
hepdtica de oxigeno, durante la RN y después de la reperfusion en el
receptor.

En este estudio hemos observado que tras 60 minutos de isquemia
caliente, los niveles de carga energética disminuyen bajo su nivel basal
excepto el grupo fratado con arginina, que aumenta por encima del
basal durante la RN. Sin embargo, en la fase de reperfusion en el
receptor, todos los grupos disminuyen su carga energética bajo el nivel
basal, sin recuperacion de la misma. Es mds, el grupo arginina es el que
desciende mds la carga energética de forma significativa al comparar
con el grupo tratado con arginina-glicina y con el arginina-SAMe.

En conclusidn, tras 60 minutos de isquemia caliente y 30 minutos
de RN, no se puede recuperar la carga energética en ningin grupo,
probablemente debido a la deprivacion severa de oxigeno tras 40
minutos de parada cardiaca. Cabe destacar que el tratamiento con
arginina-glicina y arginina-SAMe favorece la recuperaciéon de la carga
energética tras la reperfusion, de modo que existiria un efecto aditivo
entre estas sustancias al compararlas con el tratamiento con arginina
sola.

No hemos visto diferencias en la carga energética entre animales
vivos y muertos, por lo que no parece existir correlacion entre la
recuperacion de la carga energética y la supervivencia tras 60 minutos
de isquemia caliente.

Continuando mds alld en la via metabdlica de degradacion del
ATP, el consumo celular de ATP durante la isquemia da lugar a la
acumulacién de purinas como la hipoxantina y la xantina (186, 255-6),
mientras que después de la reperfusion, los niveles de estas purinas

disminuyen hasta sus valores basales normales (249).
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En este estudio hemos observado que los niveles de xantina
incrementan tanto en el grupo control como en los grupos tratados, al
final de la parada cardiaca, con un incremento significativo en todos los
grupos (p<0.05) respecto al basal. Tras la reperfusidon en el receptor, la
acumulacion de xantina tiende a normalizarse en todos los grupos
excepto en el control, con diferencias significativas (p<0.05). Ello nos
indica que la adicién de arginina a la glicina y al SAMe, e incluso el
tratamiento con arginina sola, son capaces de disminuir el acimulo de
xantina en tejido hepdtico que se ha producido durante la isquemia
caliente. Este hecho es légico, pues al mejorar la oxigenacion tisular,
disminuye el consumo de ATP y se acumulan menos purinas en el
higado. Probablemente, la sustancia que demuestra su efectividad en
este sentido sea la arginina, independientemente de la adiciéon de otras

sustancias.

SUPERVIVENCIA

Nuestro grupo investigador ha demostrado que es posible obtener
higados viables después de tiempos de isquemia caliente de 20, 30 y 40
minutos anadiendo un periodo de recirculacion normotérmica,
obteniendo una supervivencia del injerto a los cinco dias inversamente
proporcional al tiempo de isquemia (100, 70 y 50% respectivamente).
También hemos demostrado que cuando no se ha utilizado la
recirculacion normotérmica, la supervivencia es nula. Estas evidencias
demuestran que la RN es capaz de revertir la lesidn por isquemia-
reperfusion después de la parada cardiaca sobre la célula hepdtica y
endotelial del sinusoide hepdtico.

Hemos visto que tras periodos de isquemia caliente superiores a 30
minutos, las lesiones que se producen compromenten la viabilidad del

injerto, sobre todo por necrosis de la via biliar, disminuyendo la
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supervivencia de los injertos sometidos a 40 minutos de isquemia
caliente al 50%.

Nuestro grupo investigador ha readlizado varias series de
trasplantes hepdticos en el cerdo a lo largo de los Ultimos 10 anos. En
una primera serie, obtuvimos una supervivencia del 50% tras 40 minutos
de isquemia caliente y 30 minutos de RN. En una segunda serie,
realizando el mismo tratamiento (40 minutos de isquemia y 30 minutos
de RN) la supervivencia ascendid al 60%. Esta mejoria de la
supervivencia a lo largo del tiempo la atribuimos a un mejor manejo
anestésico y también al equipo quirdrgico, puesto que inicialmente
desconociamos la clave para obtener la mdxima supervivencia y hoy
dia conocemos que el cerdo debe estar como mdximo 20 minutos
anhepdtico y la hemorragia peroperatoria no debe superar los 400 cc.

El conocimiento progresivo, tanto del manejo anestésico como de
la técnica quirlrgica, nos han permitido obtener un resultado tan
sorprendente como el de 87,5 % de supervivencia en el grupo control
(60 minutos de isquemia caliente y 30 minutos de RN).

Este resultado es dificil de explicar, pues la pregunta que nos

planteamos a continuacion es: “spor qué la sobrevida tras 60 minutos
de parada cardiaca es superior a la sobrevida tras 40 minutos, haciendo
el mismo tratamiento?”.

Incluso nos hemos planteado gpor qué la supervivencia del grupo
control es superior a la de los grupos tratados, si el resto de pardmetros
apuntan hacia una mejoria en los grupos tratados?

No parece que la supervivencia al 5° dia sea un pardmetro
decisivo en este estudio para evaluar la calidad del injerto potencial; el
hecho de que sobrevivan mds los animales del grupo control quizds

cambiaria al aumentar el tamano de la muestra. Existen muchas

variables que influyen sobre la supervivencia: la intervencion quirdrgica y
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el cirujano, el manejo anestésico, la preparacion preoperatoria, los
cuidados postoperatorios, el fratamiento realizado, etc. EI animal
trasplantado no reside en una UCI postoperatoria y su hidratacion
depende Unicamente de la ingesta oral, por lo que probablemente, si
estos cuidados postoperatorios mejoraran, objetivariamos mejor la
variable “supervivencia’.

Al adquirir mds experiencia del equipo en la experimentacion
animal aumenta la supervivencia, de ahi que el grupo control haya
sobrevivido mds con 60 minutos que con 40 de isquemia caliente.

Por ello concluimos que la variable supervivencia es una variable
burda y estd sometida a tantos factores, que no debemos considerarla
tanto como oftras variables mds objetivas.

De todos modos, nos llama la atencién que los grupos fratados
con SAMe (grupos 4 y 5) sean los de menor supervivencia (37,5%)
comparando con los grupos no tratados con SAMe (70%), cuando era
una sustancia que habia demostrado su efecto citoprotector. Sin

embargo, en adicién a ofras sustancias no parece tener efecto aditivo.

LESION ENDOTELIAL

En el trasplante hepdtico la recirculacion normotérmica juega un
papel muy importante en la preservacidon del endotelio sinusoidal
hepdtico. En previos estudios hemos demostrado que la lesidn endotelial
que se produce en el tfrasplante de higados obtenidos después de sdlo
20 minutos de isquemia caliente sin RN, se encuentra atenuada cuando
se utiliza la RN (236). Por ofro lado, el grado de lesibn endotelial se
correlaciona con el tiempo de isquemia caliente (235).

También hemos observado en otros estudios que la mejoria en la
hemodindmica durante la RN producto de la administracion de L-

arginina, SAMe vy glicina, disminuye significativamente el dano sobre el
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endotelio simusoidal hepdtico asociado al trasplante de donante a
corazén parado tras 40 minutos de isquemia caliente. La L-arginina fue
la sustancia que mostrd una mejor preservacion de la célula endotelial.

Nos interesa saber si tras 60 minutos de isquemia caliente, existe
efecto aditivo entre la arginina y las otras sustancias.

Después de la reperfusion hepdtica en el receptor es cuando se
producen los mdaximos valores de dcido hialurénico (AH) en sangre
periférica debido a la no captacion por parte del higado (235, 236), y es
el momento en que se detecta el mdaximo de lesidon endotelial. En
nuestro estudio hemos corroborado este hecho, dado que en la fase de
RP existe un incremento significativo respecto a su valor basal en cada
grupo, no existiendo diferencias entre grupos en el nivel basal.

Durante la fase de RN todos los grupos incrementan el valor de AH
en sangre, pero el grupo tratado con arginina fue el que mostré menor
incremento comparado con el grupo ARG-GLI y con el grupo ARG-
SAMe con diferencias estadisticamente significativas. No parece que la
adicién de la arginina a otras sustancias tenga efecto aditivoo sobre Ia
preservacion de la célula endotelial.

Es mds, durante la fase de RP, que es la fase que afecta mds
negativamente al endotelio, el grupo control incrementa su valor de AH
en sangre con diferencias significativas respecto a grupo tratado con
arginina sola y al grupo tratado con las tres sustancias.

De modo que queda claro que el grupo no tratado o grupo
control se encuentra mas afectado que los demds, aunque no podemos
afrmar que exista efecto aditivo entre sustancias, y Unicamente
confirmamos que el tratamiento con arginina sigue siendo el de mayor

efectividad en la preservacion de la célula endotelial.
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LESION DEL PARENQUIMA HEPATICO

ASAT

El valor de ASAT mdximo alcanzado en todos los grupos ocurre
durante el segundo dia del trasplante. Asi, vemos un incremento
significativo en todos los grupos respecto al basal. Nos llama la atencion
que el menor incremento de ASAT corresponde al grupo tratado con
arginina sola sin adicion a ofras sustancias, con un incremento
significativamente inferior respecto al grupo control.

De modo que no podemos tampoco dfirmar el efecto aditivo
entre la arginina y las demds sustancias al valorar la ASAT, pero si

destacar su efectividad por si sola.

ALAT

Referente a la tfransaminasa ALAT también vemos que el mayor
incremento en todos los grupos ocurre al 2° dia postrasplante. Aqui
destacamos que el tratamiento combinado con arginina y glicina es
mejor que la arginina sola, dado que existe un incremento

significativamente inferior al grupo arginina al 5° dia.

No observamos diferencias entre los grupos tratados y el control
en cuanto a la variable ALAT. No podemos dfirmar si existe efecto

aditivo entre sustancias.

GST
La GST ha demostrado ser un marcador de lesidn hepdtica mds
precoz y sensible, pues su valor maximo en todos los grupos ocurre

durante la fase de RP y no al 2° del trasplante.
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Debido al cese en el suministro por parte de la casa comercial de
Biotin (que no proporciond la alfa GST porcina), no hemos determinar los
valores de GST en el grupo tratado con arginina, pero si en los demdas
grupos.

Sin embargo, no podemos hablar de efecto aditivo entre
sustancias en lo que se refiere a la GST, pues Unicamente corroboramos
el hecho de que se trata de un marcador precoz, pero no vemos
diferencias significativas entre ningun grupo y el control. Faltaria saber

qué ocurre con la arginina sola.

HISTOLOGIA

Al analizar las variables biogquimicas que objetivan la lesidon, tanto
sinusoidal como parengquimatosa, hemos visto hasta ahora que la
sustancia que ha demostrado una mayor efectividad en la preservacion
sinusoidal y hepatocitaria es la L-arginina, y no queda demostrado que
exista efecto aditivo entre las diferentes sustancias, que por separado si
eran citoprotectoras.

Pero es necesario estudiar la calidad de estos higados a los 5 dias
del trasplante con el fin de conocer las repercusiones de los distintos
tratamientos a mds largo plazo, y en especial , sobre la preservacion de
la via biliar. Anteriormente, se ha demostrado en otros estudios que la
lesion de la via biliar es uno de los aspectos que mds limitan la
supervivencia a largo plazo de los injertos trasplantados, después de
periodos prolongados de isquemia caliente (235, 237).

La microscopia optica al 5° dia en este estudio ha demostrado
que tanto la congestion (o dilatacidon) como la infiltracién sinusoidal por
PMN fue de mayor grado en el grupo control que en los grupos tratados.
Asi, la adicién de arginina y SAMe presenta un grado de congestion

sinusoidal significativamente inferior al grupo control; también el
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tratamiento con arginina sola y con arginina-glicina, mostraron menor
lesion.

Este resultado estd de acuerdo con el hecho de que la L-arginina,
con o sin adicién a otfras sustancias, ha mejorado la funcién endotelial,
como ha demostrado su menor concentracién de dcido hialurénico en
sangre periférica.

La linfocitosis sinusoidal, ofra variable relacionada con el
endotelio, también fue menor en el grupo tratado con arginina y glicina.

De este modo, la evaluacidon por microscopia optica ha
demostrado que, en general, los tratamientos han preservado los
higados trasplantados en los distintos niveles estudiados.

Tanto la inflamacion portal como las lesiones destructivas del
endotelio de venas hepdticas o portales (endotelitis) se vieron mas
afectadas en el grupo control, sin poder afirmar si existié efecto aditivo.

La disociacion hepatocitaria es la lesidn previa a la necrosis. La
isquemia produce deformacién hepatocitaria, perdiendo estas células
su organizacion alineada y poligonal, convirtiendose en células
redondas por el edema intracelular (degeneracion hidropica). En este
estudio, el grupo control mostrd el mayor porcentaje de lesidon severa y
el grupo arginina fue el que mostré menor grado de lesion.

De nuevo vemos que el grupo tratado con arginina preserva la
integridad del hepatocito en mayor medida que el grupo control y no
podemos concluir que exista efecto aditivo entre la arginina y las
demads sustancias citoprotectoras.

La colangitis isquémica empieza por la destruccion epitelial
mediada inmunoldgicamente y después la necrosis isquémica del
conducto biliar secundaria a la lesion de la arteria hepdtica. La necrosis
de la pared biliar produce acUmulo de detritus necrdticos y material

biliar que obstruyen la via biliar. En estudios previos hemos observado
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que los largos periodos de isquemia caliente se acompanan de una
escasa supervivencia del injerto, debido a la colangitis isquémica vy
finalmente a la necrosis de la via biliar. En este estudio hemos visto que
la colangitis isquémica fue una lesidon presente en casi todas las biopsias
de los supervivientes al 5° dia. Todos los grupos mostraron mds del 60%
de casos de dicha lesion, incluso el grupo tratado con las tres sustancias
mostrd el 100% de los casos con colangitis isquémica.

En conclusion, corroboramos el hecho de que la lesion isquémica
de la via biliar aumenta conforme prolongamos el periodo de isquemia
caliente, y que probablemente la escasa supervivencia obtenida
globalmente en este estudio sea debida a la necrosis isquémica de la
via biliar, presente en casi todas las biopsias. No hemos observado
efecto aditivo entre sustancias de cara a mejorar la viabilidad del injerto
en este sentido.

El edema portal es una lesidn poco frecuente que acontece en
los casos en que existe obstruccion biliar extrahepdtica. En este estudio,
el Unico grupo que no mostré edema portal en ningin caso fue e
tratado con arginina. El Unico grupo que mostrd un grado de lesidn
severa fue el grupo control.

El fratamiento con L-arginina fue el que demostr6 menor edema
portal comparado con los demds grupos tratados y con el grupo
control. No podemos, pues, hablar de efecto aditivo en términos de
edema portal, pero si resaltar la efectividad de la L-arginina en este
sentido.

El infarto y la necrosis son lesiones paralelas, pero el infarto es una
lesidn macroscdpica, que apreciamos Opticamente al analizar la pieza
quirtrgica del 5° dia, y la necrosis es la lesidon citoldgica que se observa

en una zona infartada.
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En este estudio, todos los grupos mostraron zonas de infarto
excepto el grupo tratado con las tres sustancias. De todos modos, como
se ha mencionado previomente, estos resultados pueden estar
sesgados porque las biopsias del 5° dia se realizaron sobre una muestra
limitada de tejido hepdtico no sobre el édrgano entero.

La necrosis fue una lesion presente en todas las muestras de este
estudio, lo cual demuestra que tras 60 minutos de isquemia caliente,
independientemente de la administracion de sustancias citoprotectoras
y de la bomba de by-pass cardiopulmonar, existe necrosis celular como
consecuencia de la isquemia.

Sin embargo, si analizamos este resulfado como porcentaje de
drea necrdética hemos obtenido diferencias a favor de los grupos
tratados comparados con el grupo control.

Tras 60 minutos de isquemia caliente, el porcentaje de drea
necroética se atenla significativamente si administramos arginina o ésta

combinada con SAMe, o con SAMe y glicina.

HEMODINAMICA Y LESION HEPATICA

La mejoria en los aspectos hemodindmicos después de la
administracion de arginina favorece la correcta preservacion del
érgano. Queda claro que los pardmetros hemodindmicos constituyen
un aspecto esencial en las buenas condiciones de obtencidn del injerto,
y que si bien la L-arginina es capaz de mejorar dichas variables
hemodindmicas, también es posible que ejerza su efecto positivo a
través de ofros mecanismos de accidon paralelos al efecto
hemodindmico, y que también protegen de la lesion por isquemia-
reperfusion.

La Unica sustancia que en nuestro estudio ha demostrado un

efecto hemodindmico positivo de forma estadisticamente significativa
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respecto al grupo conftrol fue la arginina, incrementando el flujo portal y
el hepdtico total de forma significativa. La accidén conjunta de la
arginina con la glicina también obtuvo mejoria a nivel hemodindmico
con respecto al grupo control. También vimos que a mayores flujos, mdas
supervivencia.

La accidn hemodindmica de la L-arginina estd mediada
probablemente por el éxido nitrico, y aparte, la L-arginina puede tener
efectos paralelos como la accidn directa sobre la expresibn de
moléculas de adhesion o la produccion de endotelina.

El objetivo de esta tesis era el de mejorar las condiciones de
obtenciéon del injerto hepdtico y comprobar si existia efecto aditivo
entre sustancias a este nivel, que por separado habian demostrado ser
beneficiosas. Dado que el aspecto hemodindmico es tan importante en
la obtencion de érganos a partir de donantes a corazén parado, se ha
estudiado sobre todo este aspecto demostrando que la Unica sustancia
que mejora la hemodindmica hepdtica es la L-arginina, tal y como
habiamos visto con 40 minutos de isquemia-caliente. La adicion de
glicina a la arginina también parece tener un efecto beneficioso sobre

la hemodindmica hepadticaq, sin obtener resultados significativos.
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Hemos partido de la base de que la recirculacidn normotérmica
es un elemento esencial para conseguir la viabilidad del injerto
hepdtico procedente de donante a corazédn parado.

También hemos partido de la base de que existen sustancias
citoprotectoras que protegen el injerto de la lesibn por isquemia-
reperfusion y todo ello nos permite condicionar el injerto potencial
durante la obtencién del érgano.

En conclusion:

NO PARECE QUE LA ASOCIACION DE SUSTANCIAS QUE
HAN DEMOSTRADO SER BENEFICIOSAS POR Si SOLAS, SEA
CAPAZ DE MEJORAR LA CALIDAD DEL INJERTO OBTENIDO DE
DONANTE A CORAZON PARADO.
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Sin embargo, el andlisis de los objetivos, nos permite concluir:

1.- SE CONFIRMA QUE, INDEPENDIENTEMENTE DEL TIEMPO DE
ISQUEMIA, EL FLUJO SANGUINEO HEPATICO Y LA EXTRACCION
HEPATICA DE OXIGENO SE CORRELACIONAN DE FORMA
EVIDENTE CON LA VIABILIDAD DEL ORGANO OBTENIDO.

LA ARGININA SE HA MOSTRADO COMO LA SUSTANCIA
MAS EFICAZ A ANADIR DURANTE EL PROCESO DE OBTENCION
DEL ORGANO, PUESTO QUE:

2.- ES CAPAZ DE MEJORAR LA CARGA ENERGETICA, ASi COMO
DE REDUCIR LA ACUMULACION DE PURINAS.

3.- REDUCE LA LESION TISULAR A NIVEL ENDOTELIAL Y
HEPATOCELULAR CON INTENSIDAD PARECIDA, TANTO POR Si
SOLA COMO ASOCIADA A OTRAS SUSTANCIAS
CITOPROTECTORAS.

4.- TODO ELLO SE TRADUCE EN UNA NECROSIS BILIAR QUE,

AUNQUE EXISTE EN TODOS LOS GRUPOS DE ESTUDIO, ES DE
MENOR INTENSIDAD CUANDO SE UTILIZA LA ARGININA.
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