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Lo que no somos capaces de cambiar
debemos, por lo menos, describirlo

Rainer Werner Fasshinder
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Introduccién

1.1. Resefa Historica del Trasplante

El trasplante de 6rganos, tal y como lo concebimos en la actualidad, constituye un
logro terapéutico cuya historia apenas cuenta con un siglo. No obstante, se tiene noticia de los
trasplantes, al menos documentalmente, gracias a un tratado de cirugfa plastica escrito por un
médico de Bolonia: Gaspare Tagliacozzi (1545-1599) quién describié en su tratado “De
Curtorum Chirurgia” (Cirugia de la mutilacién y del injerto; primera edicién 1597) la técnica del
trasplante de piel autdgeno, a partir de un colgajo cutaneo del antebrazo, para la reconstruccion
de las amputaciones de la nariz.'

La era moderna de los trasplantes surgioé a principios del siglo XX como una practica
experimental. Las investigaciones de Alexis Carrel (1873-1944) y de Charles Guthrie (1880-
1963) en la Universidad de Chicago sobre las suturas vasculares permitieron la realizacién con
éxito del primer trasplante heterotopico cardiaco en 1901, al suturar los grandes vasos de un
coraz6n donante a la carétida y la yugular de un perro receptor que permanecio latiendo varias
horas. Dichas investigaciones le valieron a Carrel el Premio Nobel de Medicina en 1912.

Posteriormente numerosas aportaciones cientificas contribuyeron a su avance y
consolidacion, como el descubrimiento de los grupos sanguineos en 1901 por Karl Landsteiner
(1868-1943),” el desarrollo de la inmunologia a partir de los trabajos de Elie Metchnikoff,
(1854-1916) sobre la teorfa de la inmunidad celular y de Paul Ehtlich (1854-1915), sobre la
Teorfa general de la inmunidad y de la tolerancia de lo propio, Io que permitié la puesta a punto del
tipaje de los tejidos. Otras contribuciones decisivas fueron la creaciéon de los sistemas de
soporte pre-trasplante como la dialisis, las bombas de perfusion para la circulacion
extracorpérea (CEC),” la introduccién de las soluciones de preservacion (Beltzer-Collins, 1960)

y la medicacién inmunosupresora.
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Introduccién

El trasplante hepatico tuvo su inicio de forma experimental, primero en perros® ’ y
posteriormente en cerdos,” presentando en éste, a diferencia del trasplante de piel o de rifién,
una sorprendente ausencia de fenémenos agudos por rechazo.’

El primer trasplante hepatico en humanos fue realizado con éxito en Denver (EE. UU)
por T. Starzl en 1963." En Europa fue Sir R. Calne, de la Universidad de Cambrigde, cuya
experiencia provenfa del trasplante renal, quién en 1968 realizé el primer trasplante hepético.'
Aunque los resultados iniciales mostraron una supervivencia de los receptores por debajo del
30% al afio, la mejora en las técnicas quirurgicas y los casos aislados de mayor supervivencia
alentaron a proseguir investigando en ese campo.

Los afios setenta supusieron una etapa de experimentacion en aspectos tales como la
técnica quirdrgica, la fase anhepatica, el manejo anestésico, la incorporacion de los shunts
extracorporeos y las técnicas de preservacion.

En la década de los ochenta destacaron dos avances decisivos. Por un lado el
descubrimiento de la Ciclosporina A (CsA)'> ¥ y su inclusién en todos los protocolos de
inmunsupresion a escala mundial. Y por otro lado, la incorporacion de la derivacion veno-
venosa externa o bypass, que contribuy6é al mantenimiento del estado hemodindmico del
paciente.”

En Espafia, desde el primer trasplante hepatico en 1984, realizado en el Hospital de
Bellvitge por Margarit y Jaurrieta,” hasta el afio 2006 se han incluido en el Registro Espafiol de
Trasplante Hepatico un total de 13.790 trasplantes, de los que 1118 fueron retrasplantes
(8,1%), constituyendo la indicaciéon mas frecuente la cirrosis hepatocelular sin hepatocarcinoma

(59,9%), cuya etiologfa predominante se asocia al alcohol (29,8%0)."
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Introduccién

1.2. Trasplante Hepatico: Problematica y Alternativas al Déficit de Injertos

El trasplante de higado es el tratamiento de elecciéon para los pacientes con
insuficiencia hepatica terminal o preterminal ya que permite su curacion en casi el 90% de los
casos."” En los ultimos afios, a pesar del creciente aumento de las donaciones, se ha producido
un mayor incremento de las indicaciones y por tanto, de los potenciales receptores, causando
un déficit de 6rganos permanente. Parte del incremento de las indicaciones se ha debido al
aumento de la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC), al causar hepatitis crénica
asociada a cirrosis, incrementar la incidencia del hepatocarcinoma asi como la recurrencia de la
hepatitis C en higados trasplantados. Esta dltima es responsable de una de cada tres muertes en
pacientes VHC en el seguimiento a largo plazo."

Aunque Espafia tiene una situacion privilegiada en cuanto a la tasa de donacion, cifrada
en 33,8 donantes/millén habitantes/ durante el afio 2006 y la mds alta del mundo, se calcula
que las necesidades de las listas de espera precisarfan una tasa de donaciéon de 50
donantes/millén habitantes/afio."”

En nuestro pafs durante 2006 se realizaron 1051 trasplantes hepaticos, (tasa anual de
23,5 pmp) desestimandose tras la extraccion 289 higados. El fallecimiento de los pacientes en
lista de espera electiva fue del 7,5 % y en lista de espera urgente supuso el 4,5%. "¢

Los esfuerzos destinados a incrementar el numero de donantes son diversos y abarcan
todas las fases del trasplante. La creacién de la figura del coordinador de trasplantes ha
permitido fundamentalmente el aumento de las donaciones gracias a la detecciéon de donantes
potenciales. Ademas garantiza un sistema operativo de comunicaciéon entre las unidades

generadoras de donantes (intra y extrahospitalariamente), los equipos trasplantadores y los
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Introduccién

receptores en lista de espera, tiene un papel decisivo en la obtenciéon del consentimiento
familiar y judicial y promueve una valiosa funcién de concienciacion social sobre el tema.

Otro de los aspectos es la diversificacion de los tipos de donantes. Los programas
iniciales de trasplante solo utilizaban los donantes a corazén parado o en asistolia ya que el
diagnéstico de muerte se basaba en la ausencia de latidos cardiacos y de respiracion espontanea. El
desarrollo de la ventilacion asistida en el contexto de la medicina intensiva generd el concepto
de muerte encefalica, definida como la pérdida irreversible de las funciones cerebrales, tanto corticales como
troncoencefalicas, en ausencia de hipotermia y/o farmacos depresores del sistema nervioso central, que conlleva a
la pérdida de la funcion cardiocirculatoria y respiratoria, las cuales son mantenidas por métodos artificiales.”
La aceptacion consensuada de la muerte encefalica en el ambito clinico y posteriormente legal,
permitié la extraccién de los 6rganos antes de que se produjese la asistolia lo que mejord su
calidad al evitarse la lesion por isquemia caliente. Ello hizo que los donantes a corazén parado
fueran sustituidos por los donantes a corazén latiente (DCL) que actualmente siguen
constituyendo la principal fuente de donantes.

Hoy en dia se incluyen en los programas de trasplante los donantes cadaver de tejidos, los
mas numerosos a nivel intra y extrahospitalario y potencialmente generadores de tejidos como
piel, huesos, corneas, cartilago o valvulas cardiacas, y los donantes vivos, que donan un tejido
regenerable como sangre o médula 6sea, un 6rgano sélido como el rifdn, el segmento lateral
izquierdo del higado o la cola de pancreas para receptores infantiles.

Mediante la ampliacion de los criterios del donante ideal ha sido posible la
inclusién de mayor nimero de donantes. Ello ha dado paso al denominado donante marginal,
que constituye el 70% de los donantes, frente a un 30% de donantes ideales. Los criterios del
donante marginal no se hallan consensuados por todos los equipos de trasplante y ademads

- s 21
estan en permanente evolucion.
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Introduccién

En el donante marginal pueden concurrir las caracteristicas particulares del individuo
previas al proceso que lo convirtié en donante (edad, factores de riesgo de arteriosclerosis
como diabetes o hipertension arterial e infecciones como hepatitis por VHB o VHC), las
derivadas del ingreso en la unidad de criticos hasta el momento de la muerte (estado
hemodindmico, soporte farmacolégico con aminas simpaticomiméticas, datos bioquimicos
como el aumento del sodio, transaminasas o bilirrubina y el tiempo de estancia en UCI) u otras
circunstancias como el tiempo de isquemia fria (IF) prolongado, los donantes a corazén parado
o los injertos procedentes de receptores de trasplante (6rgano domind) entre otros.”

La utilizacién de donantes marginales en el trasplante hepatico se ha asociado a un
aumento de la morbi-mortalidad por fallo primario del injerto y retraso en la funcién del
injerto identificindose numerosos factores de riesgo independientes. Estos incluyen la
esteatosis macrovesicular,” el tiempo de IF superior a 10 horas,” * la dosificacion de aminas
simpaticomiméticas,% la asociacién de varias aminas,”* los valores altos de bilirrubina,” la

24, 27
I >

hipernatremia,” * el tiempo prolongado de estancia en UC y el sobrepeso.” La edad es

un factor controvertido ya que se ha vinculado a un aumento de la mortalidad™ *

y 2 menor
supervivencia del injerto y de los receptores’ en algunas series mientras que en otras, el uso de
donantes de edad superior a 60 o incluso 70 afios no se ha asociado a incrementos de la morbi-
mortalidad.” *>** No obstante, parece que la combinacién de més de tres factores marginales

25 5 . . . .,
> sino en la limitacion para el

tendria un efecto aditivo, no solo en la lesién del injerto,
tiempo de IF.”

Entre los factores del donante marginal, los asociados a mejor prondstico son la
infiltracién grasa microvesicular media y moderada,”” la diabetes mellitus y la serologia positiva

para los virus VHB o VHC, especificamente utilizados para receptores seropositivos VHB o

VHC.”
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Un caso particular de la ampliacion de los criterios del donante ha permitido la
realizacion del trasplante hepatico domind al utilizar el higado extraido de un paciente con
amiloidosis familiar que recibe un injerto hepatico, para trasplantar a un receptor cuya
esperanza de vida sea inferior al tiempo necesario para desarrollar la amiloidosis, es decir, entre
20 y 30 afios.™

El desarrollo de nuevas técnicas quirdrgicas ha conseguido una mejor utilizacion de
los 6rganos disponibles. Las primeras experiencias sobre reducciéon de injertos hepaticos se
dieron en trasplantes urgentes obtenidos de donantes adultos que debfan adaptase a receptores
pediatricos. Ello condujo al conocimiento de la anatomia hepatica y dio paso a las técnicas de
particion hepatica o de “split liver” en las que el higado de un donante cadaver se utilizé para
trasplantar a dos receptores. ** Ello derivé en el trasplante hepético de donante vivo, realizado por
primera vez en 1990 a un receptor pediatrico al que se le implanté un segmento lateral de un
higado adulto” y posteriormente a un receptor adulto al que se le trasplanté el 16bulo hepatico
derecho de un donante adulto vivo. *'

El split liver se ha asociado a mayor nimero de complicaciones biliares y vasculares™ y
menor supervivencia del injerto,” aunque con una adecuada seleccién del receptor constituye
una buena alternativa, sobre todo en el trasplante pediatrico, en el que la escasez de donantes
con menos de 15 Kg de peso es aun inferior a la del resto de donantes, aunque su utilizacion
todavia es escasa e irregular en la mayorfa de paises.”

El trasplante hepatico de donante vivo presenta como inconveniente la morbi-
mortalidad asociada al donante y la menor supervivencia del injerto cuando la edad, tanto de
los donantes, como de los receptores, es superior a los 50 afios.”

En Espafia, de los 1051 trasplantes hepaticos realizados durante 2006, 990

correspondieron a donantes en muerte encefalica y los 61 restantes se realizaron a expensas de
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18 donantes vivos, 26 split liver (0,015%), 6 trasplantes dominé y 11 procedentes de donantes a
corazén parado, los cuales contribuyeron a un 5% de las donaciones.'®

El desarrollo de farmacos inmunosupresores ha disminuido la morbimortalidad
asociada al rechazo agudo y crénico y el descenso de la tasa de retrasplante. La primera
combinacién inmunosupresora con azatioprina y corticoides fue utilizada por Calne® en el
tratamiento del rechazo renal y extrarrenal. La utilizacion sistematica de la CsA™ a partir de los
aflos ochenta consiguié disminuir la tasa de rechazo agudo al combinarse con prednisona, al
tiempo que se mantenfa la capacidad defensiva frente a las infecciones bacterianas. Esto
mejoro la supervivencia de los pacientes permitiendo que el trasplante se consolidase como el
47,48

tratamiento de eleccion de las enfermedades hepaticas terminales.

Posteriormente otros inmunosupresores han conseguido reducciones significativas en

49, 50 51, 52
6, :

la tasa del rechazo agudo como el tacrolimus o FK 50 el acido micofendlico y el

sirolimus o rapamicina.” El uso combinado de estos agentes en dosis inferiores ha permitido
un tratamiento alternativo en casos de toxicidad renal o neurolégica por CsA o tacrolimus™ *
asi como la disminucién de la toxicidad y los efectos secundarios.” > La aparicién de estos
farmacos también ha beneficiado a los casos de rechazo crénico, situado en torno al 5%, al
ampliarse las alternativas en los casos de intolerancia a la CsA o la azatioprina.

En los ultimos afios cabe destacar el desarrollo de Sistemas artificiales y
bioartificiales de apoyo hepatico que se utilizan en situacion de insuficiencia hepatica aguda,
como “puente” para el trasplante hepatico o para facilitar la recuperacion de la insuficiencia
hepitica aguda o croénica en fase aguda.

Estos dispositivos son capaces de eliminar toxinas, sintetizar productos como factores

de coagulacién y albimina y revertir el proceso inflamatorio del higado.” Inicialmente se

basaron en el uso de hemodialisis, hemofiltracion y hemoperfusion. En la actualidad se trata de
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Introduccién

sistemas bioartificiales de apoyo que utilizan hepatocitos vivos colocados dentro de un
biorreactor a través del cual la sangre del paciente es bombeada a un circuito extracorpéreo.
Los hepatocitos pueden ser xenégenos (porcinos) o humanos (células de hepatoblastoma bien
diferenciado).”” ' Por el momento parece que la indicacién beneficiarfa solo a los pacientes con

insuficiencia hepética crénica en fase aguda.”

ko ok ok ok ok ok sk ok ok
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1.3. Los Donantes a Corazon Parado

1.3.1. Definicion, Clasificacion y Marco Legal

Los Donantes a corazon parado (DCP) se definen como aquellos donantes que han

sufrido una parada cardiorrespiratoria irrecuperable, en los cuales el tiempo estimado de

isquemia caliente (IC), es decir, desde que se ha producido la parada cardiaca hasta el inicio de

la perfusion fria, es suficientemente reducido como para obtener 6rganos viables para el

trasplante. Segtin la clasificacién de Maastricht se dividen en cuatro categorfas.”

Categoria I: Ingreso cadaver a la llegada al hospital: Pacientes que son llevados al
hospital cuya muerte se ha diagnosticado fuera del mismo, sin realizacion de maniobras
de resucitacion.

Categoria I1: Reanimacion cardiopulmonar inefectiva: Pacientes en los que las
maniobras de resucitacién tras sufrir una parada cardiorrespiratoria resultan ineficaces.
Incluye la mayoria de los DCP en Espafia. Los tipos I y II se denominan “donantes no
controlados” (DCPNC) ya que la muerte ocutre de forma subita, fuera o dentro del
hospital, y el tiempo transcurrido desde la parada cardiaca se desconoce exactamente.
Categoria I1l: A la espera de la parada cardiaca: Pacientes con dafio cerebral
irreversible, sin criterios de muerte encefalica. Tras ser llevados a quiréfano, se
desconectan del soporte ventilatorio a la espera de que ocurra la parada cardiaca. Este
grupo plantea un importante problema ético ya que se decide la obtenciéon de los
organos antes del diagnéstico de muerte. Actualmente no estd aceptado en nuestro

entorno, pero es el grupo de DCP mayoritario en Holanda y EE UU.
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Para Kootstra esta categoria de donante permite la “donacion de DCP controlada” (DCPC)
lo cual significa que el tiempo de IC es muy corto y el higado, pancreas e incluso los
pulmones, pueden utilizarse para el trasplante.”

e Categoria IV: Durante el diagnéstico de muerte encefalica: Pacientes con
diagnostico de muerte encefalica que sufren una parada cardiaca durante el proceso
diagnostico de muerte encefalica o durante el tiempo de espera previo a la extraccion.
En general ello se precede de importante inestabilidad hemodinimica y es
relativamente previsible, por lo que también se incluyen en los DCPC. En Japén, a
pesar de tener legalizada la extraccion tras el diagnéstico de muerte encefélica, éstos

constituyen la fuente principal de donantes.

Los DCPNC constituirfan la mayor fuente de donantes potenciales, estimada en unos
5000/afio ® y los DCPC aportarfan unos 1000 injertos/afio para el trasplante.”

En Espafia, la legislaciéon sobre trasplantes entré en vigor en 1979 con la Ley de
Trasplantes.” Asf qued6 regulada la donacién en el donante vivo y en el cadaver al
contemplarse explicitamente la muerte encefalica. No obstante quedaba un vacio legal con el
uso de DCP. La utilizacién clinica habitual de este tipo de donantes ** dio paso a la adecuacién
legislativa respecto a los donantes en asistolia al elaborarse el Real Decreto 2070/1999, vigente
en la actualidad, en el que se recogié, ademas del diagnéstico de muerte encefélica adaptado a
las pruebas diagnosticas actuales, el de muerte por parada cardiorrespiratoria, asi como todas
las maniobras encaminadas al mantenimiento de la viabilidad y la preservacion de los 6rganos

extraidos de este tipo de donantes.”
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1.3.2. Situacion Actual de los Donantes a Corazon Parado

Los DCP fueron la tnica fuente de donantes cadaver en los afios sesenta, hasta la
definicién y aceptacion de los criterios de muerte encefalica publicados por el grupo de
Harvard en 1968.* Posteriormente, tras su abandono en favor de los DCL, volvieron a
considerarse como alternativa para incrementar las donaciones, aunque en pafses como Japon,
donde la muerte encefalica fue aceptada legalmente en 1999, los resultados a largo plazo de los
injertos procedentes de los DCP han sido satisfactorios.”

Los 6rganos que pueden ser funcionalmente suplidos por un sistema alternativo, como
ocurre con el rifién y la dialisis, permitieron asumir 6rganos procedentes de DCP, aunque
presentasen retardo en el inicio de la funcién o incluso disfuncién primaria. Ello hizo que el
uso de rifiones de DCP se extendiese consiguiendo incrementos de las donaciones entre dos y
cinco veces”' lo que, segin estimaciones de Kootstra, supondria hasta un 20% adicional si se
incluyesen rutinariamente en los programas de trasplante”” Los resultados clinicos muestran, en
general, mayor incidencia de funcién retardada del injerto” y de ausencia de funcién primaria,”
pero son equiparables a los obtenidos del DCL en cuanto a la funcién y la supervivencia del
injerto a largo plazo, tanto si se trata de DCPC™ ™ como DCPNC.” Sin embargo, se sigue
considerando al DCP como un donante sub6ptimo respecto al DCL, a pesar de que algunos
estudios experimentales en modelos murinos de trasplante renal y hepatico postulen que
fenémenos de rechazo agudo y crénico podrian hallarse en relacion con la cascada inflamatoria

inespecifica tiempo-dependiente desencadenada por la muerte encefalica™ ™™

y determinar un
nimero no despreciable de episodios de ausencia y retardo de la funcién primaria del injerto.

El uso de injertos hepaticos de DCP es mas controvertido ya que la IC adicional

incrementa el riesgo de fallo primario del injerto, principalmente a causa de la lesién por
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Isquemia-Reperfusion (IR), situacién que también se produce en los 6rganos de DCL y que
contribuye a la mortalidad global.”™ * La mayor sensibilidad de la vfa biliar a la IC respecto al
hepatocito compromete la viabilidad del injerto si ésta se extiende mas alla de 20 min *' y es
causa del incremento de la morbimortalidad en este tipo de donantes.”” Otras limitaciones
importantes se deben a la inexistencia tanto de pruebas diagnosticas precoces con valor
pronéstico sobre la viabilidad del injerto® como de sistemas suplentes de la funcién hepatica si
el injerto no es funcionante tras el trasplante. Finalmente, el uso de DCPC plantea el problema
ético del tiempo necesario de suspension entre la vida y la muerte. Existen varios protocolos
con diferentes tiempos de espera (entre los 2 min del protocolo de Pittsburg y los 10 min del
protocolo de Maastricht) desde la parada cardiaca hasta el inicio de la extraccion de los 6rganos
que se justifican para confirmar la irreversibilidad del presunto diagnéstico de muerte.”*

A pesar de todo lo anterior existen experiencias clinicas con el uso de injertos hepaticos
de DCP y la tendencia actual demuestra que con una adecuada seleccion de los donantes, los
receptores y la minimizacién de los factores de riesgo asociados a mal prondstico, los
resultados son progresivamente favorables y comparables en supervivencia a largo plazo a los
injertos de DCL.*»* La contribucién de los DCP al aumento de los trasplantes hepaticos
oscila entre un 1,2%" y un 10%,""* dependiendo de las series.

Los resultados de los estudios clinicos muestran notables diferencias segin se obtengan
de DCPNC o de DCPC, los cuales presentan resultados generalmente mas favorables.

El uso de 6rganos de DCPNC es controvertido cuando pertenecen a la categoria I de
Maastricht porque el tiempo de IC se desconoce. Los donantes tipo 11 de Maastricht permiten
descartar aquellos casos con un periodo excesivo de IC previo al inicio de las maniobras de
resucitacion. Casavilla presenté una serie con ocho injertos hepaticos obtenidos de DCPC y

seis injertos de DCPNC. Los higados de DCPC de la categoria III de Maastricht mostraron un
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100% de funcionalismo en la primera semana postrasplante y una supervivencia actuarial al
afio del paciente y del injerto del 50% para ambos. Los higados obtenidos de donantes de la
categoria II de Maastricht, con un tiempo medio de IC hasta el inicio de la perfusion fria de 37
min (DE de 29 min) funcionaron en un 50% a la primera semana postrasplante, aunque con
un valor mas elevado de ALT, y el 50% restante requirié postrasplante. La supervivencia
actuarial al afio del injerto y del receptor fue respectivamente del 67% y 17%.” Un trabajo
posterior de Otero present6 la experiencia con 20 trasplantes hepaticos obtenidos de DCPNC
de la categorfa II de Maastricht frente a 256 trasplantes realizados con higados procedentes de
DCL. Los injertos de los DCPNC estuvieron sometidos a un tiempo maximo de IC no
superior a 130 min. LLa supervivencia actuarial a los dos afios de seguimiento del paciente y del
injerto fue, respectivamente, del 80% y del 55%, mientras que en los trasplantes de DCL
ambas supervivencias coincidieron (73%). No hubo ningun caso de trombosis arterial y a pesar
de producirse complicaciones biliares mayores en 6 casos ninguno precisé retrasplante.”

Los estudios con DCPC estin realizados mayoritariamente con donantes de la
categorfa III de Maastricht. El grupo de Manzarbeitia mostr6é en un estudio retrospectivo los
resultados de ocho trasplantes hepaticos procedentes de DCPC (categoria III, tiempo medio
de IC 3-27 min e inicio de la perfusion fria 3-5 min) obteniendo una supervivencia del injerto y
del receptor mas alla del afo del 100%, sin (:ornplicaciones.87 El mismo grupo, en otro trabajo
posterior, estudié comparativamente las complicaciones y la tasa de supervivencia a los dos
afios de los trasplantes hepaticos realizados a expensas de DCPC (19 casos) y de DCL.
Obtuvieron un porcentaje de retrasplante de un 10,5% debido a la ausencia de funcién
primaria en un caso y otro por causa biliar. I.a supervivencia del paciente fue del 85,3% y se
hallaron complicaciones biliares y vasculares en un 15,6% y 10,5% respectivamente, sin

observar diferencias significativas respecto a los trasplantes con DCL.*
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En un estudio de disefio similar D’Alessandro valoré las complicaciones y la
supervivencia del receptor y del injerto en 19 trasplantes de higado obtenidos de DCPC
respecto a los resultados obtenidos en 364 injertos hepaticos de DCL. No hall6 diferencias
significativas ni en la supervivencia del receptor (80,9%) ni en las complicaciones biliares y
vasculares, pero si observé mayor incidencia de ausencia de funcién primaria (10,5% vs 1,3%)
y menor supervivencia del injerto (53,8% vs 80,8%).”

Actualmente existen trabajos como los de Muiesan que han utilizado los DCPC para
trasplantes hepaticos convencionales y para el trasplante pediatrico mediante la técnica de split
liver con unos resultados muy favorables. Una de las series estudio 32 trasplantes hepaticos (un
split liver) obtenidos de DCPC de hasta 65 afios de edad. Todos mostraron una correcta
funcion, exceptuando el caso procedente del 16bulo derecho del split liver y una supervivencia
del injerto y del paciente del 87% y 84% respectivamente, a los 15 meses de seguimiento.” El
estudio con una serie de siete nifios sometidos a trasplante hepatico con injertos segmentarios
de higados de DCPC (edad media del donante inferior a 40 afios, tiempo de IC inferior a 30
min y de isquemia fria de 7,3 horas) obtuvo una supervivencia del 100% a los 20 meses del
injerto y del receptor. Estos autores proponen este tipo de donantes para paliar el déficit ain
mas acusado de injertos hepaticos para los receptores infantiles.”

Sin embargo, el estudio de Abt que analiz6 retrospectivamente una serie de 15
trasplantes hepaticos de DCPC (IC: 20 £ 6 min) respecto a 221 receptores de DCL hall6 un
aumento significativo de la aparicién de complicaciones mayores biliares (DCPC: 33%, DCL:
9,5%) aunque no se hallaron diferencias en la supervivencia media actuarial del paciente y del
injerto a uno y tres afios en la tasa de rechazo y el incremento de aminotransferasas y
bilirrubina en los primeros 90 dias post-trasplante.”” El mismo autor realizé6 un estudio

posterior en el que sigui6 la cohorte de receptores (1993 hasta 2001) de injertos hepaticos
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(27.000) procedentes de DCL y de DCP (DCPC: 117 casos, DCPNC: 11 casos, 16 casos: no
especificado). La supervivencia del injerto en los DCP a los 60 dias postrasplante fue
significativamente mas corta que en los DCL, pero la supervivencia valorada a 1 y 3 afos fue
menor en los DCP, aunque no significativa. Al separar a los DCP entre DCPC y DCPNC
obtuvo una supervivencia del injerto similar y sélo los DCP no especificados presentaron
peores resultados a 1 y 3 afios.” Un reciente estudio retrospectivo que analizé los resultados de
10 trasplantes con injertos hepaticos procedentes de DCPNC (categoria II de Maastricht) y
tratados mediante RN mostré una adecuada funcién postrasplante en 8 casos, produciéndose
la pérdida de dos injertos a causa de ausencia de funcién primaria y de trombosis arterial.”

Los factores asociados a mayor riesgo de fallo primario del injerto incluyen el tiempo
de IF, el tiempo de IC y la edad. El trabajo de Abt hallé que el tiempo de IF fue el factor de
riesgo asociado a mayor incidencia de fallo primario del injerto durante los primeros 60 dias
post-trasplante. Los tiempos inferiores a 8 horas se asociaron a un 10,8% de fallo primario y
cada hora de incremento aument6 el riesgo un 17%, lo que supuso una incidencia de fallo
primario en injertos con mas de 8 horas de preservacion en frio del 30,4%, llegando hasta el
58,3% con preservaciones de mas de 12 horas.” Sin embargo, para otros autores un tiempo de
94,95

IF menor o igual a 10 horas se asociarfa a buen prondstico.

Con el tiempo de IC los resultados han sido variables y se propusieron mejores

95, 96, 88 86, 94

resultados con tiempos inferiores a 15 min, entre 15 y 30 min*> "y 45 min”" utilizando
técnicas de enfriamiento rapido y recirculacion normotérmica. La IC es responsable de la
lesién de la via biliar en la que se dan dos tipos de complicaciones: las de mayor incidencia son
las de tipo anastomotico, (11-40%) se deben a problemas de técnica quirdrgica y se localizan en

la unién de la colédoco-coledocostomia provocando fugas de liquido biliar.”™ * TLas

complicaciones de tipo estendtico se agrupan bajo la denominada colangiopatia isquémica, se
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asocian con mayor frecuencia a la IC” aunque también se asocian a deficiente aporte vascular,
trombosis arterial, IF prolongada, rechazo o infecciéon."” Su localizacién puede hallarse en la
unién anastomotica y a nivel intrahepatico, llegando a constituir hasta un 66% si los injertos
proceden de DCP.”

Sobre la edad del donante también aparecen discrepancias en cuanto al punto de corte.
Parece que edades inferiores se asociarfan a mejores resultados, as{ para Lee el factor mas
importante asociado a un pobre resultado del injerto fue la edad superior a 45 afios, sobre todo
afiadido a un mal estado preoperatorio del receptor.” En otro trabajo la edad limite asociada a
factor predictor precoz del fallo del injerto se situarfa por encima de los 60 afios.”
Contrariamente a esto, los autores que compararon la supervivencia del injerto respecto a la
edad en dos grupos de DCPC (edad inferior a 55 afios, 20 trasplantes y edad superior o igual a
55 afios, 5 trasplantes) hallaron que ésta fue superior en el grupo edad superior a 55 (80% vs
70%). Cabe destacar que el tiempo de IF fue corto en ambos grupos, pero ain menor en el
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grupo de mayor edad (5,4 h'y 7,3 h respectivamente).

1.3.3. Lesion por Isquemia-Preservacion-Reperfusion en el Injerto Hepatico

La lesion por isquemia se debe al desequilibtio entre el aporte y el consumo de
oxigeno. En los érganos destinados al trasplante se producen distintas noxas asociadas al tipo
de donante y al procedimiento en si. La situacion mas favorable es la del donante vivo, al
minimizarse el tiempo de la IF. La situacién intermedia se da en el 6rgano del DCL, con un
periodo de IF (isquemia e hipotermia) durante la preservacion y otro breve, de IC, debido al
lavado con suero caliente para la eliminacion de detritus y solucion preservadora. La situacion

mas desfavorable es la del 6rgano de DCP con una lesién debida a la IC que aparece a causa de
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la parada cardiaca. En todos los casos existe una lesion final debida a la reperfusion del injerto
con sangre caliente oxigenada.

La preservacion clasica de los o6rganos destinados al trasplante se basa en la
combinacion de dos estrategias para combatir la lesion por isquemia: mediante la hipotermia se
reduciria de forma considerable el metabolismo basal, la actividad de los sistemas enzimaticos
celulares y el consumo de ATP y oxigeno y con la utilizacion de soluciones preservadoras se
permitirfa el aporte de sustratos para el mantenimiento de la homeostasis celular.

La hipotermia propotciona proteccién en situacion de isquemia al disminuir el
metabolismo celular entre 1,5 y 2 veces por cada 10°C de descenso de la temperatura, aunque

102

se produzca una actividad metabolica considerable incluso a 1°C.”™ En la practica clinica, el

enfriamiento del higado desde 37°C a 4°C permitiria extender entre 12 y 13 horas el tiempo de
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preservacion. ~ No obstante, la hipotermia es capaz de provocar lesion “per €7, aunque se

produzca un aporte adecuado de oxigeno, mediante edema o muerte celular, tanto en cultivos

" como de células endoteliales.'” El edema se produciria por la

celulares de hepatocitos,
inactivacion de la homeostasis de los iones intracelulares alterando el equilibrio electroquimico
de la membrana celular y mitocondrial.'” Ta muerte celular se debria a apoptosis en
hepatocitos y células endoteliales, de forma temprana durante la fase de reperfusion, y a
necrosis en hepatocitos, en una fase mas tardia post-reperfusion. El grado de apoptosis en
ambas lineas celulares serfa tiempo-dependiente y parece que el mecanismo lesional se asociatia

107

a la formacion de radicales libres, mostrando un efecto protector la hipoxia, el AMPc™ y el

uso de antioxidantes y quelantes de los iones. En las células endoteliales los iones intracelulares
causarfan la lesién, mientras que en los hepatocitos esta asociacion setfa tan solo parcial.”

La lesién asociada a los radicales libres de oxigeno (RLO) estarfa mediada por el

denominado “pool intracelular de iones redox-activos quelables”, formado por iones no-heme y no-
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ferritina. Estos son quelables por compuestos de bajo peso molecular como el ATP, fosfato,
citrato e incluso proteinas o lipidos y catalizan la formacién de radicales hidroxilo (OH)
altamente reactivos. Durante la hipotermia la produccion de peréxido de hidrégeno (H,0,) y
de anién superdxido (O,) esta disminuida, pero se ha constatado un incremento muy marcado
del pool redox-activo que, mediante la produccién de radical hidroxilo, explicatia la apoptosis por
RLO asociada a la hipotermia.'”

En el higado la combinacién de Aipotermia e hipoxia afectaria sobtre todo a las
células no parenquimatosas (endotelio sinusoidal, macréfagos residentes o células de Kupffer,

células del epitelio biliar y los pericitos perivasculares o células de Ito),""

aunque los
hepatocitos también se verfan afectados. Las células endoteliales mostrarfan inicialmente
retraccion y aumento de tamafio de las fenestraciones de la linea endotelial, haciendo que las
prolongaciones que contactan con las microvellosidades del hepatocito fueran adelgazando
hasta romperse, descamandose hacia la luz sinusoidal, aunque la muerte celular se produciria
con posterioridad.'"!

El mecanismo y la gravedad de la lesién sinusoidal y parenquimatosa parecen ser
tiempo-dependientes, como demuestran diversos estudios experimentales con modelos de
injertos hepaticos murinos preservados a 4°C.""” '™ ' Existirfan diversos mecanismos
lesionales como la pérdida de la homeostasis de los iones, objetivable por el edema que aparece
en las células endoteliales, el cual es reversible si el periodo de IF no supera las 4 horas.
Cuando finalmente se produce la muerte celular ésta puede deberse a un mecanismo de
apoptosis, predominante en las células endoteliales, incluso con periodos tan cortos como 1
hora. El otro mecanismo se deberfa a necrosis, apareceria tanto en las células endoteliales

como en los hepatocitos y se asociarfa a periodos mas largos de IF, estimandose 16 horas para

las células endoteliales y de 24 a 48 horas para los hepatocitos. También se ha observado otro
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tipo de muerte celular activa denominada muerte celular autofagico-lisosomial que en condiciones
normales constituye un sistema proteolitico implicado en el recambio de proteinas y organelas
celulares y que parece inducirse no solo por un periodo prolongado de IF, sino por la fase
temprana de la reperfusion. Los hepatocitos afectados por este proceso presentan numerosas
vacuolas lisosomiales y, tras sufrir degeneracion, son fagocitados por las células de Kupffer en
la fase tardia de la reperfusion.'”” El efecto combinado de disfuncién de la célula endotelial y de
la microcirculacién puede acabar alterando la funcién del hepatocito.''

Las soluciones preservadoras, destinadas a contrarrestar los efectos nocivos de la
isquemia y la hipotermia, muestran una efectividad limitada respecto al tiempo de preservacion.
La aparicién de la solucién de la Universidad de Wisconsin®'"” (UW) mejoré la preservacion
hepitica respecto a la solucién de Collins, al permitir incrementar el tiempo de preservacion de
forma segura entre 12 y 24 horas."”> " """ A pesar de ello, tras 12 horas de preservacion
aumenta la incidencia de complicaciones biliares,” empeora la funcionalidad del injerto y
desciende la supervivencia.” La efectividad de la preservacién en frio con UW durante
periodos tan largos como 24 horas es mucho mayor para el hepatocito que para la célula
endotelial hepatica,"”' pero parece que la gran ventaja radicarfa en la capacidad de contrarrestar
la lesion endotelial con mayor eficacia que otras soluciones de menor viscosidad como Celsior
o HTK (Histidina-Triptéfano-Cetoglutarato).'”

En el higado la lesion producida por la fsquemia caliente afecta predominantemente
al hepatocito aunque las células endoteliales también se afecten. En situacién de IC se produce
un aumento del estrés oxidativo,'” gran disfuncién mitocondrial® y la alteracién del
citoesqueleto.” Ta gravedad de la lesion serfa tiempo-dependiente y estarfa relacionada
estrechamente con el tiempo de IF posterior como demuestran diversos estudios

experimentales con diferentes modelos animales.
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Entre los estudios con un modelo porcino Schon observé buena tolerancia del hepatocito a
periodos de IC de hasta 60 min con una buena funcién posterior.'” Takada estudié periodos
de IC entre 0 y 90 min y un periodo de IF de 4 horas en soluciéon de Euro-Collins y hallé
como tiempo limite para la supervivencia los 60 min de IC, ya que todos los animales
sometidos a 90 min fallecieron antes de los 4 dfas. Asi mismo todos los animales supervivientes
mostraron una completa recuperacion de la carga energética y del ATP una hora después de la
reperfusion a diferencia de los no supervivientes.'*

Para Monbaliu perfiodos de IC de 0, 15, 30, 45 y 60 min y 4 horas de preservacion en
HTK dieron un periodo maximo aceptable de IC de 15 min compatible con una correcta
funcién postrasplante. Los higados sometidos a 30 y 45 min de IC presentaron ocasionalmente
buena funcién y supervivencia y ninguno de los higados sometidos a 60 min de IC sobrevivié a
causa de ausencia de funcién primaria.'”’

Qing evalu6 el efecto de 10, 20 y 30 min de IC y su relacién con el tiempo maximo de
IF en UW. Para ello asigné al grupo de 10 min de IC los periodos de IF mas prolongados (20,
24 y 28 horas), al grupo de 20 min de IC periodos de IF intermedios (12, 16 y 20 horas) y al
grupo de 30 min de IC los periodos de IF mas cortos (6, 10 y 14 horas). Obtuvo
supervivencias del 100% a los 7 dias post-trasplante en todos los grupos de IC cuando el
tiempo de IF fue el menor de todos los asignados, es decir, con 10, 20 y 30 min de IC los
tiempos maximos de preservacién fueron de 20, 12 y 6 horas respectivamente.'™

El grupo del Hospital Clinic evalué la lesion hepatocitaria, endotelial, el estado
energético celular, la histologia hepatica y la supervivencia utilizando periodos de I1C de 20, 30
y 40 min en el que intercalé un periodo de recirculacion normotérmica de 30 min antes del
enfriamiento corporal total. Concluyeron que la supervivencia, el dafio histolégico y la lesion

de la via biliar fueron inversamente proporcionales al periodo de IC cuando se utilizé la
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recirculacion normotérmica (100%, 70% y 50% respectivamente) y nula ain con periodos de
IC de 20 min cuando no se asoci6 recirculacion normotérmica.” '*> 2% 12"

Los estudios con modelo experimental murino también mostraron resultados dispates. He y
colaboradores evaluaron la supervivencia a la semana, al mes y a los 3 meses, los cambios
histologicos, de ultraestructura celular, de microcirculacion, funcién hepatocitaria, sinusoidal,
metabolismo energético y morbilidad post-trasplante hepatico con periodos de IC de 0, 10, 15,
20, 30, 45 y 60 min. Hallaron que la lesion hepatica fue reversible con tiempos inferiores a 30
min de IC respecto a todas las variables estudiadas. Con 45 min de IC se produjo una
alteracion importante de la microcirculacién y éste se consideré como el tiempo maximo
tolerable. Con 60 min de IC, tanto la funcionalidad como los dafios estructurales fueron
irreversibles y la supervivencia de los receptores a la semana solo fue del 8,3% y nula al mes.'”

El trabajo de Richter utiliz6 periodos de IC de 30 y 60 min respectivamente y observo
la perfusion microvascular por fluorescencia para valorar un sistema de perfusion por gravedad
arterial respecto a un sistema dual (arterial y venoso-portal) concluyendo que el tiempo
maximo de IC en el que se pudo obtener el 100% de la perfusion acinar fue de 30 min. Los
higados sometidos a 60 min de IC mostraron al menos un déficit del 50% de la perfusion
acinar y sinusoidal."”’

El mecanismo de la /esion celular por isquemia se debe a la transformacion del
metabolismo aerobio en anaerobio aunque, en la IF, se produce el incremento en la glucdlisis"™*
y una gran reduccion de la fosforilacién oxidativa y de la produccion de ATP.

El descenso de la pO, se seguirfa de un descenso en la concentraciéon de ATP. Ambos
fenémenos alterarfan la respiraciéon mitocondrial, mediada por la ATP-asa mitocondrial, e

. ., . ., . . . . . . 2
inducirfan la liberaciéon del Ca** mitocondrial al citosol produciendo un primer pico de Ca *

intracitoplasmatico asi como la alteracién de la bomba Na'/K'-dependiente.'” ' El segundo
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incremento se deberfa a la entrada pasiva de Ca®>* por aumento de Na' intracitoplasmatico
haciendo que el sistema de transporte activo de Na*/Ca’*-ATP-dependiente actuase de forma

12 (proteasas Ca’*-

inversa. BEste aumento del Ca®" activarfa diversos sistemas enziméticos
dependientes, que favorecetia la aparicion de radicales libres, taspasa que induciria la apoptosis
celular, fosfolipasa A, que generaria eicosanoides y PAF (factor activador plaquetar) que alteraria
la cadena de transporte de electrones, la actividad de las ATP-asas y de las translocasas). Por este
mecanismo la Xantina-deshidrogenasa que cataboliza el paso de hipoxantina a xantina y é4cido
urico, se transformaria en Xantina-0xidasa, la cual en presencia del oxigeno aportado durante la
reperfusion, liberarfa anién superéxido contribuyendo al dafio celular.'™

La alteracién de la bomba Na'/K" ATP-dependiente, localizada en la membrana
plasmatica, provocaria el aumento del Na" intracelular, por entrada pasiva y por activacion del
intercambio Na'/H", para contrarrestar la acidosis. El Na' arrastraria H,0 y ademaés se
produciria la salida pasiva de K’ para mantener el equilibrio electroquimico del espacio
extracelular, causando edema intracelular. " Ademas, descenderfa el pH intracelular por el
incremento del lactato y por la salida de protones desde las vesiculas intracelulares ricas en
hidrogeniones (H")."® Ello estimularia la activacién del sistema Na'/H' favoreciendo el
aumento del Na' intracitoplasmitico. La acidosis intracelular constituitfa un mecanismo
protector de adaptacién frente a la hipoxia. En los hepatocitos retrasaria la muerte celular' y
en las células endoteliales sinusoidales inhibirfa la oxidacion del NADPH, retrasando la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial y la muerte celular.'™” "' También apareceria un
decremento en la disponibilidad de los precursores de ATP (ADP y AMP), a consecuencia del
catabolismo aumentado del AMP en oxipurinas (adenosina, inosina, hipoxantina), las cuales
serfan permeables a la membrana celular lo que provocarfa la deplecién del AMP celular.'*

Figura 1.
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Figura 1. Esquema de la lesién por isquemia. RL.O2: Radicales libres de oxigeno.
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En el higado, la /esion por reperfusion se caracteriza por ser un fendémeno
inflamatorio de predominio no parenquimatoso (células endoteliales y de Kupffer) que se
desarrolla en dos fases. La fase precoz comprende desde el inicio de la reperfusion hasta la
tercera o cuarta hora posterior. El evento principal serfa la activacién de las células de Kupffer
lo que provocaria la produccion de RLO,'” la activaciéon del complemento'* y el
reclutamiento y activacion de linfocitos residentes. En la fase tardia (6-24 horas), las células de
Kupffer activadas producirfan citoquinas proinflamatorias como el TNFu, interleuquinas (IL-1
e IL-6), quimioquinas, mediadores vasoactivos como el 6xido nitrico (NO) o las endotelinas,
las moléculas de adhesién'® y el complemento activado que favorecerfan la adhesion y

- [§ ., . .
M61499° 7 2 adhesién leucocitaria

posterior infiltraciéon de polimorfonucleares neutréfilos (PMN).
precisaria, ademas, de la expresion de receptores en la membrana endotelial. Estos receptores,
denominados moléculas de adhesion, estain constituidos por las ICAM-1 o moléculas de
adhesion intercelular, las VCAM-1 o moléculas de adhesion vascular y la P-Selectina y L-
Selectina, que son una de las principales sefales de adhesién leucocitaria.”™” ' La sintesis de
estas moléculas estda inducida por citoquinas (INF o factor de necrosis tumoral, IL-1) y
eicosanoides (leucotrienos B, y C,)."”* El esquema se muestra en la Figura 2.

La activacion y adhesion de las plaquetas se produce por la expresion de P-Selectina en
la membrana plasmatica de la plaqueta y se asociarfa a la reduccién del flujo sanguineo. Esta
proteina de membrana de los a-granulos plaquetarios se distribuye hacia la membrana
plasmatica durante la activacién y la desgranulacién plaquetaria. La P-selectina favorece la

agregacion leucocitaria y plaquetaria existiendo correlacién entre el grado de adherencia y la

intensidad de la lesién por preservacion.'”
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Figura 2. Esquema que representa la lesion por reperfusion. TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa,

IL: Interleukinas, CO: mondéxido de carbono, NO: éxido nitrico, RLOz2: radicales libres de oxigeno

45



Introduccién

Los leucocitos, una vez adheridos al endotelio vascular, emigran y se agregan alrededor
de las células endoteliales o bien, atraviesan la barrera endotelial hacia el espacio extravascular.
Tras ser activados producen lesion mediante diferentes mecanismos bien establecidos. Uno de

4

ellos es por la liberaciéon de gran cantidad de enzimas proteoliticos™™ como la colagenasa, la

elastasa y la gelatinasa que actiian a largo plazo dafiando la microcirculacion y provocando el

: . : 147
acumulo intraluminal de detritus celulares.

El otro mecanismo se debe a la produccion de
RLO que actian directamente como citoquinas sobre los hepatocitos y son responsables del
dano endotelial precoz. Se origina por el ataque precoz del radical hidroxilo (OH) a los dobles
enlaces de las colas hidrofébicas de los acidos grasos poliinsaturados de las membranas,

provocando su lipoperoxidacién.'”

La alteracion de la permeabilidad de la membrana causa
edema intracelular y lisis que, junto a la lesién de las proteinas, contribuye a la necrosis tisular.
Ademas se produce muerte celular por apoptosis en las células endoteliales por un efecto
sinérgico entre plaquetas y leucocitos, adheridos a los endotelios sinusoidales y activados
inicialmente por las células de Kupffer."

Existen, ademas, otras dos fuentes productoras de RLO. Una de ellas se da en el
intetior de la mitocondria hepética y la otra la ejerce el enzima Xantina-oxidasa (XO), el cual
genera radical superoxido (O,) y perdxido de hidrégeno (H,O,) durante la oxidacion de la
hipoxantina’ (Figura 3). Ambos favorecen el reclutamiento y la adhesién de los PMN al
endotelio y el aumento del Ca* intracelular, responsable de la activaciéon de la fosfolipasa A,

hidrolizando los fosfolipidos de membrana y generando eicosanoides (TxA,, PGI,), de accion

vasoconstrictora, y el PAF que activa también a los PMN."
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Figura 3. Esquema del proceso de generacion de radicales libres en condiciones de isquemia por la

accion del enzima xantinoxidasa, con el dafio de la membrana celular por lipoperoxidacion.
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Los RLO derivados de las células de Kupffer podrian activar factores de trascripcion
redox-sensibles, tales como el NF-kB (factor nuclear-kB) y el activador-proteina 1 (AP-1) en
las células endoteliales y hepatocitos, activando genes proinflamatorios y afiadiéndose al dafio
existente.”” El NF-kB regularfa la expresion de algunos genes implicados en la fase temprana
de la inflamacién y podria tener una doble funcién, bien protectora, al promover la
regeneracion hepatica y evitar la apoptosis, o lesiva, contribuyendo a la respuesta inflamatoria
por IR. Parece que un periodo prolongado de IF se relacionaria con una expresiéon aumentada
de TNF-a, citokinas neutréfilo-dependientes e ICAM-1 mediadas por el NF-kB,
contribuyendo a la infiltracién leucocitaria post-reperfusion.'”

El efecto neto de la lesién por reperfusion es la afectacion de la microcirculacion,
con una reduccion del diametro sinusoidal. El efecto mecanico se debe al estrechamiento de la
luz sinusoidal. Ello es a causa de la edematizacion de las células endoteliales, al ensanchamiento
del espacio de Disse por la disminucién de la presién oncética intersticial, al acumulo
intraluminal de eritrocitos y células endoteliales descamadas y a la infiltracion sinusoidal de
PMN vy de eritrocitos por disrupcion de la integridad sinusoidal. Ello conduce a la compresion
de los capilares provocando fenémenos de non-reflow o de falta de revascularizacion tras la

103, 16

e 1 , , . ., [
reperfusion. Ademas se produce un fenémeno de vasoconstriccién por el predominio en

la producciéon de endotelinas, de acciéon vasoconstrictora, respecto al NO, de accién
vasodilatadora. Las endotelinas se liberan por las células endoteliales sinusoidales, las células de
Kupffer y los pericitos en respuesta a estimulos como la hipoxia, RLO, citokinas inflamatorias

2

y lipopolisacaridos bacterianos.'” La reperfusién puede interrumpirse a causa de la

vasoconstriccion causando el fracaso postisquémico secundario de la revascularizaciéon o reflow

paradox. '*’
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Los mondxidos gaseosos como el NO o el CO (monéxido de carbono) regularfan el
flujo hepatico, principalmente en situacién de estrés. E1 CO es producido en el higado por la
accion del enzima heme-oxigenasa. De éste existen dos isoformas, la heme-oxigenasa-1 o forma
inducible por una gran variedad de estimulos como la liberaciéon de citoquinas o la IR, y la
heme-oxigenasa-2 o forma constitutiva, presente fisiologicamente en el higado y la de mayor
actividad. El CO generado en el higado podria alcanzar los sinusoides e inducir relajacion de
las células de Ito y, por tanto, del tono sinusoidal, preservando o agravando la integridad
microvascular hepitica.'” Ambos fenémenos vendrian mediados, al menos en parte, por la
liberacién de RLO y conducirfan a hipoxia hepatocitaria y necrosis, causando tanto la

disfuncién como la ausencia de funcién primaria del injerto.l(’b

k ok ok ok ok ok ok sk ok ok
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1.3.4. Sistemas Defensivos Frente a la I1squemia-Preservacion-Reperfusion

1.3.4.1. Sistemas fisiologicos

Se deberfan a la activacion de sistemas enzimaticos que degradan productos nocivos
como los RLO, la sintesis de moléculas con acciones vasodilatadora, anti-adhesion y anti-
activacion leucocitaria, inhibidoras de apoptosis como las “sefiales de supervivencia”, el enzima
heme-oxigenasa o el precondicionamiento isquémico.

De entre los enzimas implicados en la degradacion de los RLO destacan la superoxido-
dismutasa, la catalasa y la glutation-peroxidasa, todos ellos sintetizados a nivel de las células
endoteliales.'”

La sintesis de moléculas activada por condiciones de estrés incluye numerosas
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sustancias con diferentes acciones. Los eicosanoides (PGL, E,, E,)®

disminuyen la agregacion
y la activacion leucocitaria y tienen acciéon vasodilatadora mejorando la hipoxia durante la IF.
El NO es un radical libre con una vida media de sélo unos segundos que se sintetiza en las
células endoteliales vasculares a partir del aminoicido L-Arginina mediante la enzima 0Xido

nitrico sintetasa.'*®

Tiene efecto secuestrador del radical superdxido, es vasodilatador e inhibe la
la agregacién plaquetar asi como la adhesién leucocitaria'® al disminuir la expresion de las
moléculas de adhesion.'™ """ En el higado, el NO parece tener efecto protector sobre la lesién

: : : ‘s 172-174
microvascular causada por la isquemia-reperfusion (IR).

Las denominadas “sefiales de supervivencia” incluirian la liberacion de TNFa
(factor de necrosis tumoral), cuya accién vehiculizarfa la apoptosis mediada por taspasas ademas

1 175

de inducir la activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP- Los genes regulados

por dichos factores codifican productos necesarios para la supervivencia celular como
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proteinas antiapoptéticas (Bel-2) y enzimas protectores como  la oxidonitricosintetasa inducible o la
superoxido dismutasa. Ia liberacion de las interleukinas I1.-1 o IL.-6 mediante la induccion de la
sintesis de protefnas de fase aguda en los hepatocitos también se considerarfa una sefial de

. . 17
supervivencia.'”

El precondicionamiento isquémico (PI) permitiria inducir cierta tolerancia a una
noxa, generalmente isquémica, mediante la exposicién repetida a breves periodos de la misma.

Fue descrito inicialmente por Noble'”’

y mas tarde se utilizé6 para designar la proteccion
endégena del miocardio frente a la isquemia prolongada cuando previamente se habfan
producido oclusiones temporales y breves de las arterias coronarias, con un efecto de
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disminucion del area de necrosis isquémica.

Diversos estudios experimentales, basindose en la conocida tolerancia del higado a la
IC, han demostrado que periodos repetidos de isquemia seguidos de reperfusion inducen sobre
éste un efecto citoprotector.'”” '™ Recientemente se ha publicado un ensayo clinico prospectivo
con higados procedentes de DCP a los que se les realizé un clampaje del hilio durante 10 min,
inmediatamente antes de la extracciéon del 6rgano. Se observéd que, aunque los marcadores de
dafio hepatico incrementaron significativamente respecto al grupo control (sin PI), el grado de
apoptosis fue significativamente inferior al grupo con PI. Aunque, de forma no significativa,
los higados tratados con PI mostraron mayor incidencia de fallo primario del injerto."

Parece que el nimero de episodios de oclusion parcial y su duracion determinarfan la
eficacia del mecanismo protector del PI en relacién a la duracion del periodo de isquemia total.
Las ratas sometidas a periodos de 5 a 10 min de oclusiéon parcial no presentaron proteccion
frente a 60 min de oclusion total, pero el efecto protector si se manifesté cuando la oclusion

179

total descendié a 40 min.” Mientras que para las ratas sometidas a 1, 2 y 3 periodos de

oclusion parcial de 5 min, seguidos de reperfusion de 10 min e isquemia total de 60 min, las
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ventajas en términos de funcién hepatica (LDH y ALAT) se obtuvieron significativamente en
el grupo del episodio unico de oclusion parcial y desaparecieron al someterlas a tres episodios
de oclusién parcial.'™ En una linea similar estran los resultados de un estudio que concluyé
que fue mds beneficioso un periodo unico de oclusiéon parcial de 10 o 15 min que varios
periodos de 2 0 5 min cuando se produjo una isquemia total de 90 min.'”

El PI presentarfa en el higado dos fases de proteccion. La fase temprana irfa desde los
ptimeros minutos de reperfusion hasta las 2 a 3 horas posteriores.'™ La fase tardfa, descrita
claramente en el corazén y no bien estudiada en el higado, se harfa evidente a las 12-24 h y
persistirfa durante 2 a 3 dfas.'"™

Los mecanismos moleculares de hepatoproteccion por PI, al igual que en el miocardio,
no son bien conocidos. La isquemia induciria varios tipos de respuesta como la preservacion

" 0 la liberacién de

del ATP intracelular por la activacién de una kinasa AMP-dependiente'
adenosina por las células endoteliales hepéticas, actuando como iniciadora del efecto. Esta se
unirfa a los receptores A,, estimulando la sintesis de NO,'™ de efecto vasodilatador, que a su
vez retroalimentarfa la liberacién de adenosina,'™ de accién vasodilatadora, y de endotelina de
accién vasoconstrictora.'®” %

Otro mecanismo asociado a hepatoproteccion por PI parece depender de la induccion

del enzima heme-oxigenasa (HO). Dicho enzima se halla en el higado como forma constitutiva
(HO-2). Acttia sobre la unién del hierro con la protoporfirina IX (grupo heme) liberando
biliverdina IXo (que actia como antioxidante), hierro divalente (Fe’), CO (de accién
vasodilatadora) y el grupo heme (de accién prooxidante).”™ En condiciones de estrés
(oxidativo, térmico, metales pesados, endotoxemia o hipoxia) se inducirfa la isoforma HO-1,
también conocida como proteina de shock térmico 32 (hsp 32)."” Dicha isoforma tendtia un papel

protector sobre el hepatocito y la célula endotelial hepatica, incrementando la resistencia a la
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muerte por apoptosis mediada por TNFa, y a la muerte por necrosis inducida por PMN
activados, segin se ha visto en un estudio con un modelo en higado de rata sometido a
endotoxemia.”’ También presentarfa un papel protector contra la lesién por IR. La HO-1 se
expresarfa en los hepatocitos pericentrales que constituyen el area de riesgo durante la lesion
por IR. La sefial extracelular iniciadora de su accién setfa por estimulo de receptores P1-
adrenérgicos. Los mediadores intracelulares como el AMPc precisarfan de la participacion de la
protein-kinasa A (PKA) y ademas parece que también se produce la unién a los factores de
trascripcién nucleares NF-kB y AP-1."7%"*"? La induccién de la HO-1 en un modelo de PI en
higado de ratas se habrfa mostrado beneficiosa al disminuir la lesién hepatocelular.”” Asi
mismo, en un modelo experimental de estrés hemorragico en higado de rata, la HO-1 estaria
implicada en la regulacién del tono vascular hepatico al actuar sobre el didmetro sinusoidal
mediante accién directa sobre los pericitos de los sinusoides hepaticos.'*

Por otro lado, la recirculacién normotérmica (RN) (ver apartado 1.4.4.)) habria
demostrado su capacidad en la recuperaciéon de rifiones e higados de DCP, a nivel
experimental y clinico, al revertir la lesion por IC. El mecanismo atribuido se bastia en el
restablecimiento de los procesos metabdlicos de obtencion de energfa mediante el incremento
de la concentracién de nucleétidos de adenina y de glutation reducido.””""Estudios
posteriores han sugerido que el mecanismo hepatoprotector podria vincularse al PI ya que la
RN conseguirfa aumentar los niveles de adenosina y disminuir la xantina tisular hepatica.'”
Posteriormente se puso de manifiesto que el mecanismo de accién de la RN se producia
mediante el estimulo de los receptores A, por la adenosina y la sintesis de NO. La

vasodilatacion del lecho vascular hepatico mejoraria la perfusion tisular y disminuirfa la lesion

histolégica endotelial y hepatocelular.'”
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1.3.4.2. Utilizacion de sustancias citoprotectoras

A nivel experimental se han utilizado diversas sustancias citoprotectoras afiadidas en las
diferentes fases de la obtencién de higados de DCP para contrarrestar los efectos nocivos
asociados a la IR.

En la fase del donante se han ensayado numerosas sustancias con distintos modelos
animales. En higado de ratas se ha utilizado fentolamina™’ que mejoré la perfusion sinusoidal
disminuyendo la lesién celular. También se ha constatado un aumento de la supervivencia en
ratas por la adicién de pentoxifilina, debido a su accién sobre el descenso de TNF-o.””! En
cerdos, la utilizacién de milrinona (inhibidor de la fosfodiesterasa) y dos sustancias con capacidad
para eliminar las células de Kupffer como mesilato de nafamostato mejoraron la supervivencia
postrasplante.”’” ** También se ha evaluado la adicién de SAMe, de accién antioxidante al
elevar el glutation intracelular, la L-arginina, con efecto vasodilatador al ser un precursor del
NO,™™ ** y la glicina, con accién estabilizadora de la membrana celular y atenuadora de la

activacion de las células de Kupffer.”

Durante la RN, la adicién de SAMe y L-arginina se
asociatia 2 menor lesién parenquimatosa, endotelial y biliar asf como a mayor supervivencia,””
" mientras que el uso de glicina se conseguiria un aumento de la supervivencia y una menor
lesién por reperfusion.”!

Durante la fase del receptor hallamos estudios experimentales que utilizaron
sustancias que se han asociado a supervivencia aumentada tales como los lazaroides,””
(inhibidores de la lipoperoxidacién) el OP-2507,"" (andlogo de la prostaciclina, de accién

vasodilatadora e inhibidora de la adhesiéon leucocitaria y plaquetar), los analogos de la

prostaglandina 1,”"* (de accién vasodilatadora y estabilizadora de membrana), el tacrolimus o
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FK-506 (reduce la liberacién de TNFa) y los antagonistas del PAF*"” que disminuyen la
quimiotaxis y la infiltracion leucocitaria.

Durante la fase de preservacion se ha aadido glucagén que aumentatria la sefial por
AMPc enddgeno, y los antagonistas del receptor de la Adenosina A,. Ambos fueron capaces de
disminuir la lesién celular en modelos eX Vivo con higado de ratas™’. Los antagonistas de la
endotelina (TAK-044) asociados con antagonistas del PAF aumentaron la supervivencia en
cerdos.””

Las catecolaminas serfan otra de las alternativas citoprotectoras, dada la diversidad de
sus funciones y mecanismos de accioén. Los agentes inotropos actdan a través de receptores
dopaminérgicos, de los cuales se conocen cinco subtipos agrupados en dos categorfas, DA-1 y
DA-2. Los DA-1 comprenden los receptores DA-1 y DA-5. Actian a través del estimulo de la
adenil-ciclasa, la cual incrementa la actividad de la protein-quinasa C (PKC). Se distribuyen
principalmente en las arterias coronarias, cerebrales, mesentéricas, gastricas y hepaticas, asi
como en los tubulos corticales renales. Los receptores DA-2 comprenden a los DA-2, DA-3 y
DA-4 y actdan inhibiendo la adenil-ciclasa que a su vez provoca la inhibicién de la liberacion de
norepinefrina de las terminaciones nerviosas postganglionares simpaticas. Se localizan
principalmente en los glomérulos y las arterias renales y favorecen la secrecion de prolactina,
inhiben la sintesis de aldosterona e inhiben la secrecién de renina.”*®

Sustancias como la dopamina o la dobutamina (DBT) se han utilizado ampliamente en
el tratamiento del shock séptico para mejorar el deterioro de la perfusién esplacnica por
hipovolemia. En esta situacion se produce una redistribucion del flujo sanguineo dejando una
perfusion precaria en el territorio intestinal y hepatico. Esto se asocia a fenémenos de IR y a
causa de la isquemia relativa se provocarfa la disrupcion de la barrera intestinal seguida de
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traslocacion bacteriana.
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Diversos estudios experimentales sobre el efecto de la DBT en el flujo esplacnico han
demostrado que en situacién de gasto cardiaco adecuado la DBT, a dosis de 5-10 pg/kg/min,
incrementa los flujos de vena porta y de arteria hepatica, aunque a dosis de 15 ug/kg/min
disminuye el flujo arterial hepatico e incrementa el flujo hepatico total, sin que el cociente
respecto al gasto cardiaco varfe.”” En situacién de bajo gasto cardiaco sin relacién con
endotoxemia se produce un descenso del flujo hepitico, intestinal y renal y se mantiene la
respuesta tampdn de la arteria hepatica. La DBT a dosis de 5 ng/kg/min es capaz de
incrementar el flujo intestinal pero no modifica el flujo de la arteria hepatica o renal.””'
Tampoco produce cambios en el aporte de oxigeno hepatico ni en el cociente de extracciéon de
oxigeno, mientras que a dosis entre 10 y 15 ng/kg/min es capaz de incrementar el aporte de
oxigeno, sin aumentar la captacion hepatica, y disminuir el cociente de extraccion hepatica de
oxigeno.”>

Los estudios experimentales sobre la accion de la DBT en el territorio esplacnico con
modelos de shock séptico han mostrado que en petros, el tratamiento con 5 o 10 ng/kg/min
de DBT incrementé el indice cardiaco, el flujo portal, el flujo arterial hepitico, el aporte y el
consumo de oxigeno hepatico, la saturacién venosa hepatica y el consumo de lactato de forma
mantenida y dosis-independiente respecto al tratamiento con reposicion de volumen.” En un
trabajo con ratas la administracion de DBT a 3 pg/kg/min permitié el incremento del gasto
cardiaco y el mantenimiento del flujo portal y sinusoidal en valores basales. En cambio, los
animales con endotoxemia no tratados presentaron descensos significativos del flujo portal y

sinusoidal. *>#° En los estudios clinicos de shock séptico el uso de DBT también ha mostrado

227,228 9
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un efecto beneficioso sobre el incremento del flujo y la oxigenacién esplacnica.

Las catecolaminas parecen hallarse implicadas en la proteccion contra la lesion por IR

3

. . - . 230 ,
mediante un mecanismo de precondicionamiento = que estarfa regulado, entre otros, por una
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sefial de transduccién B-adrenérgica. Se habia sugerido que una de las vias de proteccion del PI
consistirfa en atenuar el incremento del AMPc durante la isquemia sostenida. También se habia
observado que en episodios de isquemia seguidos de reperfusion se producfan incrementos
ciclicos en la concentracion intracelular de AMPc. El disefio de un estudio en miocardio de
ratas permitié valorar la contribucién de la sefial B-adrenérgica como via de transduccion del
PI. La isquemia mantenida fue capaz de inducir la liberaciéon de catecolaminas como la
norepinefrina al espacio extracelular, la cual al fijarse a los receptores B-adrenérgicos celulares
indujo la producciéon de AMPc via protein-quinasa A (PKA). El AMPc provocaria una

retroalimentacion negativa en la seflal de transduccién [-adrenérgica mediante una

desensibilizacion de los receptores B-adrenérgicos a la accién de las catecolaminas y
descenderia la produccién de AMPc durante la isquemia sostenida.””

Como se ha sefialado con anterioridad, se ha visto que situaciones de estrés como la
isquemia o la hemorragia son capaces de inducir en el higado la produccién de HO-1, el cual se

190
I.

halla implicado en la hepatoproteccion por un mecanismo de PI."" La sefial de transduccion

intracelular que regularfa la expresion de la HO-1 se estableceria por retroalimentacion positiva
por el AMPc y la PKA.

Un estudio experimental en higado de ratas y cultivo de hepatocitos evalué el papel de
los agonistas o y B en la inducciéon de HO-1, asi como la sefial intracelular mediante la que
dichos agonistas inducen la expresion del HO-1. En cultivos de hepatocitos la administracion
de a-1y a-2 agonistas, asi como de los 2 y B3 agonistas causé la expresion del enzima HO-1.
Los agonistas 1 como el isoproterenol, la dobutamina y el xamoterol si fueron capaces de
inducir HO-1. La utilizacién de un B-bloqueante como el metoprolol causé la atenuaciéon de

HO-1 por Bl-agonistas. En cuanto a la sefial intracelular de transduccion, se observé que la
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administracién de forskolin (inductor del AMPc) y el 8Br-cAMP, fueron capaces de causar la
expresion de HO-1, mientras que la inhibicién de la PKA abolié la expresion de HO-1
inducida previamente por DBT y 8Br-cAMP. En el estudio in Vivo se indujo la expresion de
HO-1 en higado de ratas mediante la infusién de DBT durante 6 horas. Segun estos datos se
podtia provocar hepatoproteccion mediante la utilizacion de agonistas B1, ya que la activacion
de dichos receptores inducirfa una respuesta de segundo mensajero, via PKA mediante el
AMPc, asi como la expresion de proteinas de shock como la HO-1 o la AP-1."*
Posteriormente el mismo grupo ha publicado otro trabajo en higado de ratas en el que
se evalu6 el efecto del pretratamiento con DBT tras la induccion de un shock hemorragico
sobre el funcionalismo hepatico. Los animales pretratados con DBT o con un dador de CO
como el triclorometano, presentaron mejor funcion hepatica, objetivada por el aclaramiento
del verde de indocianina, que los animales tratados con B-bloqueantes o bloqueantes de la HO-
1. El tratamiento con DBT también mostré la expresion de HO-1 en los hepatocitos
pericentrales. Segun esto, la DBT tendrfa un efecto hepatoprotector a través de un mecanismo

similar al del PI mediado por la induccién del enzima HO-1, el cual podria ejercer en parte su

efecto beneficioso mediante la produccion de CO.*??

1.3.4.3. Utilizacion de métodos de perfusion

Los métodos iniciales de recuperacion de 6rganos de DCP perseguian la obtencion del
enfriamiento rapido de los 6rganos para acortar al maximo el tiempo de IC. Si su aplicacion se
realiza en el donante, antes de la extraccion, se denominan métodos in situ. Cuando se aplican
exclusivamente sobre el organo diana, una vez realizada la extraccion del donante, se

denominan métodos ex Situ.
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El primer Sistema /17 Situ utilizado fue el denominado “perfusion in situ” basado en la
entrada por gravedad de solucién preservadora fria a través de la arteria femoral. Ello permitié
la obtencién de rifiones de DCP con éxito, inicialmente en forma experimental” y después en
la practica clinica.” Ello fue posible gracias al disefio de catéteres con balén que, introducidos
por via femoral, consiguieron aislar la circulaciéon de los érganos intrabdominales permitiendo
un enfriamiento mas rapido.”* #>%

Posteriormente, la introduccion de un sistema de CEC para realizar el enfriamiento
corporal total en los DCP permitié mantener una adecuada presion de perfusion, contrarrestar
la vasoconstriccién asociada tanto a la hipotermia como a la liberacién de angiotensina®’ asf

como obtener un enfriamiento mas rapido, progresivo y uniforme del injerto. Este método,

denominado enfriamiento corporal mediante CEC, obtuvo buenos resultados en DCP con rifiones a

1238 240, 241

nivel experimental™y clinico,” con higados a nivel clinico y en extraccion multiorganica
en estudios experimentales y clinicos.””

Tras constatarse que el enfriamiento corporal mediante CEC era un método util en la
recuperacion de 6rganos de DCP, las investigaciones de Van der Wijk sobre la introduccion de
un periodo de recirculacion de sangte normotérmica €X Situ antes del enfriamiento de rifiones
permitieron demostrar la mejora en la viabilidad de éstos 6rganos.”” Estudios posteriores
constataron no solo resultados similares, sino que sirvieron para el conocimiento de la
fisiopatologia del dafio tisular y del efecto protector de la RN cuando se aplicaba in situ en
rifiones procedentes de DCP. L.a RN constituye actualmente un método eficaz en la obtencion
de 6rganos de DCP tal y como se vera mas adelante. Todos estos métodos finalizan con el
almacenamiento estatico de los 6rganos en hipotermia a 4°C con solucion de preservacion.

Otros sistemas se basan en la preservacion de érganos ex situ. Ello permite que la

preservacion de los o6rganos extraidos se realice de forma dinimica con un sistema de
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perfusion continua hasta su implante en el receptor. Estos sistemas utilizan maquinas de
perfusion que pueden oxigenar y perfundir tanto soluciones preservadoras en hipotermia
como sangre en normotermia.

El uso de las maquinas de perfusion hipotérmica se halla muy extendido en la
preservacion renal y se ha mostrado eficaz en estudios clinicos de trasplante renal con series de
DCPNC al asociarse a una menor tasa de fallo primario del injerto.”* También tienen
aplicacion en la evaluacion de la viabilidad del injerto mediante el analisis del patron de
resistencia vascular y de algunos componentes del perfusato como la oa-GST.**

La utilizacién de maquinas de perfusion en frio para la preservacion de higados de
DCP se ha ensayado en estudios experimentales. Los mas recientes utilizaron la maquina de
perfusion en periodos variables (5, 10 y 24 horas) tras 30 min de IC en un modelo con ratas y
lo compararon con el almacenamiento simple en frio, obteniendo una mejora en la funcién
post-almacenamiento, en la microcirculacién tras 10 horas de perfusion™ y el incremento de la
supervivencia tras 5 horas de preservacion™’ aunque el uso de periodos de hasta 24 horas
podria tener efectos desfavorables sobre el funcionalismo y la microcirculacién.”®

El sistema denominado NELP (Normothermic Extracorporeal Liver Perfusion) se empez6 a
utilizar como método estandar para la evaluacion de otros sistemas de preservacion y algunos
estudios lo consideran un sistema vélido para la preservacion hepatica ex-Situ. Se basa en la
perfusion de sangre oxigenada a 37°C a través del hilio hepatico mediante un circuito
extracorpéreo. En estudios experimentales con cerdos,”” > la utilizacién de 4 horas de NELP
fue capaz de recuperar higados dafiados por 60 min de IC, consiguiendo una supervivencia en
el receptor de 7 dias, frente a la nula supervivencia de los higados preservados con UW a 4°C.
Trabajos posteriores con el mismo modelo y diferentes periodos de NELP (24, 20 y 23 horas)

frente a distintos periodos de almacenamiento simple en frio con UW (0, 4 y 1 hora),
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corroboraron que los higados tratados con NELP presentaron mejor actividad metabdlica,
mayor produccion biliar y menor dafio tisular que los tratados con preservacion en frio, incluso
en periodos tan breves como 1 hora. También se observé que el grado de disfunciéon y de
lesién histolégica fue proporcional a la duracién de la preservacién en frio.”*” La NELP
tendrfa la ventaja de evitar la lesiéon por IF y monitorizar la viabilidad hepatica pre-trasplante
mediante el analisis de la funcién hepatica, aunque su aplicabilidad clinica esta limitada por su

compleja metodologfa.

k ok ok ok ok ok ok ok ok ok
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1.4. Bases de la Recirculacion Normotérmica

1.4.1. Circulacion Extracorpdrea

El desarrollo de los aparatos de CEC o bypass cardiopulmonar se inicié a finales del
siglo XIX con la creacién de los oxigenadores de burbujas. Los primeros prototipos surgieron
sobre 1880 y se utilizaron de forma experimental. Con el descubrimiento de la heparina en
1916 por MacLean se inici6 la posibilidad de poner la sangre en contacto con superficies
artificiales evitando la coagulacion y fue DeBakey quién a partir de 1930 disefié un simple pero
funcional sistema de bombeo.” El acoplamiento de estos elementos permitié a Gibbon, en
1953, realizar el primer uso en humanos de un circuito de CEC para realizar intervenciones de
cirugfa cardiaca.”

La CEC es un método artificial utilizado habitualmente en cirugfa cardiaca que permite
a la sangre obviar el circuito fisiolégico cardiopulmonar. Mantiene estable la temperatura del
circuito, el intercambio gaseoso y la perfusion de los tejidos, aunque no evita completamente el
trauma de los elementos formes de la sangre. Previamente al inicio de la CEC se precisa la
anticoagulacién con heparina y una estrecha monitorizacion del tiempo de coagulacion activado para
evitar accidentes por hipo o hipercoagulabilidad.”>**

El circuito precisa de la insercion de canulas en la vena cava o la auricula derecha, para
el drenaje por gravedad de la sangre venosa, y en la aorta ascendente, para la llegada de la
sangre arterializada. La sangre venosa se mezcla con el liquido de cebado en un reservorio que
lleva incorporado un oxigenador, habitualmente de membrana, donde se realiza el intercambio

gaseoso. Los oxigenadores iniciales, denominados de “contacto directo” no presentaban

ninguna barrera entre la sangre y el oxigeno y se utilizaron ampliamente hasta los afios ochenta.
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Posteriormente se desarrollaron los oxigenadores de membrana, los cuales poseen una
interfase permeable a los gases entre la sangre y el oxigeno. Esto tiene como ventaja la
reduccién del trauma de los hematies debido al contacto directo con el oxigenador permitiendo
un uso mas prolongado de esos sistemas.”” ***” La sangre, una vez oxigenada, es impulsada
por la accién de una bomba de rodete centrifuga hacia la aorta. El circuito precisa de unos
elementos accesorios como el intercambiador térmico que mantiene la temperatura elegida de
forma constante y una fuente externa de oxigeno.

En el cebado del circuito interviene una mezcla de manitol, soluciones coloides
(gelatinas, hidroxietilamidones) y cristaloides (Ringer lactato) causando hemodilucién. Las
soluciones de cebado deben ser similares al plasma en cuanto a la composicion electrolitica y la
osmolalidad, para evitar alteraciones como el edema intersticial a causa de pérdida de presion
oncdtica intravascular.”” **! La hemodilucién presenta inconvenientes como la alteracién del
volumen de distribucion de los farmacos y de la fijacion a las proteinas plasmaticas. Se produce
hipocoagulabilidad por dilucién de los factores de coagulacién y de las plaquetas *** y desciende
la concentracién de hemoglobina, lo que puede causar hipoxia a nivel renal, cardiaco o cerebral

263, 264, 265
> %7 Durante la CEC se acepta que

si no se compensa con incrementos del gasto cardiaco.
el hematocrito no debe descender por debajo del 20-22% en base a que la transferencia de
oxigeno maxima se consigue con valores de hematocrito del 30% y ésta disminuye solo un
10% cuando el hematocrito se aproxima al 20% y al 50%. Estas cifras se obtienen al comparar
el hematocrito con el transporte de oxigeno el cual resulta del producto del gasto cardiaco y la
capacidad de transporte de oxigeno.** Las ventajas asociadas a la hemodilucién permitirian la
mejora de la perfusion tisular al reducir la viscosidad sanguinea y la disminuciéon del uso de
hemoderivados, aunque la alteraciéon de la coagulacion y la plaquetopenia postoperatoria

, . . . . 2 2
podrian incrementar los requerimientos transfusionales.”” **®
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1.4.2. Fisigpatologia de la Circulacion Extracorporea a Nivel Sistémico

En el individuo vivo la CEC provoca una respuesta de estrés cuya fisiopatologia no esta
bien dilucidada respecto a la contribucién individual de cada una de las variables. Algunos
factores como el tipo y magnitud de flujo de bomba, la duraciéon de la CEC, la exposicion de la
sangre a superficies no fisiologicas, las variaciones de temperatura, los fenémenos de IR de los
organos y las alteraciones del equilibrio 4acido-base son determinantes en la hemodinamica y el
adecuado aporte de oxigeno a los tejidos.*”

La magnitud del flujo de bomba debe permitir satisfacer las necesidades metabolicas ya
que representa el gasto cardiaco en condiciones fisiologicas, correspondiendo a los litros de
sangre aportados por minuto y superficie corporal (m?). Se estima que el consumo metabélico
de oxfgeno a 37°C en un adulto oscila entre 80-120 ml/min/m” y suele reducirse
aproximadamente a la mitad cuando la temperatura desciende (28-25° C).”"*” El método
utilizado para valorar la adecuacion del débito de bomba a los requerimientos metabdlicos de
oxigeno es la monitorizaciéon de la saturaciéon venosa mixta que refleja indirectamente el
balance entre consumo y aporte de oxigeno.”" *” Ta magnitud del flujo de bomba en
normotermia (37°C) oscila entre 2 y 3 L/min/m” ya que es similar al gasto cardiaco.”"*”
Durante la hipotermia, el débito de bomba suele reducirse en un 50% respecto al aplicado en
normotermia. La relacién entre aporte y consumo es independiente, mientras el cociente entre
ambos sea superior al valor critico por debajo del cual se origina el metabolismo anaerobio,
estimandose que en el individuo sano el cociente critico es de 1,3. El descenso de la tasa
metabolica por hipotermia permite la reduccion del flujo de bomba, aunque el aporte de

, 274 . . . . ,
oxlgeno SC reduzca, y en esas circunstancias las variaciones del consumo de OXlgCﬂO SC
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relacionarfan con la extraccion de oxigeno y la redistribucién del flujo sanguineo.”” Durante la
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aplicacion de flujos bajos de bomba el consumo de oxigeno es proporcional al aporte hasta un
valor de meseta en el cual, aunque se incremente el flujo de bomba, no se produciran
variaciones en el consumo. Se acepta que un rango de fluyjo de bomba entre 1,2 y 1,5
L/min/m’* permite obtener el valor meseta de consumo de oxigeno en hipotermia.””> *” El
cambio inducido en el consumo de oxigeno debido a la utilizacion de flujos bajos también se
hallarfa en relacion a la extraccion de oxigeno y la distribucion del flujo sanguineo. Parece que
el uso de flujos bajos durante la hipotermia se asociarfa a proteccion miocardica y cerebral,
aunque en otras ocasiones se haya observado una respuesta inflamatoria aumentada y
concomitante con morbilidad postoperatoria no neurolégica.”” *'**™

La magnitud del flujo de bomba afecta significativamente a la presion arterial media en
forma directamente proporcional y a las resistencias vasculares sistémicas de manera inversa.
El incremento de las catecolaminas circulantes en respuesta a la hipotension, asi como un
mecanismo pasivo de oclusion capilar por un descenso en la presion critica de cierre, podrian
explicar el aumento en la resistencia vascular sistémica asociada a la utilizacion de un bajo flujo
de bomba e hipotermia.”” La aplicacién de flujos altos de bomba en normotermia mantendrfa
inalterados los flujos regionales mesentérico, renal, cerebral y muscular. En cambio, en
hipotermia la redistribuciéon del flujo regional variarfa en funcién de la magnitud del flujo. Con
flujos altos de bomba el flujo sanguineo se redistribuirfa hacia el territorio musculo-esquelético
a expensas del territorio cerebral, intestinal y renal, ya que el musculo esquelético puede
vasodilatarse entre siete y ocho veces su valor basal. Con flujos bajos de bomba habria un
descenso del flujo en todos los tetritorios con un ligero incremento del flujo renal y cerebral.*”

El régimen del flujo de bomba puede ser pulsitil o continuo y representa la
capacidad del sistema para reproducir la onda de pulso arterial por el efecto del ciclo cardiaco.

Parecerfa deseable que el sistema de CEC reprodujese al maximo la funcién cardiocirculatoria y
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que, por tanto, el flujo se administrase de forma pulsatil. En la actualidad no se dispone de
resultados concluyentes sobre las verdaderas ventajas de éste respecto al no pulsatil ya que el
beneficio clinico no siempre es evidente y la metodologia de los estudios no permite hacerlos
comparables por falta de estandarizacién.” El flujo no pulsatil se ha asociado a mayor
respuesta endocrina a nivel del sistema renina-angiotensina,®" ** la vasopresina®™ y la
liberacién de norepinefrina.”®* El flujo pulsatil presentaria ventajas como el descenso de
citoquinas como la interleukina-8 o la endotelina-1** y la mejora en la perfusion esplacnica®™’ o
cerebral,”’ aunque podria incrementar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y por

1 288

tanto el edema cerebral.™ No hay resultados concluyentes respecto a la hemolisis y deplecion

289, 290

de leucocitos, plaquetas y hematies o la liberaciéon de hormonas del eje adreno-hipofisario

como el cortisol o la corticotropina.””*”

La auracion de la CEC afecta a la resistencia vascular sistémica de forma bifasica. Al
inicio de la CEC se produce el descenso de las resistencias debido a la hemodilucién que causa
la reduccion de la viscosidad de la sangre y de las catecolaminas circulantes. Posteriormente
aparece el incremento progresivo de las resistencias, el cual es tiempo-dependiente y tiene un
origen multicausal como la vasoconstricciéon por hipotermia, el cierre de algunas zonas de la
microvasculatura y el aumento de las catecolaminas circulantes.”” Este incremento se produce
por respuesta compensatoria desde baroreceptores y quimiorreceptores localizados en pulmoén
y corazon al ser obviados de la circulacion, aunque mediadores como la endotelina y el NO
parecen tener importancia en la regulacién del tono vascular durante y tras la CEC.****”

La saliaa de la sangre al circuito de CEC conduce a la activacion de la coagulacion,
agregacion plaquetaria y activacién de la fibrinolisis.” *7 Ademas, causa la hemolisis de los
298, 299 La

hematies con presencia de hemoglobina libre por la accién traumatica del bombeo.

desnaturalizacion de las proteinas plasmaticas altera numerosas funciones enzimaticas,
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promueve la formacién de agregados, principalmente a expensas de las proteinas de mayor
peso molecular como las Ig M, disminuye su solubilidad plasmatica aumentando la viscosidad
sanguinea y favorece la aparicion de lipidos libres por afectacion de las lipoproteinas.™” >
Induce la agregacion de los PMN y monocitos en la microcirculacion, asi como la diapédesis
hacia territorios no habituales como el corazén y el musculo esquelético, provocando

5
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neutropenia e inicio de la cascada inflamatoria.” Aparecen NuUMmMeErosos eventos con

. . L, . . . ., 3 . ,
capacidad citotéxica directa como la activacion del complemento,™ leucocitos y moléculas de

adhesion,™ la liberacion de citoquinas (TNFa, I1.-6, 11.-8),"” el TxA, y RLO. También
promueve la liberacion de moléculas de accion vasoconstrictora como las endotelinas,” o
vasodilatadora como el PAF y el NO.*">**

La regulacién de la temperatura durante la CEC comprende desde la normotermia
(37°C) hasta la hipotermia, la cual se clasifica como leve (34°C), moderada (28°C) y profunda
(inferior a 20°C). La hipotermia altera la velocidad de las reacciones enzimaticas descendiendo
la tasa metabdlica del consumo de oxigeno, incrementa la viscosidad de la sangre, aunque la
hemodilucién compensa este efecto, modifica la curva de disociaciéon de la hemoglobina
mejorando su afinidad por el oxigeno y aumenta la solubilidad del oxigeno y del anhidrido
carbonico descendiendo su presiéon parcial, aunque la cantidad total no varfe. El uso de
hipotermia se acompana de la disminucion del flujo sanguineo, lo cual conlleva menor trauma
de los elementos formes de la sangre, permite mayor duracién del periodo de CEC y aumenta
la saturacién venosa mixta de forma inversa al descenso de la temperatura.”” La hipotermia

profunda se asocia al descenso de la perfusion microvascular, por lo que se favorece el edema,

’, . . . 31
asf como a una menor adherencia de los leucocitos al endotelio.”™
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1.4.3. Fisiopatologia de la Circulacion Extracorporea a Nivel Hepatico

El higado recibe el aporte sanguineo a través de la vena porta y la arteria hepatica.
Ambos sistemas se complementan entre si ya que el sistema portal contribuye con un 70-75%
al flujo hepatico total, lo que supone en el humano adulto unos 90 ml/min/100 g de tejido y
la arteria hepatica aporta el 25-30% restante, es decir, unos 30 ml/min/100 g de tejido
hepatico. Sin embargo, al aporte de oxigeno contribuyen ambos sistemas en un 50%
aproximadamente ya que la vena porta lleva sangre parcialmente oxigenada proveniente de la
parte inferior del es6fago, intestino delgado, grueso, recto, pancreas y bazo.”"!

La mezcla de la sangre procedente de ambos sistemas se produce en el sinusoide
hepitico. En €l confluyen dos aferencias: una de ellas comprende la conexién directa con la
vénula portal terminal y la otra se debe a la arteriola hepatica que entra mediante el plexo
arterial periductal en los sinusoides y en las vénulas portales terminales. El sinusoide drena su
contenido a la cava inferior mediante el sistema venoso hepatico.””> En ambas aferencias se
localizan unas estructuras denominadas esfinter-like. Una de ellas se halla en la unién de la
arteriola hepética terminal con el sinusoide y corresponderfa al esfinter precapilar.’’™ *'* Este
sistema permite reducir la presion de la sangre arterial al entrar al sinusoide a una magnitud
similar al sistema portal, es decir entre 5-10 mm Hg. El otro se ubica en la unién del sinusoide
con la vénula portal y estd formado por pericitos especificos de la microvasculatura hepatica
denominados células de Ito o células estrelladas que recubren la patred sinusoidal y regulan el
didmetro sinusoidal. La propia célula endotelial posee unas fenestraciones o poros de 100 nm
de diametro y es capaz de formar invaginaciones de la membrana plasmatica que le permiten
regular la permeabilidad del sinusoide hepatico. Este sistema, junto con la accién del esfinter

localizado a nivel de la vénula portal, se denomina sistema fenestrado sinusoidal-endotelial y controla
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el flujo sinusoidal debido a su capacidad contractil. La contraccién se debe a la union del calcio
al sistema Ca*"-calmodulina-actina-miosina.”>*'® La regulacién de la contraccién estd mediada
por el balance entre sustancias de accion vasoconstrictora y vasodilatadora. I.a endotelina-1
mediante la activaciéon de los receptores ET-B inducirfa vasoconstriccion. Entre los
vasodilatadores se hallarfan los monéxidos gaseosos como el NO, sintetizado por la accion del
enzima 0Xido nitrico-sintetasa endotelial y el CO asociado a la produccién de HO-1 en situacién de
noxas como la isquemia o la hemorragia."* "> '**

Otros mecanismos implicados en la regulacion de la hemodinamica hepatica incluyen la
resistencia hepética distensible,”” los cambios del volumen sanguineo,’® la respuesta tampén
de la arteria hepatica,”” * los shunts intrahepaticos porto-sistémicos™ o la respuesta hepato-
cardiovascular,” aunque a nivel sinusoidal el principal regulador del flujo hepitico esta
formado por el sistema fenestrado sinusoidal-endotelial.***

Desde el punto de vista de regulacion se considera el aporte de la arteria hepatica como
suplementario, aunque éste es esencial para un correcto aporte de oxigeno a los sinusoides, los
canaliculos biliares, las vénulas portales y los nervios del tracto portal. Cuando hay un descenso
del flujo portal se produce, de modo compensatorio, ademas de un incremento de la extraccion
hepatica de oxigeno, un aumento del flujo de la arteria hepatica y viceversa, aunque los
cambios en el flujo arterial no producen una variaciéon reciproca en el flujo portal. Este
fenémeno se ha denominado “la respuesta tampon arterial hepatica” > *** *** y parece estar
mediado, al menos parcialmente, por cambios en la concentraciéon del ATP que estimularia la
expresion de purinoreceptores-P1 permitiendo su catabolismo hacia adenosina.”” En la
respuesta vasodilatadora ademés de la adenosina se hallarfa implicado el NO,”* mientras que

. . . : s : s 327
enla respuesta vasoconstrictora el mecanismo se atrlbuye en parte a una accion slrnpatlca.
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El flujo hepatico se afectaria por la hipovolemia o la hipoperfusion, como se ha visto
en un modelo experimental de taponamiento pericardico en el que se redujo el flujo hepatico
total, con un descenso paralelo del flujo portal y del flujo arterial hepatico.”™ ** En esta
situacién aparecerfa la respuesta tampén compensadora, no obstante si la hipovolemia o la
hipoperfusion se prolonga mas alla de dos horas la respuesta tampon compensadora se agota y
desaparece, por lo que su efecto es limitado y tiempo dependiente. *** >

Las variaciones del pH también afectan al flujo hepatico. La acidosis, metabdlica y
respiratoria, se ha asociado a flujo portal aumentado, flujo arterial disminuido y mantenimiento
del flujo hepatico total.”" *** Con la alcalosis metabdlica incrementaria el flujo portal, arterial y
hepatico total, sin alteraciones significativas del aporte y consumo de oxigeno, mientras que la
alcalosis respiratoria inducirfa un descenso del flujo portal y arterial hepatico.” >

El metabolismo hepatico de oxigeno representado por el aporte, el consumo y la
extraccion hepatica de oxigeno presenta variaciones dependiendo de los flujos vasculares, del
aporte de oxigeno, de la tasa metabdlica hepatica, de la temperatura y del pH.

El descenso selectivo del aporte de oxigeno hepatico se acompana de incrementos en la
extraccién de oxigeno hepitico cuando se asocia a hipovolemia o hipoperfusion.’”” Nagano
realiz6 dos trabajos en los que se analizaron estos aspectos. En uno de ellos estudié la
respuesta del metabolismo hepatico de oxigeno en un modelo de IR con el uso de diferentes
farmacos anestésicos. Tras la interrupcion completa del flujo y la oxigenaciéon hepatica y su
posterior restablecimiento se produjo una recuperacion completa del flujo hepatico, no
obstante, la recuperacion del aporte y consumo fue inferior a los valores pre-isquemia, pero el
consumo de oxigeno mejoré cuando se utilizé fentanilo e isofluorane en lugar de

pentobarbital, enfluorane o halotane.” En otro estudio valoré la extraccién hepatica de

oxigeno en relacion al descenso del flujo hepatico total observando que se producia el
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incremento progresivo de la extraccion hepatica de oxigeno. Cuando aplicé hipotermia
adicional obtuvo una extraccién inicial de la mitad que en normotermia y un incremento de
casi tres veces en la extraccién final.™

La hipotermia tendria una escasa repercusion sobre el flujo hepatico cuando se aplican
reducciones entre 5 y 10°C, sobre todo en el flujo de la arteria hepatica. Solamente se
constatarfan ligeros aumentos del flujo portal atribuibles a un mecanismo de redistribucion del
flujo, desde la piel por vasoconstriccion hacia el territorio esplacnico, donde se produciria
vasodilataciéon mediada por el sistema simpatico.”

La acidosis, metabdlica y respiratoria, causaria un descenso significativo en el aporte de
oxigeno venoso y un incremento del consumo hepitico de oxigeno.” ** El consumo de
oxigeno descenderfa por la alcalosis respiratoria sin que la alcalosis metabdlica lo afectase.” "™

Los factores determinantes en la hemodinamica hepatica durante la CEC son los
dependientes de la magnitud y el régimen del flujo de bomba, la temperatura y la duracion de la
CEC.”"*" Mathie, en estudios experimentales factoriales con perros sometidos a CEC, evalu
por separado el efecto de distintos tipos de flujo (alto: 2,4 L./min/m’ y bajo: 1,2 L./min/m? y
régimen de bomba (pulsatil y no pulsatil) e hipo o normotermia. Para cualquier temperatura y
régimen de perfusion, la utilizaciéon de un flujo alto de bomba provocaria un flujo portal mas
incrementado que el arterial, preservaria mejor el flujo hepatico total y no se afectaria por la
pulsatilidad del flujo. Por el contrario, un flujo bajo de bomba (1,2 I./min/m? mantendria
peor el flujo hepatico total y se beneficiaria del uso de la perfusion pulsatil. Segin estos
estudios, los beneficios del régimen pulsatil se verfan disminuidos con la asociacién de
hipotermia y flujo de bomba alto.”

Respecto a la influencia de la temperatura, no existirfan diferencias entre hipotermia

moderada (28°C) y normotermia (37°C) respecto al mantenimiento del flujo hepatico total,
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aunque en hipotermia moderada el flujo portal aumentaria y el flujo arterial descenderia,
sugiriendo que la hipotermia inducirfa la vasodilataciéon del lecho vascular pre-hepatico, sobre
todo cuando el flujo de bomba es alto.”* >

Durante la CEC, la contribucién del flujo portal y arterial hepatico al flujo hepatico
total dependerfa de distintos factores. El flujo portal aumentarfa con la hemodilucion
normovolémica, la hipercapnia, la acidosis metabdlica y la hipotermia moderada y estaria
mediado por una respuesta simpatica. En estas circunstancias se produciria vasoconstriccion
arterial hepatica con escasa respuesta a la hipotermia moderada. El flujo portal disminuirfa con
la hipotensién, paralelamente al descenso del gasto cardiaco, y con la hipocapnia. En ambos
casos habria vasoconstriccion de la arteria hepatica y como respuesta a la hipoxia.”**"

A nivel clinico también se ha estudiado la repercusion de la CEC sobre la perfusion y el
funcionalismo hepatico. La CEC provoca un descenso del flujo hepatico que es de menor
magnitud con la aplicaciéon de flujos altos de bomba (6-8% respecto al basal) que de flujos
bajos (13-30% respecto al basal), aunque la estimacién depende del sistema de medida.”> "

La combinacién mas adecuada de régimen de flujo de bomba y temperatura para
optimizar la preservaciéon hepatica durante la CEC utiliza flujos altos de bomba (2,4
L./min/m?. Durante la normotermia, el uso de un flujo pulsitil o no pulsatil serfa indiferente,
pero en hipotermia serfa mas beneficioso el flujo no pulsatil al causar un descenso
significativamente menor en el flujo hepatico que el flujo pulsatil.””*** En el higado, el uso de
flujos altos y normotermia ha mostrado una mayor eficacia en el mantenimiento del potencial
redox mitocondrial (NAD"/NADH), valorado por la determinacion del cociente arterial y
venoso de cetonas. La utilizacion de CEC con hipotermia se asociarfa a un descenso muy

marcado del cociente arterial y venoso de cetonas y una recuperacion a valores por debajo del

limite inferior a los dos dias de la CEC. Con normotermia aparecerian valores mas elevados del
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cociente arterial y venoso de cetona, asi como un incremento del consumo y el cociente de
extraccion de oxigeno hepitico. El aumento del 4cido hialurénico, que se observaria a nivel
portal y arterial como reflejo del dafio endotelial, estarfa vinculado a cambios en el
metabolismo hepatoesplacnico de oxigeno y no al empleo de hipo o normotermia.””**>*
Durante la CEC la suma de factores como una inadecuada presion de perfusion, la
hemodilucién o el uso de farmacos vasoconstrictores se ha asociado a la apariciéon de
complicaciones como la hiperbilirrubinemia que aumenta la morbi-mortalidad postoperatoria.

Tiene una prevalencia en torno al 20% y se observa con mayor frecuencia en pacientes con

., .. . . . . . ;. . 3,
alteracién hepitica previa o insuficiencia cardiaca crénica sometidos a CEC.*

1.4.4. Recirculacion Normotérmica y Donante a Corazon Parado

La RN es una aplicacion particular de la CEC que permite la recuperacion de 6rganos
de donante a corazén parado dafiados por la IC haciéndolos aptos para el trasplante. Este
método surgié de forma simultinea a los estudios sobre el enfriamiento corporal total. El
grupo de Kootstra utilizé inicialmente la CEC para el enfriamiento corporal total en la
preservacion de injertos renales™ y posteriormente demostré mayor viabilidad de los rifiones
preservados en frio al intercalar un periodo de perfusion €X ViV0 con sangre normotérmica antes
del enfriamiento. ** Mas tarde, estudios experimentales como los de Tojimbara en ratas™ y
Schén® y Hoshino™” en cerdos, obtuvieron buenos resultados en la supervivencia del receptor
tras el trasplante hepatico con la utilizacién de la RN.

El empleo de la sangre del propio individuo como liquido de perfusion, en lugar de
soluciones de otra indole, presentarfa algunas ventajas como el mantenimiento de la presion

oncotica, evitando la expansion del espacio extracelular, el aporte de sustratos necesarios para

73



Introduccién

el metabolismo tisular, la presencia de la hemoglobina como transportador de oxigeno, la
capacidad tamponadora frente a variaciones del pH y la capacidad antioxidante frente a los
RLO. 347,348

El grupo del Hospital Clinic estudié los efectos de la RN de forma experimental y
clinica en la recuperaciéon de organos intraabdominales de DCP. Para los estudios
experimentales se utilizé un modelo porcino con tiempos de IC entre 20 y 40 min. Tras la IC
se instaur6 una fase de RN con oxigenacion de 30 min, seguida de enfriamiento corporal total,
mediante un circuito de CEC. Postetiormente, el higado se preservo eX sitl en solucion de UW
a 4° C hasta ser trasplantado en el receptor, el cual se evalu6 durante cinco dias.

Los estudios experimentales de este grupo demostraron que la lesién causada por
periodos crecientes de IC (20, 30 y 40 min) se produjo a nivel hepatocitario, endotelial y biliar,
demostrada por el incremento de la aGST, el acido hialurénico, la alteracién de la histologia y
el descenso de la carga energética tisular. Esta lesion pudo ser revertida por el efecto de la RN,
permitiendo la normalizacién de estas variables y la supervivencia de los animales hasta el
quinto dfa postrasplante.'”** La supervivencia se relacioné de forma inversa con el tiempo de
IC (100%, 70% y 50% respectivamente) y fue nula cuando no se utiliz6 la RN."* * El dafio
histolégico asi como la necrosis del tracto biliar fue progresivo y directamente proporcional al
petiodo de IC.*""”" Ademas se demostré que el mecanismo de accién del efecto beneficioso de

la RN estarfa mediado por la adenosina y el NO, de manera similar al del P1,"”

y que la adicion
de sustancias citoprotectoras durante la RN como la L.-Arginina (precursor del NO), el SAMe
(capacidad antioxidante) o la glicina (estabilizador de la membrana celular y atenuador de la
activacion de las células de Kupffer), mejorarfan las condiciones hemodinamicas de obtencién

del injerto disminuyendo la lesion hepética y biliar. *7>"
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El efecto de la RN sobre la hemodinamica hepatica, el metabolismo de oxigeno y el
funcionalismo hepético también fue analizado.”"** Se utilizaron tiempos crecientes de IC (20,
30 y 40 min) y un flujo de bomba variable y maximo durante toda la RN dependiente del
retorno venoso, préximo a los 2,2 I./min/m® para conseguir una adecuada presiéon de
perfusion tisular. Se obtuvo un flujo de bomba con valores similares durante toda la RN, a
pesar de aplicarse en funcién del retorno venoso. Los animales sometidos a 20 min de IC
mostraron los valores mas altos de flujo de bomba respecto a los grupos con 30 y 40 min de
IC. Los flujos de la arteria hepatica y la vena porta se recuperaron progresivamente durante la
RN, aunque no llegaron a alcanzar el valor basal previo a la asistolia. El flujo arterial fue
significativamente inferior al flujo basal unicamente en el grupo con 30 min de IC. El flujo
portal también se mantuvo descendido durante la RN pero solo se hall6 significativamente
descendido respecto al flujo portal basal en los grupos con 30 y 40 min de IC. Se observé
correlacion entre el flujo de bomba y el flujo portal durante todos los tiempos de medida. El
analisis de los flujos respecto a la supervivencia demostré que los animales supervivientes
mostraron flujos de bomba, de arteria hepatica y de porta mas elevados que los no
supervivientes y se establecié un punto de corte del flujo de bomba de 1,7 1/min/m” de
elevado valor predictivo para la supervivencia de los animales (sensibilidad de 81% vy
especificidad de 87,5%).

El estudio del metabolismo de oxigeno revel6 que, tras el inicio de la RN se produjo un
descenso del contenido de oxigeno a nivel de la arteria hepatica, la porta y la vena
suprahepatica en todos los grupos de estudio a causa de la hemodilucién. El aporte de oxigeno
se redujo drasticamente en todos los grupos respecto al valor basal, mientras que el consumo
de oxigeno apenas sufrié variaciones, ni respecto al consumo basal ni entre grupos. Sin

embargo, la extraccién hepitica de oxigeno fue directamente proporcional al tiempo de IC. El
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analisis de la supervivencia mostré que el aporte de oxigeno fue superior y la extraccion de
oxigeno fue menor en los animales supervivientes respecto a los no supervivientes, pudiendo
considerar a ésta ultima variable como un indicador precoz de viabilidad del injerto.

Los estudios en los que se realizé la adicién de sustancias citoprotectoras durante la
RN c6mo el SAMe™” ** la 1.-Arginina™’ y la glicina®' mostraron variaciones respecto al
comportamiento de los flujos vasculares, del flujo de bomba y del metabolismo de oxigeno.
Durante la RN el flujo de bomba de vena porta y arteria hepatica increment6 rapidamente en
todos los grupos (control, L-Arginina y SAMe). Tanto el SAMe como la L-Arginina
provocaron que los flujos de bomba y portales fuesen significativamente mas altos que el
grupo control, pero solo el SAMe consiguié este mismo efecto respecto al flujo de arteria
hepitica y de vena suprahepatica. De forma similar ocurrié con la correlacion entre flujo de
bomba y flujos vasculares. El grupo tratado con L-Arginina solo mostré correlacion entre el
flujo de bomba y el flujo portal, mientras que el grupo tratado con SAMe present6 correlacion
entre el flujo de bomba y todos los flujos hepaticos. Los grupos tratados con SAMe y L-
Arginina mostraron contenido y aporte de oxigeno mas bajos que los valores basales, y
respecto al grupo control mostraron un aporte de oxigeno significativamente superior y la
extraccion hepatica de oxigeno disminuida.

La vertiente clinica, vigente en la actualidad, tuvo como objetivo la identificacion y
obtencién de injertos a expensas de DCP mediante un proyecto de investigacion clinica sobre
DCP que se inici6 en 1986. En 1998 el Comité Etico aprobé el proyecto sobre trasplante
hepatico de DCP. Los estudios clinicos demostraron que la utilizaciéon de la RN en la
obtencién de injertos renales, frente a otras técnicas como la perfusion in situ y el enfriamiento
corporal total mediante CEC, permitié reducir la incidencia del retraso de funcién primaria del

injerto, considerandola como la técnica de eleccién en DCP.” *** Todo ello ha permitido el
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353, 354 , 355,

incremento de donaciones, principalmente renales, y en menor medida hepaticas,
**con buenos resultados respecto a la supervivencia del injerto y del receptor a largo plazo.

La CEC causa efectos deletéreos sistémicos y hepaticos en los individuos vivos. No
obstante, en los DCP la aplicaciéon de un sistema de perfusion mediante CEC posibilita el
restablecimiento de la oxigenacion y la perfusion de los 6rganos contrarrestando los efectos
nocivos de la IC previa permitiendo su utilizacién en el trasplante. Dado que el uso de la RN
en los DCP se basa en un sistema de CEC y ésta depende principalmente de la 6ptima
aplicacion del flujo de bomba, aquellos aspectos como el tipo y magnitud del flujo de bomba,
la temperatura, la duraciéon y la utilizacion de diversas sustancias deberfan conocerse en
profundidad, al objeto de mejorar la eficacia del método para que la obtencion de los 6rganos
permita garantizar una adecuada funcién postrasplante asi como delimitar la fiabilidad del

mismo respecto al periodo maximo de IC sobre el que es capaz de actuar eficazmente. Esta

idea es la que justifica y da paso al presente trabajo de investigacion.

* %k ok ok ok % % Xk
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2.1. Hipotesis

Una vez demostrada que la RN es un método eficaz en la obtencién y recuperacion de

P, 19% 208 210, 351, 353355 6] gbjetivo de este trabajo experimental es

organos para el trasplante de DC
determinar la influencia que ejercen los distintos factores que participan en la fase de
recirculacion sobre la recuperacion de la lesion hepatica producida tras 60 min de IC.

Las caracteristicas de la recirculacién en el modelo experimental no se han modificado
desde el inicio de la linea de investigacion, mientras que el modelo clinico ha precisado adecuarse
a necesidades reales, basicamente de flujos de bomba y tiempos de CEC. Para mejorar este
procedimiento se requiere la realizacion de experimentos en los que se analice separadamente la
accion del tipo y magnitud del flujo de bomba, la duracién de la RN, la necesidad de la fase de
recirculacion en hipotermia y la adicién de la dobutamina, un farmaco vasoactivo que mejora la
circulaciéon hepatoesplacnica. La optimizacion del método beneficiarfa a los injertos con los
tiempos mas cortos de IC y delimitarfa la eficacia del método con los tiempos mas largos de IC.

Se parte de un protocolo estandar que utiliza un modelo experimental porcino de
trasplante hepatico cuyo donante ha sido sometido a un periodo de IC de 60 min. Antes de la
extraccion del érgano para su preservacion, la sangre se recircula y se oxigena mediante un
sistema de CEC, diferenciandose dos etapas consecutivas en funcién de la temperatura. La
primera fase dura 30 min y la sangre se recircula en normotermia. Es posible afiadir una segunda
fase de una duracién variable que no suele exceder de los 20 min en la que la recirculacién se
realiza en hipotermia hasta obtener los 15° C en la superficie hepatica. Por otro lado, el bypass
cardiopulmonar impulsa la sangre mediante una bomba con flujo no pulsatil cuya magnitud, a lo
largo de la recirculacion, es variable ya que depende del retorno venoso. En base a este

planteamiento inicial se disefiaron cuatro grupos de trabajo con las siguientes hipotesis.
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2.1.1. Primera Hipdtesis

Durante la RN, los factores que determinan la hemodindmica hepatica son la magnitud
y régimen del flujo de bomba, junto con la temperatura y la duracién de la CEC. *>*" El flujo
hepitico total se preserva mejor cuando se utiliza un flujo de bomba alto (2,4 L./min/m?), para
cualquier temperatura y régimen de perfusion, que cuando se utiliza un flujo bajo (1,2
L/min/m?). **

Hasta ahora, en el modelo experimental el flujo de bomba utilizado era una variable
dependiente del retorno venoso, es decir, condicionado por el estado de las resistencias
periféricas. Ademas, la utilizacion de dos situaciones térmicas diferentes mediante un periodo
de Recirculacion Normotérmica (RN) seguido de otro de Recirculaciéon Hipotérmica supone
que a lo largo de la recirculacion se produzcan importantes variaciones de la magnitud del
flujo. Con este modelo se observé que la supervivencia se asociaba a aquellos casos que habian
mantenido una media del flujo de bomba superior a 1,7 L/min/m* *** Puesto que el flujo alto
tendrfa un efecto beneficioso en higados sometidos a CEC y en injertos con lesion por IC se
plante6 la idea de transformar el flujo de bomba en una variable independiente con dos
magnitudes (flujo alto y bajo) aplicando cada modalidad de forma constante para conocer
como éste determinarfa la hemodinamica hepatica, si ésta es adecuada a los requerimientos

metabdlicos hepaticos y si permite la reversibilidad de la lesién tras 60 min de IC.

La primera hipdtesis plantea que, una vez transformado el flujo de bomba en una

variable independiente, es decir, un flujo constante, y aplicado con dos magnitudes

durante toda la recirculacion. flujo alto (2,4 L/min/n¥) y flujo bajo (1,2 L/min/nt), la

utilizacion de un flujo alto de bomba deberia asociarse a mejores resultados que la

aplicacion de un flujo bajo de bomba.
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2.1.2. Segunda Hipdtesis

La duracion del periodo de RN es una cuestiéon importante ya que en nuestro modelo
experimental ésta se aplica durante 30 min. Sin embargo, en la practica clinica con DCP no
controlados, el tiempo de RN es mucho mayor ya que tras la declaraciéon de muerte se precisa
la obtencién del consentimiento familiar, y judicial en muchos casos, para llevar a cabo la
extraccion, lo que puede requerir entre dos y tres horas adicionales.” Durante este tiempo, la
RN puede prolongarse entre los 60'* y los 140 min (rango: 60 - 240 min).”*** Ademas, en la
actualidad, los sistemas €X ViV0 de preservacion y recuperacion de 6rganos procedentes de DCP
(maquina de perfusién fria,”**** NELP*” *), utilizan periodos de tratamiento de hasta 24
horas, con resultados muy favorables, incluso con 60 min de IC.”>**** Puesto que los métodos
de preservaciéon basados en el mantenimiento de condiciones fisiolégicas (normotermia,
oxigenaciéon y uso de sangre como perfusato) durante largos periodos son dtiles en la
recuperacion hepatica, cabrfa plantearse si el efecto beneficioso de la RN serfa tiempo-
dependiente.

Por ello la sequnda hipotesis plantea que prolongar la RN de 30 a 60 min podria

tener un efecto beneficioso sobre la lesion hepatica tras 60 min de IC.
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2.1.3. Tercera Hipotesis

La RN se sigue de Recirculacion Hipotérmica (RH) para conseguir un enfriamiento de
forma rapida y uniforme antes del almacenamiento estatico en frio. No obstante, la hipotermia
tanto con normoxia como con hipoxia, produce lesiones Per $¢ en cultivos de células endoteliales y

104-106, 108, 110 ¢ ] Z: ~ 112-114 iz
» 7 asf como en injertos hepaticos no dafiados por la IC. También se ha

hepatocitos,
visto que, tras someter injertos hepaticos a periodos secuenciales de IC seguidos de periodos de
IF, la viabilidad hepatica se ha relacionado con la duracién de ambos periodos pero de forma
inversamente proporcional, es decir, cuanto mayor sea el periodo de IC menor deberia ser el
periodo de IF."” Asi mismo, los injertos hepaticos de DCP sometidos a breves periodos de
enfriamiento antes de la preservacién normotérmica €X Situ muestran efectos deletéreos,”” "
mientras que el uso de perfusiéon de sangre normotérmica y oxigenaciéon durante periodos de
hasta 24 horas se ha asociado a buenos resultados.***"

Probablemente la recuperacion de los injertos hepaticos sometidos a IC se halle menos
vinculada a la duraciéon de la isquemia y mucho mas al dafio adicional causado por la
combinacién de hipotermia, hipoxia y soluciones de preservacion, aunque se trate de cortos
periodos de tiempo.

Por ello la tercera hipotesis plantea que la eliminacion del periodo de RH, aunque

breve, podria ser beneficiosa sobre la recuperacion del inferto hepatico.
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2.1.4. Cuarta Hipdtesis

En el perfil de la dobutamina confluye un doble efecto beneficioso: mejora la perfusion

: : - : 219, 220
del territorio esplacnico *'* *

y tiene capacidad hepatoprotectora, que ejerce mediante el enzima
heme-0xigenasa por un mecanismo de precondicionamiento isquémico.”” **> ! El efecto de la
dobutamina, afiadida durante la recirculacién, sobre un injerto hepatico sometido a lesién por 1C
se desconoce. No obstante, dado que en estudios previos, la adiciéon de sustancias citoprotectoras
como SAMe, I.-Arginina o glicina®*'"" durante la RN ha tenido un efecto beneficioso per se, que
se ha sumado al efecto de la RN, cabrfa plantearse si la utilizaciéon de dobutamina podria mejorar
la calidad del injerto hepatico obtenido.

Segun esto, la cuarta hipotesis plantea que la administracion de dobutamina
durante el periodo de la recirculacion podria modificar la hemodinamica hepatica,
esperando incrementos del flujo portal y arterial hepatico. Si la RN y la dobutamina

gfercen separadamente hepatoproteccion por un mecanismo de precondicionamiento,

cabria plantearse si su accion conjunta pudiera resultar beneficiosa.

k ok ok ok ok ok ok sk ok ok
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2.2. Objetivos

2.2.1. En funcion del uso de tres flujos de bomba. variable, constante alto y constante
bajo.

1. Conocer qué aspectos asociados a la aplicacion del flujo de bomba optimizan la
recirculacion evaluando la calidad del injerto hepatico mediante el estudio
bioquimico e histologico de la funcién hepatocitaria, endotelial, el metabolismo
energético y la supervivencia postrasplante

2. Realizar el analisis descriptivo del flujo de bomba, la hemodinamica hepatica y el

metabolismo hepatico de oxigeno.

2.2.2. En funcion de la prolongacion del tiempo de recirculacion normotérmica:

1. Evaluar la calidad del injerto hepatico a través del estudio bioquimico e histologico
de la funcién hepatocitaria, endotelial, el metabolismo energético y la supervivencia
postrasplante

2. Realizar el andlisis descriptivo del flujo de bomba, la hemodinamica hepatica y el

metabolismo hepatico de oxigeno.

2.2.3. En funcion de la ausencia de recirculacion hipotérmica.
1. Evaluar la calidad del injerto hepatico a través del estudio bioquimico e histolégico
de la funcién hepatocitaria, endotelial, el metabolismo energético y la supervivencia

postrasplante.
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2.24. En funcion de la administracion de dobutamina durante la recirculacion:

1. Evaluar la calidad del injerto hepatico a través del estudio bioquimico e histolégico
de la funcién hepatocitaria, endotelial, el metabolismo energético y la supervivencia
postrasplante.

2. Analisis descriptivo del flujo de bomba, la hemodinamica hepatica y el metabolismo

hepatico de oxigeno.

2.2.5. Valor Pronostico del Flujo de Bomba y la Hemodinamica Hepaética con la
Aplicacion de un Flujo de Bomba Variable

1. Conocer si el empleo de un flujo de bomba variable proporciona un resultado del

flujo de bomba y/o de flujo arterial hepatico y/o de flujo portal con valor

pronéstico precoz sobre viabilidad del injerto hepatico, de forma que durante el

periodo de recirculacion pudiesen descartarse los injertos no viables.

% 3k ok ok ok ok ok ok ok ok

87



3. MATERIAL Y METODOS

89



Material y Métodos

3.1. Definicién, Sujetos y Ambito del Estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo en modelo porcino, perteneciente a una linea de
investigacion experimental sobre trasplante hepatico con donante a corazén parado. La
asignacion de los casos a los distintos grupos se hizo mediante una tabla de nimeros aleatorios.
Se considerd el cerdo como animal idoneo para este tipo de experimento porque la anatomia y
la fisiologfa son similares a la humana, la tasa de rechazo hiperagudo por incompatibilidad es
aceptablemente leve y su coste no es elevado, ya que su reproduccion es facil y numerosa. Se
utilizaron cerdos Large White (donante-receptor) con un peso entre 25 y 35 Kg sin considerar
el sexo. Todos los animales fueron suministrados por la misma granja especializada (Isoquimen
S.A). Los animales fueron atendidos por personal especializado del Estabulario de Cirugia
Experimental de la Facultat de Medicina ( Universitat de Barcelona). El estabulatio consta de un édrea
quirudrgica y cuatro corralinas individuales con suelo templado y suministro libre de agua y
pienso.

El experimento basico consistié en la realizacion de un trasplante hepatico con un
injerto obtenido de un donante sometido a 60 min de IC después de causarle una parada
cardiocirculatoria. Tras finalizar la IC se inici6 una fase de RN a 37° C durante 30 min, seguida
de enfriamiento progresivo hasta alcanzar los 15°C en la superficie hepatica (RH). A
continuacion se extrajo el higado que se preservé durante 6 horas a 4°C en solucion UW. Se
realizo el trasplante a un receptor porcino evaluandose la supervivencia durante cinco dfas. Al
finalizar este periodo se sacrific al receptor. La técnica quirtrgica utilizada para el trasplante
fue la descrita por Calne,”’ con clampaje de cava previamente a la hepatectomfa. Esta técnica
permite buena tolerancia en el receptor durante la fase anhepatica, siempre que ésta no sea

. . 3
superior a los 20 min.”
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3.2. Grupos de Estudio

Const6 de 6 grupos de 8 pares de cerdos (donante-receptor), excepto el grupo 30V
(control), con 10 pares de animales. La modificaciéon de cada grupo respecto al control se
muestra en la Tabla 1. Los grupos de estudio se agruparon segun las cuatro hipdtesis de
estudio.

1. Elefecto del tipo y magnitud del flujo de bomba: 30A y 30B.
2. El efecto de la prolongacién de la RN a 60 min: 60V.
3. Elefecto de la supresion de la RH: 30NF.

4. El efecto de la adicion de dobutamina durante la recirculacion: 30DBT.

Grupo 30V (control), n=10

e Periodo de isquemia caliente: 60 min.

e Recirculacion: Normotermia durante 30 min, seguida de Hipotermia.

¢ Flujo de la bomba de CEC: variable, en funcién del retorno venoso.
Grupo 30A, n=8

e Periodo de isquemia caliente: 60 min.

e Recirculaciéon: Normotermia durante 30 min, seguida de Hipotermia.

¢ Flujo de la bomba de CEC: constante y alto a 2,4 I./min/m’.
Grupo 30B, n=38

e Periodo de isquemia caliente: 60 min.

e Recirculaciéon: Normotermia durante 30 min, seguida de Hipotermia.

¢ Flyjo de la bomba de CEC: constante y bajo a 1,2 I./min/m”.
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Grupo 60V, n=38

e Periodo de isquemia caliente de 60 min.

e Recirculacion: Normotermia durante 60 min, seguida de Hipotermia.

e Flujo de la bomba de CEC: variable, en funcién del retorno venoso.

Grupo 30SRH, n=8

e Periodo de isquemia caliente de 60 min.

e Recirculacion: Normotermia durante 30 minutos, Sin Hipotermia.

e Flujo de la bomba de CEC: variable, en funcién del retorno venoso.

Grupo G 30DBT, n=8

e Periodo de isquemia caliente de 60 min.

e Recirculaciéon: Normotermia durante 30 min, seguida de Hipotermia

Material y Métodos

e Utilizacién de dobutamina (DBT) a 5 pg/Kg/min (250 pg/ml en S. Glucosado 5%)

e Flujo de la bomba de CEC: variable, en funcién del retorno venoso.

Grupos Tiempo IC | Tiempo RN | RH (15°C) Tipo de flujo | Dobutamina
30V (control) 60 min 30 min Si Variable No
30A 60 min 30 min Si Constante alto No
30B 60 min 30 min Si Constante bajo No
60v 60 min 60 min Si Variable No
30SRH 60 min 30 min No Variable No
30DBT 60 min 30 min Si Variable Si

Tabla 1. Grupos de estudio. En negtita se destaca el aspecto diferente respecto al grupo control 30V.
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3.3. Procedimientos en el Donante y el Receptor

3.3.1. Fase del Donante

Premedicacion, anestesia, pesaje y monitorizacion.

Lavado, aseptizacion y entallado del campo quirtargico.

Diseccién del cuello, localizaciéon y canulacion de carétida y yugular externa.
Laparotomia media. Localizacion y canulacion de grandes vasos.

Montaje y cebado de la bomba de CEC.

Provocacion de la parada cardiaca y periodo de 1C de 60 min.

Periodo de recirculacion (RN + RH).

Aislamiento vascular del higado, perfusion hepatica con UW, hepatectomia y cirugia de
banco.

Preservacion del injerto hepatico a 4° C e inicio de 6 horas de la IF.

3.3.2. Fase del Receptor

1.

2.

Incluye los cuatro primeros apartados descritos para el donante.

Inicio del tratamiento inmunosupresor.

Laparotomia y hepatectomia en el receptor e inicio de la fase anhepatica.
Lavado del injerto con S. Ringer a temperatura ambiente (recalentamiento).
Implante del injerto hepatico y reperfusion.

Educcién anestésica. Inicio de la analgesia postoperatoria.

Traslado del animal a la jaula metabolica y control postoperatorio diario.

Sacrificio del receptor en el quinto dia postrasplante.
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El proceso comenzo con la llegada de los animales del centro suministrador y su ubicacién
por pares en las corralinas del estabulario. Se alimentaron con pienso ecolégico y las 24 horas
previas al trasplante guardaron ayuno de pienso y libre ingesta de agua.

Los animales se premedicaron con 10 mg/kg de azaperona (Stresnil®) IM. Tras 15-20
min el animal estaba apto para ser trasladado al quiréfano, dénde se canaliz6 la vena auricular
con un catéter (Abbocath® 20) que se conect6 a una perfusion de S Glucosado al 5% a un
ritmo de infusién de 10 ml/kg/h.

La induccion anestesica se realizé6 EV con tiopental sédico (15 mg/kg), fentanilo (5
ne/Kg) y besilato de atracurio (0,5 mg/Kg). Una vez intubado, el animal se conecté a un

respirador Servo 900 D-Siemens (FiO, 50%). La anestesia se mantuvo con Isofluorane®

(CAM: 0,7-1).*"

3.3.3. Monitorizacion

En un monitor Hewlett-Packard, 78342-A se registraron las siguientes variables:
e Electrocardiograma, con dos derivaciones.
e Tension arterial cruenta, canalizando la arteria carétida por diseccion del cuello.
e Presion Venosa Central (PVC): mediante un catéter central en la vena yugular interna

localizada por diseccion del cuello.
e (Capnograffa. Se mantuvo EtCO, entre 30 y 40 mm Hg,.
e Temperatura, a través de un sensor térmico introducido hasta el eséfago.
En un aparato Transonic Systems® se midieron los flujos vasculares a nivel de:

e Arteria hepatica (AHp) y vena porta (VP).
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Foto 1. Colocacién del animal en la mesa operatoria una vez realizada la induccion anestésica.

1: Respirador Servo 900. 2: Monitor Hewlett-Packatrd. 3: Medidor de flujos vasculares Transonic-Systems.

La cirugia se inicié con la preparacion del campo quirtirgico mediante el lavado (agua y
jabon de povidona yodada), aseptizacion (solucién alcohdlica de povidona yodada -Orsan®-) y
entallado del campo quirdrgico (cuello, térax y abdomen). Se empez6 por la incisiéon en la
region lateral derecha del cuello, seccionindose el musculo Platisma colli para separar
lateralmente el musculo esternocleidomastoideo. Una vez hallado el paquete vasculonervioso
del cuello se localizaron la arteria carétida, la vena yugular interna y el nervio neumogastrico.
En la carétida se insert6 un catéter arterial 16G Arrow® (visualizacién de la curva de presion y
toma de muestras de sangre arterial) y en la vena yugular interna se introdujo una canula para la
CEC (donante), o un catéter central de tres luces (receptor) para la infusién de liquidos
endovenosos, la monitorizacion de la PVC y para la toma de muestras sanguineas y el sacrificio

del animal en el postoperatorio.
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En el donante se realizé una laparotomia mediante incision xifopubiana, la diseccién por
planos y hemostasia hasta la localizaciéon del higado. Tras verificar el buen aspecto
macroscopico del higado se diseco el pediculo hepatico donde se hallaron 1a AHp, la VP y la
via biliar (VB). Los transductores para la medicién de los flujos vasculares se colocaron en la

vena porta y la A. hepatica y se realizaron las mediciones basales. Fotos 2y 3.

Foto 2 (Arriba): Colocacién de los transductores de flujo en la vena porta (VP) y la arteria hepética (AHp).

Foto 3 (Abajo): Medicién continua de los flujos de vena porta y de artetia hepatica
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Se obtuvieron las muestras de sangre (arterial y venosa) y tejido hepatico, se administraron
3 mg/kg heparina sédica EV y después se indujo la parada cardiaca mediante 15-20 ml de CIK
2M EV. Tras verificarse la fibrilacién ventricular y la caida de presion arterial se interrumpi6 la
ventilacién mecanica, inicidindose la IC durante 60 min. A continuacion, se localizaron la vena
cava inferior y por debajo de la salida de las arterias renales se inserté una canula 28 French,
que se pinzoé hasta conectarse al circuito de CEC. Foto 4. Se procedi6 de la misma manera con
la arteria aorta, y se inserté una canula 16 French por encima de su bifurcacion. Una vez
establecidos los accesos vasculares (Vena yugular interna, Vena Cava inferior y Aorta) se
conectaron al sistema de CEC quedando el circuito cerrado. Foto 5. El sistema de CEC consto
de una bomba de rodillo no pulsatil (Stockert-Shiley®), un oxigenador de membrana (William-
Harvey H-1700, CR Bard Inc), previamente cebado con 500 mL de Ringer, 500 mL de
Gelafundina® y 250 mL de manitol al 20% (0,5 g/Kg) y un intercambiador de temperatura

(Marcusor® Sorin). Fotos 6y 7.

Foto 4 (Izquierda): Canulacién de la Aorta y la Cava Infetior
Foto 5 (Detecha): Circuito vascular constituido por la conexion al circuito de CEC de las canulas insertadas en la

vena yugular interna (VYI), la vena cava inferior (VCI) y la arteria Aorta (Ao)
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MT

Foto 6 (Izquierda): Elementos de un sistema de CEC: 1: Bomba de rodillo (BR), 2: Oxigenador de membrana
(OM), cebado con soluciones coloides, cristaloides y manitol, 3: Intercambiador de tempetatura (IT).

Foto 7 (Derecha): Sistema de CEC una vez iniciada la recirculacién mediante la aplicacién del flujo de bomba
segun la superficie corporal. En el reservorio se diferencia, en la parte superior la sangre venosa (SV), de color
mas oscuro, y en la parte inferior la sangre arterializada (SA) de color mas claro. En el monitor de temperatura

(MT) aparece la temperatura de la sangre del reservorio (izquierda) y de la superficie hepética (derecha).

Finalizado el periodo de 60 min de IC, se inici6 la RN, seguida de RH, hasta obtener 15°C
en la superficie hepatica. El higado se perfundié selectivamente con solucion UW a 4°C,
irrigaindose a través de la aorta y de la VP un litro de solucién, manteniendo ligaduras en la
arteria mesentérica superior y en la aorta supraceliaca. Se abri6 el diafragma para seccionar la
cava inferior, permitir la salida de la solucién de la perfusion hepatica y colocar hielo triturado
en la cavidad abdominal. Se abrié la vesicula biliar, se aspir6 su contenido y se lavé con
solucion de Ringer. Se inici6 la diseccion hepatica mediante:

e Seccioén del colédoco, lo mas proximo al duodeno.

e Seccidén del epiplén menor y del ligamento triangular izquierdo.

e Identificaciéon de la AHp y seguimiento hasta el tronco celiaco y éste, a su vez, en aorta

con seccion de una porcion circular de la misma.
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Identificacion y seccion de la VP en la vena cava infrahepatica, a la altura de la glandula
suprarrenal derecha. Secciéon de una porcién circular del diafragma alrededor de la vena
cava suprahepatica.
En la cirugia de banco se prepararon todas las uniones del injerto al receptor:
e Diseccion periarteriolar de la AHp, desde el tronco celiaco hasta su bifurcacion.
e Diseccion y liberacion de todo el tejido periportal innecesario.
e Exéresis de todos los ganglios linfaticos del hilio hepatico.
e lavado cuidadoso de la VB con perfusion de suero fisiologico.
e Diseccion de la vena cava infrahepatica y ligadura de la vena suprarrenal derecha.
e Diseccion de la vena cava suprahepatica, exéresis del diafragma y ligadura de las venas
diafragmaticas.
e Comprobacion de la indemnidad vascular por inyeccion de suero fisiologico a través de
un catéter y ligadura (Seda 3/0) de las fugas por colaterales.
e Preservacion del higado durante 6 horas, con solucion UW a 4°C.

e Sutura de la laparotomia, introduccién del animal en un doble saco de plastico y

deposito en congelador. Recogida por un servicio especial para incineracion.

En el receptor se realizé la sedacion, anestesia, monitorizacion y aseptizacion del campo
quirdrgico, asi como la hidrataciéon pre-reperfusion (Ringer 500 ml, Gelafundina® 500 ml) y
post-reperfusion (Gluc 5%: 15 mL/Kg/hora), inmunosupresion (250 mg de metilprednisolona

pre y post-reperfusion) y antibioterapia (1 g de Cefonicid pre-reperfusion).
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3.3.4. Técnica quirdrgica
e Laparotomia en “J” y seccién del ligamento falciforme hepatico.

e Diseccion y ligadura de AHp, VP y VB seccionando el conducto hepatico comun en la

unién del cistico con el colédoco.
e Diseccion de AHp derecha, izquierda y comun (unién con la A. gastroduodenal).
e Diseccion de VP y de vena cava infra y supra y retrohepatica.

e Seccidn vascular en el siguiente orden: vena cava infrahepatica, VP lo mas proximal al
higado y venas suprahepaticas, al ras del parénquima hepatico, colocando previamente

un clampaje en la vena cava suprahepatica.

e No se requiri6 by-pass veno-venoso para el retorno venoso mesentérico.
Tras las 6h de IF a 4°C, el higado se irrigb a través de la VP con 500 mL de Ringer a

temperatura ambiente y se inicié el implante segun el siguiente orden:
e Anastomosis de la vena cava suprahepatica.
e Anastomosis de la VP: al ser completada se produjo la reperfusion.
e Anastomosis de la vena cava infrahepatica.
e Anastomosis de la AH: en la bifurcacion con la arteria gastroduodenal.
e Todas las suturas vasculares se realizaron de forma continua con Prolene®.
e Anastomosis de la VB con sutura término-terminal entre el colédoco del injerto y el

colgajo coledocal del receptor, colocaciéon de un tutor interno y cierre de la vesicula

biliar a nivel del fundus.

e Cierre abdominal y del cuello por planos previa ligadura de la arteria carétida y fijacion

de la via central al dorso con sutura de seda.
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Al finalizar la cirugfa se interrumpié la hipnosis, se administré analgesia (10 mg de
buprenorfina IM) y se extub6 al animal al verificar la ventilacién espontanea y mantener un
EtCO, inferior a 35 mm Hg. FEI animal fue depositado en una corralina individual sobre la
parte templada del suelo en decubito lateral derecho. El acceso al agua se produjo en cuanto el
animal consiguié incorporarse. Tras las primeras 24 horas se inicié dieta a base de yogur y
pienso. Se continud la analgesia con buprenorfina EV y la inmunosupresiéon con Ciclosporina
A, VO, a dosis de 20 mg/Kg/dfa.

Al quinto dia del trasplante se extrajo sangre venosa, después se administraron 500 mg de
tiopental sédico y se reabri6 la laparotomia. Se valoré6 el aspecto del higado, la presencia de
liquido intrabdominal (hematico, seroso, bilioso) o cualquier otra anomalia y se comprobé el
latido de la AHp. Tras sacrificar el animal con 20-30 mEq de CIK EV, se obtuvo un I6bulo

hepatico junto con el hilio que se preservo en formol. El cadaver se congel6 hasta su recogida.

3.4. Tiempos de Estudio

Tiempo 1: Basal (B). Inmediatamente después de realizarse la anestesia.

Tiempo 2: Final de la IC (FIC). Traduce el dafio tras 60 min de IC.

Tiempo 3: Final de la RN (FRN). Traduce el efecto de la RN sobre el injerto hepético. Las
determinaciones se realizaron en el minuto 30 de la RN para todos los grupos y en el minuto
60 de la RN en el grupo 60V. Las determinaciones hemodinamicas (flujo de bomba, AHp y
VP) durante la RN se determinaron cada 2 min y se evaluaron a los 5, 15 y 30 min para todos
los grupos y en el grupo 60V ademas se recogieron a los 45 y 60 min.

Tiempo 4: Final de la RH (FRH). Al alcanzar 15° C en la supetficie hepética.
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Tiempo 5: 60 min post-reperfusion (PRP). Valora el efecto de la IR 60 min después de la
reperfusion y la funcién inmediata del injerto.
Tiempo 6: Segundo dia post-trasplante (2D). Valora la funcién precoz.

Tiempo 7: Quinto dia post-trasplante (5D). Valora la funcion tardia del injerto.

Fase Donante

Fase anhepética | Fase Receptor

Anestesia \ Parada IC RN RH IF RC RP ®
Monitorizacion ECardiaca

I 60 min 30 6 60 min 15°C 6h
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

5,15, 30, 45, 60 min 60 min 2D 5D

Figura 1. Representacion esquematica del experimento. El injerto hepético se obtiene de un donante al
que se le produce una parada cardiaca. Tras 60 min de ausencia de circulaciéon y oxigenacién (periodo de
Isquemia Caliente: 1C) se inicia una petiodo de recirculacion con un sistema de detivacion cardiopulmonar en
dos fases, la primera a 37°C, o fase de Recitculacién Normotérmica, (RN) que dura 30 o 60 min, segin el
gtupo de estudio, y la segunda, o fase de Recirculacién Hipotérmica (RH), con enfriamiento progtesivo, hasta
conseguir 15°C de temperatura en la superficie hepatica. Finalizada ésta, el higado se aisla de la circulaciéon y
se preserva a 4°C en solucion de la Universidad de Wisconsin, denominandose este periodo de Isquemia Fria
(IF): Transcurridas 6 horas, el injerto se reperfunde con suero caliente (fase de Recalentamiento: RC) y se
inicia el implante en el receptor. Tras concluir las anastomosis vasculares se produce la reperfusion del 6rgano
(RP). El injerto se evalia en situacion basal (T1), al final de la isquemia caliente, para conocer la repercusioén
de esta noxa sobre el higado (T2 0 FIC), durante la RN (determinaciones a los 5, 15 y 30 min, si la RN dura
30 min, y a los 45 y 60 min si la RN dura 60 min, para valorar la hemodinamica hepitica y la bomba de
derivacion cardiopulmonar, asi como al final de la RN (T3 6 FRN), y de la recirculacién hipotérmica (T4 0
FRH), para determinar el efecto metabdlico de la recirculacion sobre la reversion de la lesién causada por la
isquemia caliente. Una hora después de la reperfusion se analiza la repercusion de la lesién por isquemia-
reperfusion (T5 0 PRP). Finalmente, al segundo y quinto dia postrasplante (T6 0 2D y T7 0 5D) se realizan
determinaciones para conocer la funcién hepatica inmediata postrasplante, concluyendo el experimento con

el sacrificio del animal (@) al quinto dfa postrasplante.
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3.5. Variables de Estudio

3.5.1. Caracteristicas morfomeétricas

Objetivo. Estudiar la homogeneidad de los sujetos de estudio en cada grupo.

Variables medidas. El peso de los animales, en Kg.

Variables calculadas. La superficie corporal, en m’, aplicando un nomograma pediatrico.
Método/muestras. Pesada en una balanza de estabulario.

Tiempo de medicion. Basal (T1), tras verificarse una sedacion efectiva.

3.5.2. Flujo de bomba

Objetivo. Estudiar la evolucion del flujo de bomba en funcion del tipo y magnitud de flujo
aplicado. Flujo variable en funciéon del retorno venoso y flujo constante alto y bajo durante
todo el periodo de recirculacion.
Variables medidas
¢ Flujo de bomba. El débito de la bomba de CEC aplicado durante la recirculacion.
e Volumen de fluidos afiadidos durante la fase de RN y de RH. Los requerimientos de
volumen durante la recirculacién se compensaron con la adicion de coloides y

cristaloides al 50% siempre que el nivel del reservorio descendi6 por debajo de 200 ml.

e Tiempo de FRH. Hasta alcanzar los 15°C de temperatura en la superficie hepatica.
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Variables calculadas

e Grupos de flujo constante: Para conocer el débito de bomba (en ml./min) que debia
aplicarse a cada caso segin se multiplico la superficie corporal por el valor fijo de flujo
de bomba.

Flujo de bomba aplicado al grupo con flujo constante alto = [2,4 L/min/m?] x SC (m?)

Flujo de bomba aplicado al grupo con flujo constante bajo = [1,2 L/min/m?] x SC (m?)

e Grupos de flujo variable: Para conocer el flujo de bomba corregido por la superficie
corporal (L/min/m? se dividieron los valores del flujo de bomba en la serie de cada
animal por su superficie corporal.

Flujo de bomba corregido por SC = Flujo de bomba (mL/min)/SC (m?)

¢ Flujo de bomba medio corregido por la SC. Para evaluar el valor pronéstico del flujo
de bomba en los grupos de flujo variable, excepto el grupo 30DBT, se calcul6 el flujo
de bomba medio como valor tnico por caso mediante la inclusién de todos los valores
del flujo de bomba registrados durante la RN

Método/Muestras. El valor del flujo de bomba se obtuvo continuamente de la medicion
visualizada en la pantalla de la bomba de rodete. Se realizaron calibraciones peridédicas de la
bomba.

Tiempos de medicion. Las mediciones se registraron de forma continua cada 2 min durante
la RN. Para los célculos se utilizaron las mediciones obtenidas en los minutos 5, 15 y 30 de la
RN (45 y 60 en el grupo 60 V) y al finalizar la RH (T4). Para los calculos del flujo de bomba

medio se incluyeron todos los datos obtenidos durante la RN.
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3.5.3. Hemodinamica hepatica

Objetivo. Describir el comportamiento de los flujos vasculares hepaticos en funcién del tipo
de flujo de bomba aplicado y su evolucién en el tiempo durante la recirculacion.
Variables medidas
e Flujo de la arteria hepatica (FAH): en mL/min, mediante un transductor de 3 mm.
e Flujo de la vena porta (FP): en mL/min, mediante un transductor de 5 mm.
Variables calculadas
Los flujos vasculares medidos se corrigieron por la superficie corporal de cada animal.
e Flujo arterial hepatico (FAH) en L./min/m”.
¢ Flujo portal (FP) en I./min/m”.
e Flujo de vena suprahepatica (VSH) o hepatico total (FHT). Mediante la suma del flujo
arterial y portal.
FHT = FP + FAH, en L/min/m?.
Método/Muestras: Ultrasonografia. El tiempo que tardan los ultrasonidos emitidos en
atravesar un flujo laminar en un vaso de didmetro conocido, permitié6 determinar el flujo
sanguineo en tiempo real.
Tiempos de medicion. Basal, durante la RN en los minutos 5, 15 y 30 (45 y 60 en el grupo

60V) y FRH (T4).
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3.5.4. Metabolismo hepatico del oxigeno

Objetivo. Valorar la eficacia de la recirculacion para mantener el metabolismo aerobio.
Variables medidas. Hemoglobina (Hb), Presion parcial de oxigeno (pO,), Saturacion de
oxigeno (S8a0,), Flujos de A. hepatica y V. porta.
Variables calculadas
e Contenido de oxigeno de la sangre de AHp (CaO,), VP (CpO,) y VSH (CvshO,): se
calcularon mediante la siguiente férmula:
Contenido de oxigeno = pO, x 0,0023 + [Hb x (Sat O,/ 100) x 1,31]
e Aporte de oxigeno hepatico (HDO,): dependiente del contenido aferente de oxigeno
aportado por el flujo de AHp y VP.
HDO, = [Ca0, x flujo arterial hepatico] + [CpO, X flujo portal]
e Consumo de oxigeno hepatico (HVO,): se calcul6 restando al aporte el resultado del
contenido eferente de oxigeno obtenido en el flujo de VSH.
HVO, = HDO, - [CvshO, X flujo vena suprahepética]
e Cociente de extraccion hepatica de O, (HO,ER): Relacion entre el consumo y el aporte
de oxigeno, expresado en porcentaje.
HO,ER= [HVO,/HDO,] x 100
Método/Muestras. Se tomaron muestras de sangre arterial sistémica, portal y de vena
suprahepatica y se conservaron a 4°C. Las jeringuillas se impregnaron previamente con
heparina sédica. Se procesaron en un analizador de gases Ciba Corning ®.
Tiempos de medicion. Basal, durante la RN en los minutos 5, 15 y 30 (minuto 60 en el grupo

60V) y FRH (T4).
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3.5.5. Marcadores de la lesion hepatocelular

Objetivo. Evaluar la evolucion de la lesién hepatocitaria y la accion de la recirculacion.
Variables medidas. Se determinaron las aminotransferasas: ALAT y ASAT.
Método/Muestras. Se midi6 la concentracion catalitica en suero mediante espectrometria en
un analizador Dax (Bayer-Technicon). La ALAT y la ASAT se utilizan habitualmente para
determinar la extension de las lesiones por isquemia, preservacion y reperfusion. El incremento
de la actividad sérica de ALT y AST se inicia poco después de la reperfusion y suele ser
proporcional al dafio sufrido. En las primeras 24 h postrasplante aumenta entre 4 y 5 veces el

. . 0
valor basal incluso en casos no complicados.”” "

Tiempos de medicién. Basal (T1), FRN (T3), PRP (T5), 2D (T6) y 5D (I7).
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3.5.6. Marcador de la lesion endotelial

Objetivo. Evaluar la lesién del endotelio sinusoidal hepético y la accién de la recirculacion.
Variables medidas. Concentracién de acido hialurénico (AH) obtenido en sangre arterial
sistémica y en VSH simultaneamente.

Variables calculadas

e Extraccion Hepética de Acido Hialurénico. Representa el aclaramiento de AH y se
obtiene del cociente entre la diferencia arterio-venosa de AH (EHAH) y la
concentracion arterial. Se expresa en porcentaje.

EHAH = [(AH art— AH vsh)/AH art] x 100
Método/Muestras. Mediante ELISA en el suero de sangre arterial sistémica y de VSH.

El 4cido hialurénico es un glucosaminoglicano sintetizado por las células
mesenquimatosas y forma parte de la matriz de los todos los tejidos de la economia
constituyendo parte del “esqueleto tisular”. En el proceso de recambio celular se degrada
pasando via linfatica a la sangre desde doénde es captado mayoritariamente por la célula
endotelial hepatica mediante un receptor de membrana especifico. Su semivida plasmatica es
muy corta (2,5 — 5 min) y su concentraciéon en el plasma refleja la funciéon endotelial. El
aclaramiento depende de la concentracién plasmatica™ y en el trasplante hepético se ha
utilizado como valor predictivo del buen funcionalismo del injerto.”*** La EHAH es un buen
indice de la funciéon endotelial. Un resultado positivo indica funcién endotelial conservada y y
un resultado negativo indica una funcién endotelial dafada.

Tiempos de medicion. Basal (T1), FRN (T3) y PRP (T5).

109



Material y Métodos

3.5.7. Marcadores del estado energético hepatico

Objetivo. Evaluar el metabolismo energético celular durante las distintas fases del trasplante.
Variables medidas. Nucledtidos de adenina (ATP, ADP, AMP) y sus metabolitos de
degradacion (xantina, hipoxantina) en un homogeneizado de tejido hepatico.
Variables calculadas.
e Los resultados de cada nucleétido en cada tiempo del estudio se dividieron por el valor
basal y se expresaron como fraccion de 1, que fue el valor basal asumido.

Nucledtido corregido = Nucledtido TX/ Nucleétido basal

e la Carga Energética se calculd segin la ecuacién de Atkinson y se expresé como
fraccion de 1, al dividirse por el valor basal.

Carga Energética: CE [ATP + (0,5 x ADP)] / [ATP + ADP + AMP].
Método/Muestras. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Las biopsias de tejido
hepitico se sumergieron en N2 liquido (—170° C) inmediatamente después de su obtenciéon en
fresco y se conservaron a —70°C. Una vez descongeladas, se homogeneizaron (Polytron®) y se
centrifugaron dos veces, para separar los diferentes componentes celulares. El sobrenadante se
eluy6 en una columna de cromatografia de fase inversa (longitud: 20 cm, didmetro interno: 0,4
cm, empaquetada con NUCLEOSIL C18, de 5 um de diametro de particula (Teknokroma),
donde se produjo la separaciéon de las diferentes moléculas. La concentraciéon de cada
nucleétido (Mmol/mlL) se calculé del area bajo la curva de cada pico del cromatograma, al

compararla con la de su estandar calibrado (Sigma®, St Louis. Mi. USA).

Tiempos de medicion. Basal (T1), FIC (T2), FRN (T3) y PRP (T5).
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3.5.8. Histologia hepatica

Objetivo. Determinacién morfologica del dafio hepético.
Variables medidas. Se estudiaron siete variables cualitativas.

e Endotelitis. Es la aparicién de lesiones destructivas del endotelio vascular venoso
hepatico (portales y hepaticas) y se caracteriza por infiltraciéon subendotelial por
linfocitos. El mecanismo de la lesiéon es inmunolégico y se observa tanto en procesos
infecciosos (hepatitis) como en casos de rechazo agudo. Se establecieron dos
categorias: 0 = ausencia, 1= presencia.

¢ Dilatacion sinusoidal. Es la congestion del sinusoide hepatico, que se traduce en un
aumento del calibre del mismo. Se establecieron cuatro categorias: 0= ausencia, 1=
leve, 2= moderada, 3= severa.

e Infiltracion leucocitaria sinusoidal. En el sinusoide hepatico existe una cierta
cantidad de polimorfonucleares (PMN) y linfocitos proporcional a la cantidad
circulante en sangre. La infiltracién excesiva por PMN traduce la lesion por isquemia-
reperfusién. Se observan focos de necrosis hepatocitarios asociados a acumulos de
PMN (microabscesos). Se establecieron tres categorfas: 1=leve, 2= moderada, 3=
severa.

e Infarto. Es una zona de necrosis por oclusién vascular (arterial: isquémico, venoso:
congestivo). Su distribucién puede ser muy variable. Se establecieron dos categorfas:
0= ausencia, 1= presencia.

e Disociacion hepatocitaria. Es la pérdida de la morfologia tipica y la cohesion
hepatocitaria debido a la isquemia. El edema provocado por la lesién en la membrana

citoplasmatica del hepatocito causa abombamiento, pérdida de la forma poligonal y de
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la alineacion, aumentando el espacio entre ellos y las células endoteliales. Es la lesion
previa a la necrosis centrolobulillar. Se establecieron 4 categorias: 0= ausencia, 1= leve,
2= moderada, 3= severa.

e Necrosis isquémica centrolobulillar. Es la muerte celular a causa de la isquemia.
Aparece en los hepatocitos mas alejados de las zonas de aporte vascular, generalmente
los proximos a la vena centrolobulillar. Se establecieron dos categorfas en funcion del
porcentaje de necrosis observado: 1< 50%, 22 50%.

e Colangitis isquémica. La lesién inmunoldgica inicial finalmente necrosa la pared
biliar. El acumulo de detritus necréticos, la inflamacién y el material biliar acaban
obstruyendo la luz de los conductos biliares de pequefio y gran tamafio y se produce de
forma reactiva edema portal, inflamacién cronica y proliferacion colangiolar periportal.
Se establecieron dos categorfas: 0 = ausencia, 1= presencia.

Variables calculadas

e Area de necrosis media. Es una variable cuantitativa que se obtiene a partir de un
corte representativo de parénquima. Se mide el area de tejido necrético presente en un
campo de 15,45 mm?2 utilizando el programa de analisis de imagen MIP de CID
(Barcelona) con un microscopio luminico Olympus BH2 conectado mediante una
camara de video a un ordenador. Las dreas necroticas se dibujan en un tablero
digitalizador utilizando camara clara y puntero luminoso. Los resultados se expresan
como porcentaje de area necrotica respecto al area no necrética. La distribucion del
area necrética es desigual, ya que se afectan mayoritariamente las zonas periféricas
respecto a las centrales, por lo tanto el hallazgo de la lesiéon en mayor o menor cuantia

dependera de la zona biopsiada.
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Método/Muestras. La histologia hepatica se determind por visualizacién directa al
microscopio 6ptico. Después del sacrificio del animal, se tomé un lébulo hepatico que
incluyese el hilio y se conservé en formol al 3% hasta su procesamiento. Inicialmente la
muestra se incluyé en parafina con un procesador de tejido Citadel 2000 de Shandon. Los
bloques se cortaron con un microtomo de rotacién (Reichert-Jung 2035) en laminas de 3
micras de espesor y tras la desparafinacion, se tifieron con hematoxilina-eosina y se visualizo al
microscopio. Se excluyeron aquellos casos que fallecieron antes del 5° dfa y las muestras con
conservacion defectuosa.

Tiempos de medicion. 5D (T7).
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3. 5. 9. Estudio de la supervivencia

Objetivo. Evaluar de forma global la funcién primatria del injerto.

Variables medidas. Variable cualitativa con dos categorias: supervivencia 5° dia: Si o No.
Variables calculadas. La proporcién entre supervivientes tespecto al total de casos por
grupo, expresado en porcentaje.

Método/Muestras. La evolucién de cada caso segin cada grupo.

Tiempos de medicion. (T7).

3.5.10. Valor proncostico precoz del flujo de bomba y hemodinamica hepatica

Objetivo. Conocer si existe un valor del flujo de bomba, del flujo arterial y portal hepatico con
valor prondstico precoz sobre la viabilidad del injerto hepatico.

Variables medidas. Flujo de bomba, flujo arterial hepatico y flujo portal.

Variables calculadas. El flujo medio de bomba, arterial hepatico y portal segun la superficie
corporal. Los flujos vasculares se refirieron a su valor basal y se expresaron en porcentaje.
Método/Muestras. Se analizaron los animales de los grupos de flujo de bomba vatiable (30V,
30SRH, 60V) y se dividieron en dos categorfas: supervivientes y no supervivientes. Para todos
los grupos se incluyeron los valores obtenidos durante la RN. Se excluy6 el grupo 30DBT por
la posible interferencia de la dobutamina sobre la hemodinamica hepatica.

Tiempos de medicion. Los flujos se registraron cada dos minutos durante toda la RN.

En la Tabla 2 se muestran las variables del estudio, medidas y calculadas, con el tipo de

muestra utilizada, el método de determinacion y los tiempos de estudio.
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CEC Hemodinamica Metabolismo de Lesion Lesion Estado Histologia Supervivencia
hepatica Oxigeno hepatocelular endotelial energético
Variables Flujo bomba Flujo arterial pO2 ALAT Acido ATP, ADP, AMP, Endotelitis En dias
medidas Volumen de hepatico Saturacion O; ASAT Hialurénico xantina, Inflamacion
fluidos Flujo portal Hemoglobina (AH) hipoxantina Necrosis
Tiempo RH Colangitis
Variables Flujo alto Flujo Contenido O, No Extraccion Carga Area No
calculadas Flujo bajo hepatico HDO,, HVO, Hepatica energética Necrética
Flujo bomba total HO;ER AH Media
Tipo muestra A. hepatica Sangre arterial Suero Suero Tejido Tejido hepatico Animal
Vena Porta Sangre venosa hepatico Receptor
Bomba CEC
Método Ultrasonografia Amperomettia Espectrometria EIA HPLC Microscopia Valoracién diaria
()ptica
Tiempos de T1, RN (5, 15, T1, RN (5, 15, 30, T1, RN (5, 15, 30, T1,7T3,T5, T1,T3yT5 T1,T3yT5 7 7
estudio 30, 45, 60 min) 45, 60 min) T4 45, 60 min) T4 T6, T7
T4

Tabla 2. Variables de estudio y tiempos de medida. CEC: Circulacion extracorpérea, RN: Recirculacion Normotérmica, RH: Recirculacion Hipotérmica, ALAT:

Alaninaaminotransferasa, ASAT: Aspartatoaminotransferasa, AH: Acido Hialurénico, ATP: adenosin trifosfato, ADP: adenosin difosfato, AMP: adenosin monofosfato, HDO2:

Aporte de oxigeno hepitico, HVO,: Consumo de oxigeno hepitico, HO2ER: Cociente de extraccién hepatica de oxigeno, EIA: Enzimoinmunoanilisis, HPLC: Cromatografia

liquida de alta resolucién. T1: tiempo basal, T2: post 60 min de IC, T3: post 30 o 60 min de RN, T4: final de la RH, T5: 60 min post-reperfusion, T6: 2°dia , T7: 5° dia postrasplante.
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3.6. Anadlisis Estadistico

Las variables cualitativas (supervivencia y variables histologicas) se expresaron como
porcentaje de casos respecto al total. Para la comparacion estadistica se utilizo la prueba de 2,
con la prueba exacta de Fisher.

Las variables cuantitativas se expresaron como media y desviacion estandar. Para el
analisis comparativo de las diferencias intra-grupo de las variables cuantitativas se utilizaron las
pruebas no paramétricas de Friedman y de Wilcoxon. El analisis comparativo intergrupos de las
variables cuantitativas en el estudio sobre el uso de tres tipos de flujo de bomba se realiz6 con
el analisis de la varianza (ANOVA) y se aplicé el contraste post-hoc de Bonferroni. En estas
comparaciones los resultados significativos se expresaron como intervalo de confianza del 95%
(IC 95%). En las comparaciones restantes se aplico la prueba no paramétrica de la U de Mann-
Whitngy. Se considerd un resultado estadisticamente significativo para un valor de p<0,05. El
analisis comparativo de los flujos medios totales de bomba, de arteria hepatica y de porta se
realiz6 mediante la prueba paramétrica de la t de Student. Para la comparacion de los valores
medios del flujo de bomba, flujo arterial y flujo portal del grupo 60V respecto a la primera y
segunda etapa de la RN se utilizé la prueba paramétrica de t de Student para medidas repetidas.

El analisis del valor prondstico se realizé con las curvas ROC de rendimiento diagndstico.

% k kR ok ok ok ok ok ok
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4.1. Aplicacion de Tres Tipos de Flujo de Bomba Durante la Recirculacion

4.1.1. Morfometria

Grupo n SC (m?) Peso (Kg)

30V 10 1,01 + 0,007 28,6+32
30A 8 0,98 + 0,006 271427
30B 8 1,05 % 0,009 292 +3,1

Tabla 3. Caractetisticas motfométricas de los animales de estudio. Grupo 30V: grupo control. Grupo 30A: grupo
con flujo de bomba alto. Grupo 30B: grupo con flujo de bomba bajo. N: casos por grupo, SC: supetficie corporal

en metros cuadrados (m?). Peso en kiilogramos (KKg). Resultados en media + desviacién estandar.

4.1.2. Supervivencia

Grupo n Vivos/Muertos Supervivencia (%)
30V 10 8/2 80

30A 8 5/3 62,5

30B 8 3/5 37,5

Tabla 4. Se muestra la supervivencia al quinto dia postrasplante en los grupos de estudio. N: casos por grupo.
Vivos/Muertos: casos supetvivientes y casos no supervivientes al quinto dia postrasplante. Supervivencia:

porcentaje (%) de casos supervivientes respecto al total de casos en cada grupo de estudio.

La supervivencia del grupo 30V fue la mas alta de todos los grupos de estudio, seguida
por la del grupo 30A y la menor correspondié al grupo 30B, aunque no se hallaron diferencias

significativas entre ellos.

119



Resultados

4.1.3. Flujo de Bomba y Hemodinamica Hepatica Durante la Recirculacion

4.1.3.1. Flujo de bomba

Grupo n F Bomba F Bomba F Bomba F Bomba
P 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
v
30 10 2,70+0,53 325+1,044 239 +0,704 1,66 £023 &
30A
8 237+ 0,12 237 +0,12% 237 + 0,12 237 +0,12%
30B
8 1,18 £ 0,064 & 1,19+ 0,064 & 1,194006M& 1,19+006M&

Tabla 5. Flujo de bomba a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de la recirculaciéon
hipotérmica (FRH), en media * desviacién estandar (I./min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo, * p< 0,05 30V vs 30A,
A p= 0,05 30V vs 30B, &% p= 0,05 30A vs 30B. n: casos por grupo.

Flujo de bomba

—=— 30V
& 30A
~*--30B

L/min/m?

Figura 5: Flujo de bomba, iniciado tras 60 min de asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica y
al final de la recirculacién hipotérmica (FRH) en L/min/m?. a: p< 0,05 intra-grupo, b: p< 0,05 30V vs 30A, C: p<

0,05 30V Vs 30B, d: p< 0,05 30A vs 30B.
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La evolucién en el tiempo de recirculacion mostré un comportamiento diferente entre
el grupo 30V (de flujo variable) y los grupos 30A y 30B (de flujo constante). En 30V se
produjo un incremento progresivo del flujo de bomba (FB), con un valor méaximo al minuto 15
de la RN (Z= -2,1; p=0,036) A continuacion, el flujo descendié progresivamente y se obtuvo
el valor minimo al final de la RH (p=<0,05 respecto a todos los tiempos durante la RN). Los I'B
fueron estadisticamente diferentes entre cada uno de los tiempos (p< 0,05). En los grupos de
flujo constante, por definicion, no hubo variaciones intra-grupo. L.a comparaciéon multivariante
inter-grupos mostro6 diferencias significativas entre los diferentes tiempos en todos los grupos
durante la RN y el FRH (p<0,001 en todos los tiempos). El contraste post-hoc con la prueba de
Bonferroni mostro las siguientes diferencias significativas.

FBs: 30V/30B (1,10-1,94) y 30A/30B (0,74-1,63)
FB,s: 30V/30A (0,07-1,68), 30V /30B (1,25-2,82) y 30A/30B (0,33-2,03)
FB: 30V/30B (0,65-1,74) y 30A/30B (0,60-1,75)

FBrry: 30V/30A (-0,92 v -0,5), 30V/30B (0,28-0,7) y 30A/30B (0,98-1,42)

4.1.3.2. Fluidoterapiay tiempo de enfriamiento

Volumen Volumen Tiempo
Grupo n RN RH FRH
30v 10 120,3 = 209,7 ¢ 455+ 1723 ¢ 17,10 £ 5,11
30A 8 162,51 176,7 ¢ 487 £ 235,64 18,75+ 5,37
30B 8 25 £70,7 100 £ 192,77 M & 20,38 £ 2,83

Tabla 6. Fluidoterapia afiadida durante la recirculacién normotérmica (Volumen RN) e hipotérmica (Volumen
RH) en mL. Tiempo utilizado hasta la obtencién de 15°C en la superficie hepatica o final de la recirculacién

hipotérmica (Tiempo FRH), en minutos. Resultados en media * desviacion estindar. N: casos por grupo.

¢ p< 0,05 intra-grupo Volumen RN V$ Volumen RH. & p= 0,05 30V vs 30B, & p< 0,05 30A vs 30B.
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La comparacién intra-grupo mostré que el volumen afiadido durante la RN fue
superior al de la RH para 30V (Z2=-2,58; p=0,010) y 30A (Z=-2,410; p=0,016). En la
comparacién inter-grupos no se hallaron diferencias respecto al volumen afiadido durante la
RN, aunque 30B fue el de menor cuantia; en cambio durante la RH el volumen afadido fue
inferior en 30B que en 30V (p=0,003; IC 95% 110,5-599,4) y a 30A (p=0,002; IC 95% 129,8-

645,1). No se observaron diferencias inter-grupos respecto a la duracion de la RH.

4.1.3.3. Flujo arterial hepético

Tab . . .
FAH 5 min FAH 15 min FAH 30 min

Grupo n
la 7. p FAH Basal RN RN RN FAH FRH
Fluj

30V 10 176,5 + 80,7 159,6 + 66,5 176,0 £ 72,5 156,3 + 93,6 132,1+ 75,3
o (100%) (90%) (100%) (88%) (83%)
arter | 30A 140,2 + 34,1 152,0 + 48,1 174,4 52,6 178,7 + 62,4 136,8+ 44,5
il (100%) (108%) (120%) (127%) (97%)
1a

30B 8 1845+ 1728 552437246 M& 73612696 M&% T23+£2666% (624L3316A%
hep (100%) (29%) (39%) (39%) (33%)
atic

o (FAH): basal, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de la recirculacién hipotérmica
(FRH), en media + desviacién estindar (mL./min/m?). Entre patréntesis, el FHA dividido por su valor basal y
expresado en porcentaje. ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal. * p< 0,05 30V vs 30A, & p=< 0,05 30V vs 30B, & p< 0,05
30A vs 30B. N: casos por grupo.

Durante la recirculacion el flujo arterial hepatico (FAH) dependi6 de la magnitud del
flujo de bomba utilizada. Los grupos 30V y 30A recuperaron valores similares al basal durante
la RN, descendiendo ligeramente al final de la RH. LLa comparacion intra-grupo no mostro
diferencias significativas durante la RN en 30A respecto a los distintos tiempos, aunque si se

obtuvieron diferencias significativas en los flujos obtenidos a los 15 y 30 min de la RN

respecto al FRH (p<0,005). En el grupo 30B los flujos arteriales fueron inferiores respecto al
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basal durante toda la recirculacion (p<0,05). El analisis inter-grupos mostré que el FAH en
30B fue inferior a 30V y 30A durante la RN y la RH. El contraste post-ho¢ con la prueba de
Bonferroni mostr6 las siguientes diferencias significativas.

FAH 5: 30V/30B: (38,8-169,8), 30A/30B: (27,7- 165,8)

FAH ;5: 30V/30B: (33,8-170,8), 30A/30B: (28,5- 172,9)

FAH ,: 30A/30B: (16,6- 196,1)

FAHgz,: 30V/30B: (0,85-138,4), 30A/30B: (1,8- 146,8)

Flujo arterial hepatico

300-
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--e-- 30A
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Figura 6. Flujo arterial hepatico (mL/min/m?): basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién
normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH). a: p<0,05 intra-grupo V§ basal, b: p< 0,05 30V vs
30A, ¢: p< 0,05 30V vs 30B, d: p< 0,05 30A vs 30B.
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4.1.3.4. Flujo Portal

Grupo n FP FP FP FP FP
Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH

30V 10 639,1+1386 2425+1080e 287,2+169,4¢ 3273+212,63¢ 2319+1336¢

(100%) (37%) (45%) (51%) (36%)

30A 8  5330+146,7 300,1 133,76 37872151 362,9 +196,2 3264+ 116,44
(100%) (56%) (70%) (67%) (61%)

30B 8 712742991  187,7+91,5¢ 2063+ 10136 1943 +91,0¢  180,4+ 5644 %
(100%) (26%) (28%) (27%) (25%)

Tabla 8. Flujo portal (FP): basal, a los 5, 15 y 30 min de tecitculacion normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media £ desviacién estindar (mL/min/m?). Entre paréntesis, el resultado del
FP durante la recirculacién, dividido por su valor basal y expresado en porcentaje. ¢ p=< 0,05 intra-grupo VS basal,

% p= 0,05 30A vs 30B. N: casos por grupo.

Flujo Portal
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Figura 7. Flujo portal (mL/min/m?): basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de tecitculaciéon normotérmica y

al final de la recirculacién hipotérmica (FRH). a: p< 0,05 intra-grupo Vs basal; d: p< 0,05 30A vs 30B.
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El flujo portal se afect6 por la magnitud del flujo de bomba. Tras el inicio de la RN los
grupos 30V y 30A incrementaron progresivamente el flujo portal. El grupo 30A consiguié
mayor recuperacion respecto al basal que el grupo 30V, en el cual los flujos portales fueron
inferiores al basal durante toda la recirculacién (p<0,05) y mostré menor variabilidad en el
tiempo a partir del minuto 15 de la RN, ya que solo los flujos obtenidos a los 5 min y al FRH
fueron significativamente inferiores respecto al basal. El grupo 30B, solo fue capaz de
recuperar entre un 28% y un 25% del valor basal con valores significativamente inferiores a
éste durante la RN y el FRH (p<0,05). La comparacion inter-grupos y el contraste post-hoc solo
presentaron diferencias significativas al final de la RN entre 30A y 30B.

FPeryy: 30A/30B: (0,8- 138,4)

4.1.3.5. Flujo hepatico total

Grupo n FHT FHT FHT FHT FHT
Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH

30V 10 815641505  402,1£115,6¢ 4633+£169,06 483724466 3639+ 148,16

(100%) (49%) (56%) (59%) (44%)

30A 8 67324517 45211213 553,1 + 2249 541742125 4632+ 13224
(100%) (67%) (82%) (80%) (68%)

30B 8 897242283 2429+1243e* % 280,0 £ 11846& 266,6+107,36% 2429+ 8524 %
(100%) (26%) (31%) (29%) (26%)

Tabla 9. Flujo hepitico total (FHT): basal, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de
la recirculacion hipotérmica (FRH), en media + desviacion estindar (mL/min/m?). Entre paréntesis, el FHT
durante la recitculacién, dividido por su valor basal y expresado en potcentaje. ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal. * p<

0,05 30V vs 30A, & p< 0,05 30A vs 30B. N: casos por grupo.
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Flujo hepatico total
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Figura 8. Flujo hepatico total (mL/min/m?: basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién
normotérmica (RN) y al final de la recirculacion hipotérmica (FRH). a: p< 0,05 intra-grupo VS basal, b: p< 0,05
30V vs 30A, d: p< 0,05 30A vs 30B.

Durante la recirculaciéon el flujo hepatico total (FHT) se vio afectado por la magnitud
del flujo de bomba aunque los grupos 30V y 30A mostraron una recuperaciéon superior al
grupo 30B. La comparacion intra-grupo mostré que el basal fue significativamente superior al
obtenido durante toda la recirculaciéon en 30V (p=0,000) y 30B (p=0,000). El grupo 30A solo
mostro diferencias a los 5 min de la RN y al FRH. El analisis inter-grupos y el contraste post-hoc
mostraron que el FHT en 30B fue significativamente inferior a 30A durante la RN y RH.
FHT,: 30A/30B: (12,1-3006,3)

FHT,;: 30A/30B: (45,9-500,3)
FHT,: 30A/30B: (14,6- 535,4)

FHT eyt 30A/30B: (56,3- 384,2)
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4.1.4. Metabolismo Hepaético de

Oxigeno

4.1.4.1. Contenido de oxigeno de arteria hepética, vena porta y vena suprahepatica

Gruno n CaO, CaO, CaO, CaO, CaO,
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
3oV 10 128+21 77+£09¢ 78 £12¢ 81+14 6,6 £ 0,004 ¢
30A
8 11,7+ 1,0 71£0,5¢ 69 £1,7¢ 70x12e 700,74
30B
8 12,5+ 1,6 88+306e 74+1,66 76+14¢ 83+15¢

Tabla 10. Contenido de oxigeno arterial (CaO»): basal, durante la recirculacion normotérmica (RN) y al final de la

recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL de O2/100 mL). ¢p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. N: casos por grupo.

Grupo n CpOZ Cp02 CpOZ Cp02 CpOZ
Basal 5minRN  15min RN 30 min RN FRH
3oV 10 104+22 54+13 58 +1,2¢ 554074 5,6 £ 0,000 4
30A +
§ 82420  44+056 0L 48+13 611,00
42+ 1,1
30B 8 87x14  41£09¢ oA 3,609 M 6514

Tabla 11. Contenido de oxigeno portal (CpOy): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de la

recirculacién hipotérmica (FRH), en media * desviacién estandar (mL de O2/100 mL). ¢ p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. * p< 0,05 30V vs 30A, & p=< 0,05 30V vs 30B. n: casos por grupo.

Grupo n CvshO, CvshO, CvshO, CvshO, CvshO,
Basal 5minRN 15min RN 30 min RN FRH
\Y
30 10 94+19 424174 47 094 3,5+1,54 5,0 0,08
+
30A 8 72+1,9 31+13e 29 £1,1¢* 33+13e i’g:
30B 2+
8 87+13 1,8+08¢4 1810464 23+1,1¢ ?’9‘

Tabla 12. Contenido de oxigeno de vena suprahepatica (CvshOy): basal, durante la recirculacién normotérmica

(RN) v al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL de O»/100 mL). ¢ p<

0,05 intra-grupo VS basal. * p< 0,05 30V vs 30A, & p=< 0,05 30V vs 30B. n: casos por grupo.
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El contenido arterial de oxigeno (CaO,) presenté un descenso significativo durante la
RN y la RH respecto al valor basal en los tres grupos de estudio (p<0,05). Tampoco se
hallaron diferencias en la comparacion inter-grupos.

El contenido portal de oxigeno (CpO,) también descendié significativamente durante
la RN y la RH respecto al valor basal en los tres grupos estudiados (p<0,05). El analisis post-hoc
mostro los siguientes resultados:

CpO, 15: 30V/30A: (0,24- 3,04), 30V/30B: (0,1-2,9)
CpO, 4: 30V/30B: (0,5- 3,1)

El contenido de vena suprahepatica de oxigeno (CvshO,) mostré valores inferiores al
valor basal en los tres grupos estudiados (p<<0,05). La comparacion inter-grupos hallé valores
significativamente inferiores en 30A y 30B respecto a 30V a los 5 y 15 min.

CvshO, 5: 30V/30B: (1,7- 4,0)

CvshO, 5: 30V/30A: (0,63- 2,85); 30V/30B: (1,75- 4,06)

4.1.4.2. Aporte de oxigeno hepatico

Grubo N HDO; HDO; HDO; HDO; HDO;
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 84,4+218 251+824 30,6+ 13,04 30,9 +17,34 22,6+1,6
30A
8  60,8+219 240+ 484 299+17,3¢ 31,8+ 18,3¢ 29,9 +10,7 ¢
30B
8 768+124 123+776Mé% 14,7+ 824 12,9+ 6,04 17,6+ 8.8¢

Tabla 13. Aporte de oxigeno hepitico (HDOy): basal, durante la recirculacién normotérmica y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media * desviacién estindar (mL/min/m?). ¢ p=< 0,05 intra-grupo Vs basal.

A p= 0,05 30V vs 30B, &% p= 0,05 30A vs 30B. n: casos por grupo.
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Figura 9. Aporte de oxigeno hepatico (HDOy): basal, tras la asistolia, durante los 30 min de recirculacién
normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en mL/min/m? a: p<0,05 intra-grupo V$ basal, C:

p=<0,05 30V vs 30B, d: p<0,05 30A vs 30B.

El HDO, descendié bruscamente con la asistolia para recuperarse parcialmente con la
recirculacion ya que los tres grupos estudiados mostraron valores significativamente inferiores
al basal durante la RN y la RH (p<0,000). La comparacién inter-grupos mostré que los valores
de HDO, obtenidos durante la RN solo fueron significativamente inferiores al grupo 30V y
30A en el minuto 5 de la RN.

HDO,: 30V/30B: (386,7-2156,0), 30A/30B: (234,5- 2099,5)
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4.1.4.3. Consumo de oxigeno hepatico

Grubo N HVO, HVO, HVO, HVO, HVO,
P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
3V 10 122455 8,6+ 5,0 88+5,7 8,5+9,8 27403
30A 8 132469 98+45 122454 12,0+4.2 31+15
30B
8 135+71 8,0+ 6,1 93+6,5 6,0+29 3,6+24

Tabla 14. Consumo de oxigeno hepatico (HVOy): basal, durante los 30 min de la recirculacién normotérmica

(RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media  desviacién estindar (mL/min/m?). N: casos por

grupo.
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Figura 10. Consumo de Oxigeno Hepatico (HVOy): basal, tras la asistolia, durante los 30 min de recirculacién
normotérmica (RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en mL/min/m?2 El consumo de oxigeno
hepatico (HVO,) descendié bruscamente con la asistolia respecto al basal y se recuper6 progresivamente hacia el
final de la recirculacién normotérmica, descendiendo nuevamente al FRH. A pesar de no hallarse diferencias
significativas, ni intra ni inter-grupos, el grupo 30B mostr6 los valores mas bajos, mientras que 30V y 30A

presentaron valores similares durante todo el periodo de recirculacién.
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4.1.4.4. Cociente de extraccién hepética de oxigeno

Gruoo HO,ER HOER HOER HOER HOER

P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
v 10 230+£30  352+207¢ 281+112¢ 447+£19,04 12,240,7
30A

8 227+128 448+1949¢  443+107¢*  421+119e¢  117+68e

30B

8 20,6+124 635£10,8¢M 625111,606M% 51,0£20,3¢ 26,2+121,7¢

Tabla 15. Cociente de extraccidén hepética de oxigeno (HO2ER): basal, durante los 30 min de la recirculacion
normotérmica (RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media £ desviacién estandar (porcentaje).
#p< 0,05 intra-grupo V8 basal, * p< 0,05 30V vs 30A, & p< 0,05 30V vs 30B, & p< 0,05 30A vs 30B. N: casos por
grupo.

HO,ER
100+
—=— 30V
- 30A

Figura 11. Cociente de extraccion hepatica de oxigeno (HO; ER): basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de
recirculacién normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), expresado en potcentaje. a: p< 0,05

intra-grupo V8 basal, b: p< 0,05 30V Vs 30A, ¢: p< 0,05 30V vs 30B, d: p< 0,05 30A vs 30B.
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La extraccion hepatica de oxigeno (HO, ER) aument6 progresivamente durante la RN,
alcanzando su valor maximo al inicio de la misma (minuto 5) para los grupos de flujo constante
y en el minuto 30 en 30V. La comparacién intra-grupo respecto al valor basal mostré que la
extraccion incrementé significativamente durante la recirculacion en los tres grupos estudiados
(p<0,05). La comparacion inter-grupos hallé que la extraccion fue significativamente superior
en el grupo 30B en el minuto 5 respecto a 30V. En el minuto 15 el grupo 30B mostr6 la
extraccion hepatica de oxigeno mas alta respecto a 30V y a 30A. Asimismo, el grupo 30A
también mostré una extraccion supetior a la del grupo control segiin mostr6 el analisis post-ho.
HO,ER: 30V/30B: (6,2-50,4)

HO,ER ,: 30V/30A: (1,8- 30, 5), 30V/30B: (-49,2- -19,5), 30A/30B: (-33,8- -2,5)

4.1.5. Marcadores de Lesion Hepatocelular

4.15.1. ASAT
Grupo ASAT ASAT ASAT ASAT ASAT
P Basal (T1) FRN (T3) PRP (T5) 2D (T6) 5D (T7)

30V 50+ 14 93+ 85 581 £329¢ 2803 + 1447 ¢ 669 599 ¢
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8

30A 61+ 38 111+ 106 ¢ 255+ 81¢ 1616 £ 934 ¢ 826+ 587 ¢
n=10 n=10 n=10 n=6 n=5

30B 51+£19 156+ 89 728 £ 6204 1950 £ 1185 660 + 228
n=10 n=10 n=10 n=>5 n=3

Tabla 16. ASAT: basal (T1), al final de la recirculaciéon normotérmica (FRN 6 T3), 60 min post-reperfusiéon (PRP
6 T5), al segundo dia (2D 6 T6) y al quinto dia postrasplante (5D 6 T7), en media £ desviacion estindar (ukat/L).

¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal. N: casos por tiempo de estudio.
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Figura 12. ASAT: basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN), 60 min post-reperfusiéon (PRP), al

segundo dia (2D) y al quinto dia (5D) postrasplante. a: p< 0,05 intra-grupo VS basal.

4.1.5.2. ALAT
ALAT ALAT ALAT ALAT ALAT
Grupo Basal (T1) FRN (T3) PRP (T5) 2D (T6) 5D (T7)
30V 38+ 10 29+ 11 57+19¢ 107 £ 46 64+15¢
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
30A 3249 22+ 8e 36+ 4 96+ 544 72455
n=10 n=10 n=10 n=6 n=5
30B 33+8 29+ 4 53+ 28 91+ 22¢ 57+ 10
n=10 n=10 n=10 n=5 n=3

Tabla 17. ALAT: basal (T1), al final de la recirculacién normotérmica (FRN 6 T3), 60 min post-repetfusion (PRP

6 T5), al segundo dia (2D o T6) y al quinto dia postrasplante (D5 6 T7), en media + desviacién estindar (ukat/L).

¢ p< 0,05 intra-grupo vs basal. N: casos por tiempo de estudio.

133



Resultados
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Figura 13. ALAT: basal, al final de la recitrculacién normotérmica (FRN), 60 min post-reperfusion (PRP), al
segundo dia (2D) y al quinto dia (5D) postrasplante. a: p< 0,05 intra-grupo V$ basal.

La ASAT mostré una evolucion similar en todos los grupos para los diferentes tiempos
de estudio. Tras 60 minutos de IC y 30 min de RN se produjo un leve aumento de ASAT. El
valora mds alto se alcanzé al segundo dia, descendiendo en el quinto dia, pero sin recuperar el
valor basal. La comparacion intra-grupo mostré valores significativamente superiores respecto
al basal en los tres grupos y para todos los tiempos de medida, excepto para 30B en el quinto
dia (n=3) (p<0,05).

La evolucién en el tiempo de la ALAT fue similar a la ASAT en los tiempos de estudio
para los tres grupos, con el pico maximo al segundo dia postrasplante. La comparacion intra-
grupo presentd diferencias estadisticamente significativas respecto al basal para todos los
grupos, en los tiempos T3 (p=0,000) y 2D (p=0,000).

Ni ASAT ni ALAT mostraron diferencias significativas en la comparacién inter-grupos.
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4.1.6. Marcador de Lesion Endotelial Hepética

oo n EHAH  EHAH EHAH
P Basal FRN(T3) PRP (T5)
v 10 327+ 10,1 46+t195¢ 1,03+ 11,40
A ¢ 262+88 55+ 1666 351926
308 8 349+110 -0,76+123¢ -43+10,0e

Tabla 18. Extraccién hepética de acido hialurénico (EHAH): basal, al final de la recirculacién normotérmica

(FRN 6 T3) y 60 min post-reperfusion (PRP 6 T5), en media £ desviacion estandar. ¢: p< 0,05 intra-grupo VS

basal. N: casos por grupo.

EHAH %

-25-

Acido Hialurénico

Basal

FRN

PRP

Figura 14. Extraccion hepatica de 4cido hialurénico (EHAH): basal, al final de la recitculaciéon normotérmica

(FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP), en porcentaje (%0). a: p< 0,05 intra-grupo VS basal. La extraccién hepatica

de 4cido hialurénico (EHAH) present6 valores positivos basales y cada grupo mostré diferencias significativas

entre éste y los obtenidos en los tiempos T3 y T5. (p=0,000). En FRN se produjo la negativizacién de la EHAH

en todos los grupos; en PRP solo 30A present6 una extraccién positiva, aunque muy inferior a la basal. El anélisis

inter-grupos no hall6 diferencias significativas.
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4.1.7. Marcadores del Estado Energético Hepatico

Los nucleétidos de adenina mostraron un comportamiento similar en todos los grupos
durante los tiempos estudiados. Todos los grupos mostraron una reduccién de la
disponibilidad de los nucleétidos de adenina respecto al valor basal, aunque solo fue
significativo para algunos de ellos (Figuras 15-17). La RN no produjo la mejora significativa de
éstos, aunque la comparaciéon mdltiple inter-grupos mostré que el grupo 30A recuperd
significativamente el ATP respecto a los grupos 30V y 30B (p<0,05).

Los productos de degradaciéon de los nucleétidos mostraron un incremento tras la IC
que fue significativo solo en algunos grupos (Figuras 18 y 19).

La carga energética mostrd un descenso significativo respecto al valor basal en los tres
grupos sin que la RN consiguiese recuperarlos. La comparaciéon inter-grupos no hallo
diferencias (Figura 20).

Todos los valores se dividieron por el basal para corregir la gran variabilidad de los
resultados. El basal tomé el valor de la unidad. Los resultados obtenidos en el resto de los
tiempos aparecen como fracciones de la unidad. La escala del eje Y es superior a la unidad ya

que se ha visto afectada por la magnitud de la desviacion estandar.
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Figura 15. ATP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media + desviaciéon estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la
recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP). a: p< 0,05 Vs basal; b: p< 0,05 30V vs 304, C:
p< 0,05 30V vs 30B, d: p< 0,05 30A vs 30B.
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Figura 16. ADP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media + desviaciéon estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la

recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p=< 0,05 Vs basal.
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AMP
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Figura 17. AMP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fracciéon de unidad en
media + desviaciéon estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la

recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p=< 0,05 Vs basal.
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Figura 18. Hipoxantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de
unidad en media  desviacién estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30

min de recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p <0,05 Vs basal.
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Figura 19. Xantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media £ desviacién estandar. Determinaciones realizadas al final de 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de

la recirculaciéon normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion. a: p< 0,05 Vs basal.

Carga Energética

Figura 20. Carga energética: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha exptesado como fraccién de
unidad en media * desviacién estandar. Determinaciones realizadas al final de 60 min de isquemia caliente (FIC),

al final de la recirculaciéon normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion. a: p=< 0,05 Vs basal.
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4.1.8. Histologia

Se recogieron ocho variables histolégicas en las biopsias de los animales supervivientes
al quinto dfa para determinar la lesion endotelial, hepatocitaria y biliar. En el grupo 30V se
perdi6é una biopsia a causa de impregnacion insuficiente en formol. En las tablas se detalla el

namero de casos por categoria y en las figuras el porcentaje de cada categoria por grupo.

4.1.8.1. Endotelitis

Se valoré mediante dos categorias: 0= ausencia; 1= presencia.

Endotelitis 30V 30A 30B
0 1 3 0
1 6 2 3
Total n=7 n=>5 n=3
Tabla 19
Endotelitis
100%
80%
60% m1
40% 0o
20%
0%

30V 30A 30B

Figura 21. El hallazgo de endotelitis se dio en el total de las biopsias analizadas unicamente en el grupo 30B. No

obstante, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos.
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4.1.8.2. Dilatacién sinusoidal

Se establecieron cuatro categorfas de dilataciéon: 0= ausencia, 1= leve, 2= moderada y 3=

severa que se muestran en la tabla y figura inferiores.

Dilatc. sins 30V 30A 30B
0 0 3 0
1 4 2 1
2 2 0 2
3 1 0 0
Total n=7 n=>5 n=3
Tabla 20
Dilatacion sinusoidal
100%
80%
. m3
60% o2
40% ol
0o
20%
0%
30V 30A 30B
Figura 22.

El grupo 30A presentd ausencia de lesion en el 60% de las biopsias y el 40% restante
mostr6 dilatacion de grado 1. El grupo 30V present6 dilatacion de tipo 1 en un 57% de las
biopsias, un 28% de grado 2 y un 14% de grado 3, siendo el tnico grupo que mostrd este tipo
de lesion. El grupo 30B present6 dilatacion de tipo 1 en un 33% y de grado 2 en un 66%. No

se hallaron diferencias significativas entre los grupos.
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4.1.8.3. Infiltracién leucocitaria sinusoidal

En funcién del grado de infiltracién por PMN vy linfocitos a nivel sinusoidal se determinaron

tres categorias: 1= leve, 2= moderada y 3= severa.

PMN 30V 30A 30B
Linf
1 4 1 0
2 1
3 2 1 1
Total n=7 n=5 n=3
Tabla 21

Infiltracidn leucocitaria sinusoidal

100%
80%
60% m3
@2
40% o1
20%
0%
30V 30A 30B
Figura 23

El grupo 30B presentd la mayor proporcion de infiltracion sinusoidal de grado alto ya
que un 66% de los casos apareci6 infiltracion de tipo 2 y en el 33% restante fue de tipo 3. El
grupo 30V solo mostré infiltraciéon grado 3 en un 28% vy la dilatacién de tipo 1 fue la

predominante (57%). No obstante, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos.
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4.1.8.4. Infarto

Se valor6é mediante dos categorfas: 0=ausencia; 1= presencia

Infarto 30V 30A 30B
0 5 3 1
1 2 2
Total n=7 n=5 n=3
Tabla 22
Infarto
100%
80%
60% @l
40% 0o
20%
0%
30V 30A 30B
Figura 24

El grupo 30V mostré infarto en un 30% de los casos, el grupo 30A en un 40% vy el

grupo 30B en un 66%, sin que pudiesen demostrarse diferencias significativas entre ellos.
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4.1.8.5. Disociacién hepatocitaria

Se establecieron cuatro categorfas: 0= ausencia; 1= leve; 2= moderada; 3= severa.

Disociacion 30V 30A 30B
0 2 2 0
1 2 0 1
2 2 2 2
3 1 1 0
Total n=7 n=5 n=3

100%

80%

60%

40%

Disociacion hepatocitaria

20%

0%

Tabla 23

m3
m2
o1
0o

30V

Figura 25

30A

30B

La disociacién hepatocitaria mostré un patrén heterogéneo ya que, en el grupo 30V se

hallaron lesiones de todas las categorias, en el grupo 30A no se hallé afectacion de tipo 1, pero

la proporcion de disociacion de bajo grado fue de un 40%, frente a las de alto grado, que en

conjunto representaron un 60%. En el grupo 30B no se observé ningun caso de ausencia de

disociacion, la de tipo 1 supuso un 33% vy la de tipo 2 un 66%. No se observaron diferencias

entre los grupos.
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4.1.8.6. Necrosis isquémica centrolobulillar

Se establecieron dos categorias en funcion del porcentaje de necrosis isquémica: categoria 1: <

50%; categoria 2: > 51%.

Necrosis 30V 30A 30B
isquémica
1 6 2
2 1 3 1
Total n=7 n=5 n=3
Tabla 24

Necrosis isquémica

100%
oo [— (N
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

|2
o1

30V 30A 30B

Figura 26

El grupo 30V presenté necrosis isquémica de tipo 2 en el 14% de las biopsias, es decir,
con mas del 50% de necrosis en las secciones analizadas; el grupo 30B present la categoria 1
en un 33% de los higados analizados y el grupo 30A en 60% de los casos, sin que pudiesen

hallarse diferencias significativas entre los grupos.
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4.1.8.7. Area necrética media

Area necrética media

100
90
80
70
60
50
40
30
20
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OANN
HANM

(%)

30V 30A 30B

Figura 27

En la figura 27 se representa en color oscuro el porcentaje del area necrética media
(ANM) frente al 4area no necrética, (AnN) en color claro. Los grupos 30V y 30B presentaron
un 20% de area necrética, mientras que el grupo 30A mostr6 la proporcién mas elevada de

area necrotica media, con un 42%. No se hallaron diferencias significativas entre ambos

grupos .
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4.1.8.8. Colangitis isquémica

Se establecieron dos categorfas: 0= ausencia y 1= presencia.

Colangitis 30V 30A 30B
0 3 1 1
1 4 4 1
Total n=7 n=5 n=2*

Tabla 25: * En el grupo 30B una de las biopsias no pudo evaluarse al faltar el hilio hepético.

Colangitis isquémica

100%
90%
80%
70%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

30V 30A 30B

Figura 28

Tras 60 min de IC se observo ausencia de colangitis isquémica en algunos casos de
todos los grupos, el grupo 30V present6 un 42% vy el grupo 30A demostrd ausencia solo en un

20% de los casos. No hubo diferencias significativas entre ellos.
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Foto 8. Grupo 30V. En esta preparacién (Trictrémico) pueden verse a pequefio aumento (40x) extensas areas de

necrosis centrolobulillares confluentes (mas del 70%) que afectan a la mayor parte de los lobulillos.

Foto 9. Grupo 30V. Se obsetvan las areas de nectosis coagulativa de los hepatocitos. (HE, 200x)
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Foto 10. Grupo 30A. En esta preparacién con tincién de Hematoxilina/Eosina se observa un espacio porta sin

infiltrado inflamatorio destacable. Las trabéculas hepaticas muestran minima alteracion de la disposicion

Foto 11. Grupo 30A. En esta imidgen a mayor aumento (200x) con tincién de Hematoxilina/Eosina no se

visualiza endotelitis.
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Foto 12. Grupo 30B. Preparacién con tincién de Hematoxilina/Eosina a pequefio aumento. (40x). Se visualizan

extensas 4reas de necrosis centrolobulillar confluentes, asi como una marcada dilatacién sinusoidal.

Foto 13. Grupo 30B. Se muestran é4teas de necrosis centrolobulillar extensa. (Hematoxilina/Eosina a gran

aumento: 100x).
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4.2. Prolongacion de la Recirculacion Normotérmica

4.2.1. Morfometria

Grupo n SC (m2) Peso (Kg)
30V 10 1,01 £ 0,007 28,6+32
60V 8 0,97 % 0,001 26,6 0,96

Tabla 26. Caracteristicas motfométricas de los animales de estudio. Grupo 30V: grupo control. Grupo 60V:
grupo con 60 minutos de recirculacién normotérmica. N: casos por grupo, SC: superficie corporal, en metros

cuadrados (m?). Peso, en Kilogramos (Kg). Resultados en media * desviacién estandar.

4.2.2. Supervivencia

Grupo n Vivos/Muertos Supervivencia (%)
30V 10 8/2 80
60V 8 4/4 50

Tabla 27. Se muestra la supetvivencia al quinto dia postrasplante en los grupos de estudio. N: casos pot grupo.
Vivos/Muertos: casos supetvivientes y casos no supervivientes al quinto dia postrasplante. Supetrvivencia:

porcentaje (%) de casos supervivientes respecto al total de casos del estudio.

4.2.3. Flujo de Bomba y Hemodinamica Hepatica Durante la Recirculacion

El periodo de 60 min se dividi6 en dos etapas: inicial, desde los 0 - 30 min de RN, y
final, desde 31 - 60 min de RN. En la comparacion intra-grupo se evalu6 el comportamiento
de la fase inicial respecto a la final. La evaluacién inter-grupos solo compard la fase inicial de la

RN con el grupo control.
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4.2.3.1. Flujo de bomba

Grupo n F Bomba F Bomba F Bomba F Bomba F Bomba F Bomba
5min RN 15 min RN 30 min RN 45 min RN 60 min RN FRH
V. 10 270+053  325+1,04¢  239+0704 - . 1,66 £0.23 ¢

60V 8  297+0,78 2824042  218+0519A  233+0,50A4  2,06+048WAe  158+047¢ Axe

Tabla 28. Flujo de bomba a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estandar (L/min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo 30V, ¥p<

0,05 vs FB 5 min, #p< 0,05 vs FB15 min, = p< 0,05 vs FB 30 min, ® p< 0,05 vs FB 45 min. N: casos por grupo.

Flujo de bomba

—=— 30V
- 6OV

Figura 29. Flujo de bomba iniciado tras 60 min de asistolia (Ast), a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de recirculacién
normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en L/min/m? a: p< 0,05 intra-grupo 30V, b: p<

0,05 v$ FB 5 min, €: p<0,05 vs FB 15 min, d: p< 0,05 v§ FB 30 min, €: p< 0,05 vs FB 45 min.

La comparacién intra-grupo en 60V mostré que los flujos de bomba a los 5y 15 min

fueron los mas altos durante la RN y el FRH. No se hallaron diferencias inter-grupos.
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4.2.3.2. Fluidoterapia y tiempo de enfriamiento

Grupo Volumen 0-30  Volumen 30-60 Volumen Volumen Volumen Tiempo
P min RN min RN RN RH RN+RH FRH

30v 10 1203+ 209,7 _ 1203+ 209,7  455+1723¢  575+1703 17,10+ 5,11

60V 8 187,5 + 2475 3757 + 1732 562,5+ 3593& 387512048 950+ 4114 19,63 £2,50

Tabla 29. Fluidoterapia afiadida durante la recitculacién normotérmica (Volumen RN) e hipotérmica (Volumen
RH) en mL. Tiempo FRH: Tiempo utilizado hasta la obtencién de 15°C en la superficie hepatica 6 final de la
recirculacién hipotérmica, en minutos. Resultados en media + desviacién estindar. ¢ p< 0,05 intra-grupo
Volumen RN V8 Volumen RH, & p< 0,05 30V vs 60V. N: casos por grupo.

En el grupo 30V el volumen afnadido durante la RN fue significativamente inferior al
afiadido durante la RH (p=0,01; Z= -2,58). En el grupo 60V no se hallaron diferencias entre
las dos etapas de la RN, ni respecto al volumen afiadido en hipotermia. .a comparacioén inter-
grupos mostré que el grupo 60V utilizé una reposicién de volumen significativamente superior

durante la RN (p=0,009; Z= -2,65), al igual que el volumen total durante todo el periodo de

recirculacion (p=0,05; Z=-1,997). No se hallaron diferencias respecto a la duraciéon de la RH.

4.2.3.3. Flujo arterial hepatico

G N FAH FAH FAH FAH FAH FAH FAH
Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN 45 min RN 60 min RN FRH

30V 10 176,5 + 80,7 159,6 + 66,5 176,0 £ 72,5 156,3 + 93,6 132,1+ 75,3
(100%) (90%) (100%) (88%0) - - (83%)

60V 174,0 + 37,9 193,1 £68,8  206,2+107,9 161,7 £ 69,9 1489 + 468w A 134945849 a 921 +448vwaA =~
(100%) (110%) (118%) (92%) (85%) (77%) (54%)

Tabla 30. Flujo arterial hepatico (FAH): basal, a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de recirculacién normotérmica (RN) y
al final de la recirculacion hipotérmica (FRH), en media £ desviacion estindar (ml./min/m?). Entre paréntesis, el
FHA dividido por su valor basal y expresado en porcentaje. $p< 0,05 Vs FA 5 min, 4p< 0,05 vs FA15 min, = p<
0,05 vs FA 30 min. N: casos por grupo.
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Flujo arterial hepatico

—— 30V
4 60V

Figura 30. Flujo arterial hepitico (mL/min/m?) basal (B), tras la asistolia (Ast), a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de

tecirculacién normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH). b: p< 0,05 vs FA 5 min, C: p< 0,05 Vs

FA15 min, d: p< 0,05 Vs FA 30 min.

4.2.3.4. Flujo Portal

G FP FP FP FP FP FP FP
Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN 45 min RN 60 min RN FRH

v 10 0311386 242511089  2872%16944  327,3+212,63¢ 231,9+ 133,64
(100%) (37%) (45%) (51%) - - (36,1%)

gov g  O429%1363 374,5+253,0 4758 £ 2215 4211+173,1¢ 463,7 £ 1283 428,7+110,1 ¢ 304,4+139,8 ¢
(100%) (69%) (87%) (77%) (85%) (78%) (56%)

Tabla 31. Flujo portal (FP): basal, a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de la

recirculacion hipotérmica (FRH), en media £ desviacion estindar (mL./min/m?). Entre paréntesis, el resultado del

FP durante la recirculacién, dividido por su valor basal y expresado en porcentaje. ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal.

N: casos por grupo.
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Figura 31. Flujo portal (ml/min/m?: basal (B), tras la asistolia (Ast), a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de recirculacién

normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH). a: p< 0,05 intra-grupo Vs basal. La comparacion

inter-grupos no hall6 diferencias significativas.

4.2.3.5. Flujo hepatico total

G FHT FHT FHT FHT FHT FHT FHT
Basal 5 min RN 15 min RN 30min RN 45 min RN 60 min RN FRH

WV 8156E1505 4021+ 115,68  4633+169,9¢ 4837+ 24464 363,91 148,14
(100%) (49%%) (56%0) (59%) (44%)

60V 716,6+133,9  567,7+242,9 682,1% 2181 582,8+ 159,46  612,6£103,9  563,6+ 118,0 & 396,6 + 157 ¢
(100%) (79%) (95%) (81%) (85%) (78%) (55%)

Tabla 32. Flujo hepatico total (FHT): basal, a los 5, 15, 30, 45 y 60 min de recitrculacién normotérmica (RN) y al

final de la recirculacion hipotérmica (FRH), en media + desviacion estandar (ml./min/m?). Entre paréntesis, el

FHT durante la recirculacién, dividido por su valor basal y expresado en porcentaje. ¢ p< 0,05 intra-grupo VS

basal. N: casos por grupo.
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Figura 32. Flujo hepatico total: basal (B), tras la asistolia (Ast), a los 5, 15, 30, 45 y 60 min durante la recirculacién

normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH) en mL/min/m? a: p<0,05 intra-grupo Vs basal.

Ambos grupos mostraron el mismo comportamiento en la fase inicial de la RN. En la
fase final de la RN se produjo un leve aumento del flujo en el minuto 45. La comparacién
intra-grupo mostré en 30V un valor basal superior a todos los tiempos de la RN y el FRH.
(p=0,05 en todas las comparaciones) y para 60V se hallaron solo diferencias del basal respecto

alos 30 y 60 min y FRH.
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4.2.3.6. Analisis de la hemodinamica hepatica en funcion del tiempo de RN

En el grupo 60V tenfa interés valorar si el flujo de bomba, el flujo arterial hepatico y el
flujo portal, tomados como un valor Gnico promedio, mostraban diferencias en funcién del
periodo de RN. Para ello se tomaron todos los datos obtenidos durante la recirculaciéon como
una variable unica y se realizaron diferentes analisis. Para valorar si se producian variaciones en
el flujo de bomba y los flujos vasculares respecto a la duraciéon de la RN se dividié dicho

periodo (60 min) en inicial (0-30 min) y final (31-60 min).

Grupo 60V N Flujo bomba Flujo arterial Flujo portal
RN Inicial 8 2,61+0,6* 195,0 + 87,0* 4224 + 219,9*
RN Final 8 2,03£05* 161,4 + 555% 419,7 £ 133,3*

Tabla 33. Se muestran los valotes del flujo de bomba (I/min/m?) y de los flujos artetial y portal (mL/min/m?)
en media * desviacion estindar del grupo 60V obtenidos durante los 60 min de la RN. N: nimero de casos

participantes. La RN se ha dividido en dos periodos: Inicial: de 0 a 30 min y Final: de 31 a 60 min. * p< 0,05 RN

0-30 min. Todos los flujos fueron significativamente superiores en la etapa inicial respecto a la etapa final.

El analisis de los datos revel6 que el flujo de bomba en la etapa inicial de la RN fue
significativamente superior al de la etapa final (t=6, 24; p=0,000; IC 95%: 0,39-0,76). Lo
mismo ocurrié con el flujo arterial hepatico (t=5,44; p=0,000; IC 95%: 32,0 - 69,1) y el flujo

portal (t=2,06; p=0,043; 1C 95%: 1,83 - 113,7)
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4.2.4. Metabolismo Hepatico de Oxigeno

4.2.4.1. Contenido de oxigeno de arteria hepatica, vena porta y vena suprahepatica

Grupo n CaO, CaO, CaO, CaO, CaO, CaO,
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN 60 min RN FRH
30V
10 128+21  77+094 78 £126 81+14 _ 6,6 0,004
60V 8 112407 74+ 12@ 69+1,1¢ 71+1,8 671214 6,5+2,09¢

Tabla 34. Contenido de oxigeno artetial (CaO,): basal, durante la recirculacion normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL de O2/100 mL). ¢ p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. N: casos por grupo.

Grupo n CpO, CpO, CpO, CpO, CpO; CpO;
Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN 60 min RN FRH

3oV 10 104+22 54+13¢ 58 +124 55+0,7¢ _ 5,6 + 0,009

60V 8 82%0,6 49+1,14 47+13¢ 42+08¢ 40+204 56+1,8¢

Tabla 35. Contenido de oxigeno portal (CpOy): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media * desviacién estindar (mL de O2/100 mL). ¢ p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. N: casos por grupo.

Gruno n CvshO, CvshO, CvshO, CvshO, CvshO, CvshO,
P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN 60 min RN FRH

0V 10 94+19 42+1,74 47 £09¢ 3,5+1,54 _ 5,0 + 0,08
60V 8  62+1,1 35+124 3,6+0,9¢ 341174 27+14 52+17

Tabla 36. Contenido de oxigeno de vena suprahepitica (CvshO):<< basal, durante la recirculaciéon
normotérmica (RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media = desviaciéon estandar (mL de

0,/100 mL). & p< 0,05 intra-grupo V§ basal. N: casos por grupo.
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4.2.4.2. Aporte, consumo y cociente de extraccion hepatico de oxigeno

Grupo  n HDO; HDO; HDO; HDO; HDO, HDO;
P Basal 5minRN  15min RN 30 min RN 60 min RN FRH
\Y
30 10 844+21,8 251+82¢ 30,7+1306  309+173¢ _ 226+ 1,6
\Y
60 8 64,1114 350+19,16 39,1+190¢  30,8+12,04 279+1516  233+1024

Tabla 37. Aporte de oxigeno hepitico (HDOy) basal, durante la recitculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media £ desviacién estindar (mL/min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo Vs basal.

N: casos por grupo.

Grupo n HVO, HVO; HVO, HVO,; HVO, HVO,;
P Basal 5minRN 15minRN 30minRN 60 min RN FRH

v 10 122455 8,6 + 5,04 8,8+5,7 85+98 _ 2,7+03

6ov 8 18,1 6,6 12,6 £ 7,7 17,7+ 123 11,6+ 7,5 11,8 £10,5 21+1,1

Tabla 38. Consumo de oxigeno hepitico (HVO,) basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de

la recitculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL/min/m?). N: casos por grupo.

Grupo  n HO,ER HO.ER HO,ER HO,ER HO,ER HO.ER
P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN 60 min RN FRH
v 10 23,0+ 3,0 352+ 20,74 281+11,24 4474194 & _ 12,2497
60V 8 249+ 144 39,7 +19,7 435+154 40,1 £158 36,7 £ 24,0 10,3+ 5,5

Tabla 39. Cociente de extraccién hepitica de oxigeno (HO,ER) basal, durante los 30 min de la recirculacién
normotérmica (RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media £ desviacién estandar (porcentaje).
#p< 0,05 intra-grupo V$ basal. N: casos por grupo.

Durante la RN, el aporte y consumo de oxigeno (Tablas 36 y 37) descendieron respecto
al basal en ambos grupos (p<0,05). La extracciéon hepatica de oxigeno (Tabla 38) incrementd

durante la RN y descendié durante la RH. No se hallaron diferencias inter-grupos en ninguna

de estas variables de estudio.
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4.2.5. Marcadores de Lesion Hepatocelular

4.25.1. ASAT
Gruno ASAT ASAT ASAT ASAT ASAT ASAT
PO Basal 30FRN(T3) 60FRN (T3bis) PRP(T5) 2D (T6) 5D (T7)
30V 50+ 14 93t 85 _ 581 £ 329« 2803 £ 1447 ¢ 669 =599 ¢
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
60V 67+ 48 183 £ 188 ¢ 221+ 198 ¢ 526+ 381 ¢ 1572 + 1465 ¢ 192 £ 217 ¢
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=4

Tabla 40. ASAT: basal, a los 30 y 60 min de recirculacién normotérmica (30 FRN 6 T3 y 60 FRN 6 T3 bis), 60

min post-reperfusiéon (PRP 6 T5), segundo dia (2D 6 T6) y quinto dia postrasplante (5D 6 T7). ¢ p< 0,05 intra-

grupo VS basal, en media & desviacién estindar (pkat/L). N: casos por tiempo de estudio.
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Figura 33. ASAT: basal, a los 30 y 60 min de recitculaciéon normotérmica (30 FRN 6 T3 y 60 FRN 6 T3 bis), 60

min post-reperfusién (PRP 6 T5), al segundo dia (2D 6 T6) y quinto dia (5D 6 T7) postrasplante. a: p<<0,05 intra-

grupo VS basal, en media = desviacién estindar (pkat/L) No se hallaron diferencias en la comparacion inter-

grupos.
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4.25.2. ALAT
Grupo ALAT ALAT ALAT ALAT ALAT ALAT
Basal 30 FRN (T3) 60 FRN (T3 bis) PRP (T5) 2D (T6) 5D (T7)
30V 38+ 10 29+ 11 57+19¢ 107 £ 46 64+ 15
n=10 n=10 n=10 - n=10 n=10 n=8
60V 44 +18 27+£9¢ 27+9¢ 47+ 15 91+ 42 35+ 9%
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=4

Tabla 41. ALAT: basal, a los 30 y 60 min de recirculacion normotérmica (30 FRN 6 T3 y 60 FRN 6 T3 bis), 60
min post-reperfusion (PRP 6 T5), segundo y quinto dfa postrasplante 2D 6 T6 y 5D 6 T7), en media +
desviacién estandar (pkat/L). ¢ p<0,05 intra-grupo V§ basal, & p<0,05 30V Vs 60V. n: casos por tiempo de

estudio.

ALAT

175
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Figura 34: ALAT basal, a los 30 y 60 min de recirculacién normotérmica (30 FRN 6 T3 y 60 FRN 6 T3 bis), 60
min post-reperfusion (PRP 6 T5), segundo y quinto dia postrasplante (2D 6 T6 y 5D 6 T7), en media desviacion
+ estandar (pkat/L,) &: p<0,05 intra-grupo VS basal, b: p<0,05 30V vs 60V.

En la determinaciéon de ALAT el grupo 60V fue comparable al grupo 30V en la fase
inicial de RN pero se hall6 un valor significativamente inferior en 5D (p=0,024). La
comparacién intra-grupo mostré diferencias entre el basal y el resto de tiempos del estudio en

el grupo 30V (p=0,000) y 60V (p=0,000). En 60V no se hallaron diferencias entre T3 y T3bis.
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4.2.6. Marcador de Lesion Endotelial Hepatica

Gruno n EHAH EHAH EHAH EHAH
P Basal  30FRN (T3) 60FRN (T3bis) PRP (T5)

v 10 327+ 10,1  -46+1956 _ 79+ 2440

60V 8  260+11,8  -104+279¢ 6411224 78+7,1¢

Tabla 42. Extracciéon hepética de 4cido hialurénico (EHAH), expresado en potcentaje como media desviacién

estandar. Valores obtenidos en tiempo basal, al final de 30 y 60 min de recirculacion normotérmica (30FRN 6 T3

y 60FRN 6 T3bis) y 60 min post-reperfusién. 4 p<0,05 vs basal. N: casos por grupo.

Acido Hialurénico

5oL Basal  30FRN  60FRN  PRP

Figura 35. Extraccién hepitica de 4cido hialurénico (EHAH) basal, al final de la recirculacion normotérmica
(FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP), en porcentaje (%). a: p< 0,05 intra-grupo V$ basal. Ambos grupos fueron
comparables en la extraccion basal de dcido hialurénico (ns). La comparacion intra-grupo mostré que los valores
hallados en T3 y T5 fueron significativamente distintos al basal para 30V (p<<0,005) y para 60V se hall6 diferencia
respecto a T3, T3bis y T5 (p<0,003). En 60V T3bis fue positivo frente a T3 (ns). No se hallaron diferencias inter-

grupos.
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4.2.7. Marcadores del Estado Energético Hepatico

ATP
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Figura 36. ATP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccion de unidad en
media * desviacién estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 y 60 min de
recirculacién normotérmica (30FRN y 60FRN) y 60 min post-repetfusion (PRP). a: p<0,05 intra-grupo Vs basal, b
(grupo 60V) p=<0,05 30FRN vs G0OFRN, € (grupo 60V) p< 0,05 6G0FRN vs PRP.
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Figura 37. ADP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media + desviacion estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 y 60 min de

recirculacién normotérmica (30FRN y 60FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p<0,05 Vs basal.
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Figura 38. AMP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en

media + desviacion estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 y 60 min de

recirculacién normotérmica (30FRN y 60FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p<0,05 Vs basal.
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Figura 39. Hipoxantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de

unidad en media * desviacién estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 y

60 min de recirculacién normotérmica (30FRN y 60FRN) y 60 min post-teperfusién (PRP). a: p<0,05 Vs basal.
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Figura 40. Xantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media + desviacién estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 y 60 min de
recirculacién normotérmica (30FRN y 60FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP). a: p<0,05 v basal. b (grupo
60V) p<0,05 30FRN vs 60OFRN.
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Figura 41. Catga energética: cada resultado se ha dividido pot el valor basal y se ha expresado como fraccién de

unidad en media + desviacién estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 y

60 min de recirculacién normotérmica (30FRN y 60FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP). a: p<0,05 Vs basal.
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4.2.8. Histologia

Se realiz6 en las biopsias hepaticas de los animales supervivientes al quinto dfa. Se
analizaron ocho variables en cada grupo de estudio y los resultados se compararon con los

obtenidos en el grupo 30V.

4.2.8.1. Endotelitis

Se utilizaron dos categorfas: 0= ausencia de endotelitis; 1= presencia de endotelitis.

Endotelitis 30V 60V
0 1 0
1 6 4
Total n=7 n=4
Tabla 43
Endotelitis
100%
80%
60% m1
40% 0o
20%
0%
30V 60V
Figura 42

En el grupo 30V, el 14% de las biopsias mostraron ausencia de endotelitis, mientras
que en el grupo 60V el 100% de las biopsias presentaron endotelitis. Sin embargo, no se

hallaron diferencias significativas entre grupos.
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4.2.8.2. Dilatacién sinusoidal

Se establecieron 4 categorfas: 0= ausencia de dilatacion; 1= dilataciéon leve; 2=

dilatacion moderada; 3= dilatacion severa.

Dilatacion
sinusoidal

30V

60V

0

1
2
3

N A~ O

|||~

Total

n=7

n=

Tabla 44

Figura 43

100%
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20%

0%

Dilatacién sinusoidal

H3
m2
o1
oo

30V

60V

El grupo 30V presenté dilatacion sinusoidal de tipo 1 en un 57% de las biopsias, de

tipo 2 en un 28% y de tipo 3 en un 14%. Por el contrario el grupo 60V mostré ausencia de

dilatacion sinusoidal en el 25% de las biopsias analizadas y dilatacion de tipo 1 en el 75%

restante, sin que se hallasen diferencias significativas entre ambos grupos.
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4.2.8.3. Infiltracion leucocitaria sinusoidal

Se definieron tres categorias para valorar la infiltracion por PMN y linfocitos a nivel sinusoidal:

1=leve, 2= moderada y 3= severa.

PMN 30V 60V
Linf
1 4 0
2 1 2
3 2 2
Total n=7 n=4
Tabla 45

Infiltracion leucocitaria sinusoidal
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Figura 44

El grupo 30V mostr6 infiltracion leve de tipo 1 en el 57% de los casos, de tipo 2 en el
14% y de tipo 3 en el 28%. El grupo 60V presenté mayor grado de infiltraciéon sinusoidal ya
que, en el 50% de los casos fue de tipo 2 y en el 50% restante fue de tipo 3, aunque no se

hallaron diferencias significativas entre ambos grupos.
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4.2.8.4. Infarto

Se establecieron dos categorias: 0=ausencia; 1= presencia.

Infarto 30V 60V
0 5
1 2 1
Total n=7 n=
Tabla 46

Infarto

100%
60% =
40% oo

20%
0%

30V 60V

Figura 45

El grupo 30V presentd ausencia de infarto en un 71% de los casos y presencia en el
29% restante. En el grupo 60V se hallaron resultados muy similares, con ausencia de infarto en

el 75% de las biopsias y presencia en el 25% restante. No se hallaron diferencias significativas

en la comparacién inter-grupos.
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4.2.8.5. Disociacion hepatocitaria

Se establecieron cuatro categorfas: 0= ausencia; 1= leve; 2= moderada; 3= severa.

Disociacion 30V 60V
0 2 1
1 2 2
2 2 1
3 1 0
Total n=7 n=4
Tabla 47
Disociacidn hepatocitaria
100%
m3
60% m?
40% ml
0o
20%
0%
30V 60V
Figura 46

La disociaciéon hepatocitaria mostré un patréon muy heterogéneo en el grupo 30V sin
predominancia de lesiones, ya que se produjo ausencia de disociaciéon en el 28% de las
biopsias, de tipo 1 en el 28%, de tipo 2 en el 28% y de tipo 3 en el 14%. En el grupo 60V hubo
predominio de disociaciéon tipo 1 (50%) y los tipos 0 y 2 aparecieron en un 25% cada uno, sin

disociacion de tipo 3. No se hallaron diferencias significativas entre ambos.
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4.2.8.6. Necrosis isquémica centrolobulillar

Se establecieron dos categorfas en funcién del porcentaje de necrosis isquémica: tipo 1: < 50%

y tipo 2: > 51%.

Necrosis 30V 60V
1 6 4
2 1 0
Total n=7 n=4
Tabla 48

Necrosis isquémica

T .

80%

60% =7

40% o1

20%

0%
30V 60V

Figura 47

El grupo 30V mostré un 14% de necrosis isquémica de tipo 2 frente al grupo 60V que
solo presenté necrosis isquémica de tipo 1 en el 100% de las biopsias analizadas. No se

hallaron diferencias significativas.
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4.2.8.7. Area necrotica media

Area necrética media

100
80
= 60 OANN
~ 40 BANM
20
L1 .

30V 60V

Figura 48. Porcentaje de area necrética media (ANM) respecto al area no necrdtica (AnN).

El area necrética media fue significativamente menor en el grupo 60V (3%) que en el

grupo 30V (20%). (F 6,66; p=0,027).
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4.2.8.8. Colangitis isquémica

Se establecieron dos categorias: 0= ausencia; 1= presencia.

Colangitis 30V 60V
0 3 2
1 4 2
Total n=7 n=4
Tabla 49

Colangitis isquémica
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Figura 49
Se produjo ausencia de colangitis isquémica en un 42% de los casos del grupo 30V y en

un 50% de los casos del grupo 60V, sin que se hallaran diferencias significativas en la

comparacion entre ambos.
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Foto 14. Grupo 60V. En esta preparacién con Hematoxilina/Eosina se observa a pequefio aumento (40x) la

preservacion de la arquitectura hepatica con una minima alteracién de la organizacion trabecular.

Foto 15. Grupo 60V. A gran aumento (100x) en una preparacién con Hematoxilina/Eosina puede obsetvarse una
zona centrolobulillar. Las trabéculas hepaticas estan bien ordenadas. Se aprecia un leve infiltrado inflamatorio

intrasinusoidal predominantemente linfoide.
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4.3. Supresion del Periodo de Recirculacion Hipotérmica

4.3.1. Morfometria

Grupo n SC (m2) Peso (Kg)
30V 10 1,01 £ 0,007 28,6+ 3.2
30SRH 8 0,98 + 0,005 27,7429

Tabla 50. Catactetisticas morfométricas de los animales de estudio. Grupo 30V: grupo control, Grupo 30SRH:
grupo con supresiéon del periodo de recirculacién hipotérmica. N: nimero de casos por grupo, SC: superficie

corporal en metros cuadrados (m? ). Peso en kilogramos (Kg). Resultados en media + desviacién estandar.

4.3.2. Supervivencia

Grupo n Vivos/Muertos Supervivencia (%)
30V 10 8/2 80
30SRH 8 6/2 75

Tabla 51. Se muestra la supervivencia al quinto dia postrasplante en los grupos de estudio. n: casos por grupo.
Vivos/Muertos: casos supetvivientes y casos no supervivientes al quinto dia postrasplante. Supervivencia:

porcentaje (%) de casos supervivientes respecto al total de casos del estudio.

4.3.3. Flujo de Bomba y Hemodinamica Hepatica Durante la Recirculacion

Ambos grupos se comportaron de forma similar durante la RN, como cabia esperar, ya
que no se varié ningin aspecto durante ese periodo. L.a comparacion intra-grupo obtuvo las
mismas diferencias durante la RN en el grupo 30V y 30SRH respecto al flujo de bomba, el
flujo portal y el flujo hepatico total. La comparacion inter-grupos no hallé diferencias
significativas en las variables hemodindmicas y en el volumen de fluidos afiadidos durante la

RN. En las siguientes tablas aparecen los valores medios por grupo de estudio.
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4.3.3.1. Flujo de bomba

Grupo n F Bomba F Bomba F Bomba F Bomba
P 5 min RN 15minRN 30 min RN FRH
30V 10 2,70 £ 0,53 3,25+ 1,044 2,39 +0,70 ¢ 1,66 0,23 ¢
30SRH 8 2,92 0,66 3,64+ 0,89 291+£1,01

Tabla 52. Flujo de bomba a los 5, 15 y 30 min de tecirculacién normotérmica (RN) y al final de la recirculacién
hipotérmica (FRH), en media + desviacion estindar (L/min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal. N: casos por

grupo.

4.3.3.2. Fluidoterapia y tiempo de enfriamiento

Volumen Volumen Tiempo
Grupo  n RN RH FRH
30V 10 120,3+ 2097 ¢  455+1723 ¢ 17,10 £ 5,11
30SRH 8 62,5+ 176,7 0 0

Tabla 53. Fluidoterapia afiadida durante la recirculacién normotérmica (Volumen RN) e hipotérmica (Volumen
RH) en mL. Tiempo FRH: Tiempo utilizado hasta la obtencién de 15°C en la superficie hepatica o final de la
recirculacién hipotérmica, en minutos. Resultados en media + desviacién estindar. ¢ p< 0,05 intra-grupo

Volumen RN Vs Volumen RH. N: casos por grupo.

4.3.3.3. Flujo arterial hepatico

Grupo n FAH FAH FAH FAH FAH
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 176,5 + 80,7 159,6 + 66,5 176,0 £ 72,5 156,3 + 93,6 132,1+ 75,3

30SRH 8 182,6 74,9 15044693  181,9+1072 144,6+555

Tabla 54. Flujo arterial hepatico (FAH): basal, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final

de la recirculacion hipotérmica (FRH), en media  desviacion estindar (mL/min/m?). N: casos por grupo.
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4.3.3.4. Flujo Portal

FP FP FP FP FP
Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH

10 639,1+138,6  242,5+1080¢ 2872+1694¢  327,3+212,63¢ 319+ 1336

Grupo n
30V

30SRH 8 650,8 £ 98,2 307,9 £ 1350  360,0£199,3¢ 408,31£209,1 ¢

Tabla 55. Flujo portal (FP): basal, a los 5, 15 y 30 min de recirculaciéon normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacion estindar (mL/min/m?). e p< 0,05 intra-grupo Vs basal.

N casos por grupo

4.3.3.5. Flujo Hepatico Total

FHT FHT FHT FHT FHT
Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH

10 815,6+ 150,5 402,1+115,6 ¢ 463,3+169,9¢ 483,7+ 244,64 363,9+ 148,1 &

Grupo n
30V

S0SRH 8 813,41£ 100,6 458,4+ 1714 ¢ 542,0£253,2 4 553,0£238,8 ¢

Tabla 56. Flujo hepético total (FHT): basal, a los 5, 15 y 30 min de recitculacion normotérmica (RN) y al final de
la recirculacion hipotérmica (FRH), en media £ desviacion estindar (mL/min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal.

N: casos por grupo.

4.3.4. Metabolismo hepatico de oxigeno

Los contenidos de oxigeno en arteria, porta y vena suprahepatica, asi como el aporte de
oxigeno mostraron una reduccion significativa respecto al valor basal en ambos grupos durante
la RN (Tablas 56, 57, 58 y 59). El consumo de oxigeno no mostré variaciones durante la RN
respecto al valor basal (Tabla 60), mientras que la extraccion hepatica de oxigeno incremento
significativamente tanto en 30V como en 30SRH con relacion al valor basal (Tabla 61). No se

hallaron diferencias en la comparacion inter-grupos.
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4.3.4.1. Contenido de oxigeno de arteria hepatica, vena porta y vena suprahepatica

Grupo n CaO, CaO, CaO, CaO, CaO,
P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 128+21 7,7+09¢ 78 124 81+14 6,6 £ 0,004 ¢
30SRH 8 114+18 79+1,1e 72+12e 74+£19e

Tabla 57. Contenido de oxigeno artetial (CaOy): basal, durante la recitrculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacion estindar (mL de O»/100 mL). ¢ p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. N: casos por grupo.

Grupo n CpO, CpO, CpO, CpO; CpO;

Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 94+1,1 54+13e 58 £1,24 55+0,7¢ 5,6 £ 0,009
30SRH 8 81+1,9 54+1,5¢ 54+1,0e 52+1,64

Tabla 58. Contenido de oxigeno portal (CpO,): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL de O,/100 mL). ¢ p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. N: casos por grupo.

Grubo n CvshO, CvshO, CvshO, CvshO, CvshO,

P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 94+1,9 42+1,7¢ 47 094 3,5+1,5¢ 5,0 + 0,08
30SRH 8 72+13 41+13e 3,940, ¢ 3,6+0,7¢

Tabla 59. Contenido de oxigeno de vena suprahepatica (CvshO»): basal, durante la recirculacion normotérmica
(RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estaindar (mL O,/100 mL). & p<

0,05 intra-grupo Vs basal. N: casos por grupo.
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4.3.4.2. Aporte, consumo y cociente de extraccion hepatico de oxigeno

Grupo n HDO, HDO; HDO; HDO:; HDO,

P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
3oV 10 844 +218 253+824 30,6 £13,0 30,9 +173¢ 236+16
30SRH 8 5944169 30,0 14,04 333+17,7¢ 31,8+ 1584

Tabla 60. Aporte de oxigeno hepatico (HDO): basal, durante la recirculacion normotérmica (RN) vy al final de la

recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL/min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal.

N: casos por grupo.

Grupo N HVO, HVO, HVO, HVO, HVO,

P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 11,7+55 8,6+ 5,0 88+5,7 85+93 2,7+03
30SRH 8 99+41 97+59 11,6 £83 11,9 +9,0

Tabla 61. Consumo de oxigeno hepatico (HVO,): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de

la recitculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL/min/m?). N: casos por grupo.

HO,ER HO:ER HO:ER HO.ER HO.ER
Grupo n Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V 10 13,0+ 3,0 35242074 281+112¢ 447 £194¢ 12240,7
30SRH 8 14,7+39 33441326 340+1554 354+12,8¢

Tabla 62. Cociente de extracciéon hepitica de O, (HO2ER): basal, durante la recirculacion normotérmica y al final

de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacion estindar (porcentaje) ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal.

N: casos por grupo.
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4.3.5. Marcadores de Lesion Hepatocelular

4.3.5.1. ASAT
Gruno ASAT ASAT ASAT ASAT ASAT
P Basal FRN (T3) PRP (T5) 2D (T6) 5D (T7)
30V 50t 14 93t 85 581 £ 329¢ 2803 £ 1447 ¢ 669 =599 ¢
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
30SRH 46+ 13 95t47¢ 593+ 349¢ 1085+ 7116 275+ 209
n=8 n=8 n=8 n=7 =6

Tabla 63. ASAT: basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN 6 T3), 60 min post-reperfusion (PRP 6
T5), al segundo dia (2D 6 T6) y al quinto dia postrasplante (5D 6 T7), en media + desviacién estindar (pkat/L).
¢ p< 0,05 intra-grupo V§ basal, & p< 0,05 30v vs 30SRH. N: casos por tiempo de estudio. El valor de ASAT en 2D
result6 significativamente inferior en 30SRH respecto a 30V (Z=-2,59 p=0,008).

ASAT

EEEE 30V
Ee4 30SRH

pkat/L

Basal FRN PRP 2D 5D

Figura 50. ASAT: basal, al final de la tecirculacion normotérmica (FRN), 60 min post-repetfusion (PRP), al

segundo y al quinto dia postrasplante (2D y 5D respectivamente). &: p<0,05 intra-grupo VS basal, b: p< 0,05 30V vs
30SRH.
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4.3.5.2. ALAT
runo ALAT ALAT ALAT ALAT gg?#%
P Basal FRN (T3) PRP (T5) 2D (T6)
30V 38+ 10 29+ 11 5719 107+ 46 64+15¢
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8§
30SRH 43+ 18 23+10e 41 +10 58 £ 32 40 £ 20
n=8 n=8 n=8§ n=7 n=6

Tabla 64. Valores de ALAT basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN 6 T3), 60 min post-reperfusion
(PRP 6 T5), al segundo dia postrasplante (2D 6 T6) y al quinto dia postrasplante (5D 6 T7) en media + desviacién
estandar (ukat/L). ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal & p< 0,05 30v vs 30SRH. N casos por tiempo de estudio. El
valor de ALAT en 2D y 5D resultd significativamente inferior en 30SRH respecto a 30V (ALAT 2D: Z=-2,04,
p=0,013; ALAT 5D: Z= -2,01, p= 0,05)

ALAT

175
150
125
100

B 30V
Ee*3 30SRH

pkat/L

Figura 51. Valores de ASAT obtenidos en tiempo basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN), 60 min
post-reperfusion (PRP), al segundo y al quinto dia postrasplante (2D y 5D respectivamente). a: p<0,05 intra-grupo

V$ basal, b: p< 0,05 30V vs 30SRH.
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4.3.6. Marcador de Lesion Endotelial Hepatica

oo EHAH EHAH EHAH

P Basal FRN (T3) PRP (T5)
30V 10 32,7+ 10,1 -46+t19,5¢ 1,0+ 11,4
30SRH 8 22,1 £8,5 04+95¢ 53+149¢

Tabla 65. Extraccion hepatica de 4cido hialurénico (EHAH): basal, al final de la recirculacién normotérmica

(FRN 6 T3) y 60 min post-reperfusiéon (PRP 6 T5), en media + desviacion estindar. ¢ p< 0,05 intra-grupo V$

basal. N: casos por grupo.

EAH (%)

Acido Hialurénico

-15

Basal FRN PRP

DOCX

130V

30SRH

Figura 52. Extraccion hepatica de 4cido hialurénico (EHAH) basal, al final de la recirculaciéon normotérmica

(FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP), en porcentaje (%). a: p< 0,05 intra-grupo VS basal. Ambos grupos

mostraron que los valores hallados tras la RN y 60 min post-reperfusién fueron significativamente inferiotres a los

basales y diferentes entre si (p<<0,05). En la comparacién inter-grupos no se hallaron diferencias estadisticas

aunque, tras la reperfusion, el grupo 30SRH mostré una EAH positiva, frente al valor negativo del grupo 30V.
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4.3.7. Marcadores Del Estado Energético Hepatico

ATP

# 30V
30SRH

ATP | ATP,,

Basal FIC FRN PRP

Figura 53. ATP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacion estandar. Se determinaron tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la recirculacion

normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP) a: p<0,05 intra-grupo VS basal. Sin diferencias inter-grupos.

ADP

30SRH

ADP /ADP,,

Basal FIC FRN PRP

Figura 54. ADP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacién estindar. Se determinaron tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la recirculacién

normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP) a: p<0,05 intra-grupo VS basal. Sin diferencias inter-grupos.
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AMP

30V
B4 30SRH

AMP / AMP,,

Figura 55. AMP: cada resultado se dividié por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en media
+ desviaciéon estandar. Se determinaron tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la recirculacién

normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusiéon (PRP) a: p<0,05 intra-grupo VS basal. Sin diferencias inter-grupos.

Hipoxantina

£l 30SRH

HX / HX,

Basal FIC FRN PRP

Figura 56. Hipoxantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de
unidad en media + desviacién estindar. Se determinaron tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la
recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP) a: p<0,05 intra-grupo VS basal. Sin diferencias

inter-grupos.
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Xantina
400 -
30V
Eee{ 30SRH
300}
3
~ 200 =
X
100
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Basal

Figura 57. Xantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacion estandar. Se determinaron tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la recirculacion

normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusiéon (PRP) a: p<0,05 intra-grupo VS basal. Sin diferencias inter-grupos.

Carga energética

30V
B4 30SRH

Figura 58. Carga energética: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de
unidad en media + desviacién estindar. Se determinaron tras 60 min de isquemia caliente (FIC), al final de la
recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP) a: p<0,05 intra-grupo VS basal. Sin diferencias

inter-grupos.
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4.3.8. Histologia

4.3.8.1. Endotelitis

Se establecieron dos categorias: 0= ausencia; 1= presencia de endotelitis.

Endotelitis 30V 30SRH
0 1 3
1 6 3
Total n=7 n=6
Tabla 66
Endotelitis
100%
80%
60% m1
40% 0o
20%
0%
30V 30SRH
Figura 59

En el grupo 30V se hallé endotelitis en el 85% de los casos y en el grupo 30SRH en el

50% de los casos. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos.
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4.3.8.2. Dilatacién sinusoidal

Se establecieron cuatro categorfas: 0= ausencia, 1= leve, 2= moderada y 3= severa.

Dilatacion 30v | 30SRH
Sinusoidal
0 0 1
1 4 2
2 2 3
3 1 0
Total n=7 n=6
Tabla 67
Dilatacion sinusoidal
100%
80%
60% s
0 m2
40% ol
oo
20%
0%
30V 30SRH
Figura 60

El grupo 30SRH present6 una lesion de menor intensidad que el grupo 30V, ya que el
16% de las biopsias no presentaron dilatacién sinusoidal, el 33% mostré dilataciéon de grado 1
y el 50% restante mostr6 dilataciéon de grado 2. No se hallé6 ningin caso con dilataciéon de
grado 3. El grupo 30V no mostrd ningun caso con ausencia de lesion, presenté dilatacién de
tipo 1 en un 57% de las biopsias, un 28% de grado 2 y un 14% de grado 3. No se hallaron

diferencias significativas entre los grupos.
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4.3.8.3. Infiltracién leucocitaria sinusoidal

Se definieron tres categorfas para valorar la infiltraciéon por polimorfonucleares y linfocitos a

nivel sinusoidal: 1= leve, 2= moderada y 3= severa.

PMN
Linf

30V

30SRH

1

2

LS

3

N — |

Total

n=7

n=6

Tabla 68

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

Infiltracion leucocitaria sinusoidal

m3
m2
o1

30%
20%
10%

0%

30V 30SRH

Figura 61

El grupo 30SRH mostré una proporcion de lesion leve de tipo 1 superior al grupo 30V
(66% frente a un 57%), y menor proporcion de lesion grave de tipo 3 que el grupo 30V (28%

frente a un 16%). No se hallaron diferencias significativas entre los grupos.
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4.3.8.4. Infarto

Se establecieron dos categorfas: O=ausencia; 1= presencia.

Infarto 30V 30SRH

0 5 6
1 2 0
Total n=7 n=6
Tabla 69

Infarto

100%
60% Bl
oo

40%

20%

0%

30V 30SRH

Figura 61

El grupo 30V mostro infarto en un 30% de los casos, a diferencia del grupo 30 NF en
el que no se detectdé en ninguna de las biopsias analizadas. No obstante, no se hallaron

diferencias significativas entre ellos.
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4.3.8.5. Disociacion hepatocitaria

Se establecieron cuatro categorfas: 0= ausencia, 1= leve, 2= moderada y 3= severa.

Disociacion 3oV 30SRH
0 2 4
1 2 1
2 2 1
3 1 0
Total n=7 n=6
Tabla 70
Disociacion hepatocitaria
. ]

80%

. m3
60% w2
40% o1

oo
20%
0%
30V 30SRH
Figura 63

La disociacién hepatocitaria mostré un patrén heterogéneo en el grupo 30V ya que se
encontraron todas las categorias de lesion. En el grupo 30SRH, en cambio, se hall6 ausencia de
disociaciéon en el 66% de las biopsias, se encontré lesion de tipo 1 en el 16,6% de las biopsias y

de tipo 2 en el 16,6% restante, aunque no se observaron diferencias entre los grupos.
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4.3.8.6. Necrosis isquémica centrolobulillar

Se establecieron 2 categorfas que valoraron el porcentaje de necrosis isquémica como categoria

1< 50% y categoria 2 > 51%.

Necrosis | 30V | 30SRH

1 6
2 1 1
Total n=7 n=6
Tabla 71

Necrosis isquémica

100%
90% :— -:
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70%
60%

50% m2
40% ol
30%
20%
10%
0%

30V 30SRH

Figura 64

El grupo 30V presenté en el 14% de las biopsias una necrosis superior al 50%. En el
grupo 30SRH la necrosis de tipo 2 se observé en el 16,6% de los casos No se hallaron

diferencias significativas entre los grupos.
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4.3.8.7. Area necrotica media

Area necrética media

100
80
2 60 OANN
< 10 BANM
20
oL ——

30V 30SRH

Figura 65. En la figura se representa en color oscuro el potrcentaje del 4tea necrdtica media (ANM) frente al area

no necrética (AnN) en color claro.

El grupo 30V present6 un 20% de area necrética, mientras que el grupo 30SRH mostrd

una proporcion del 10%. No se hallaron diferencias significativas entre ambos grupos.
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4.3.8.8. Colangitis isquémica

Se establecieron 2 categorfas: 0= ausencia; 1= presencia.

Colangitis 30V | 30SRH

[S8}
\S]

0
1 4 q

Total n=7 n=6

Tabla 72

Colangitis isquémica

100%
80%
60%
40%
20%

0%

ml
oo

30V 30NF

Figura 66

Tras 60 minutos de isquemia caliente se observé ausencia de colangitis isquémica en el
42% de los casos del grupo 30V. En el grupo 30SRH, la ausencia de colangitis isquémica se dio

en el 33% de los casos. No hubo diferencias significativas entre ellos.
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Foto 16. Grupo 30SRH. A pequefio aumento (40x) en una tinciéon de Hematoxilina/Eosina puede vetse la

arquitectura hepatica completamente preservada.

Foto 17. Grupo 30SRH. A gran aumento (200x) en una tincién de Hematoxilina/Eosina se observan las
trabéculas hepaticas y la preservaciéon de la vena centrolobulillar sin endotelitis, ni necrosis hepatocelular.

Tampoco se observa dilatacion sinusoidal significativa.
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Foto 18. Grupo 30SRH. A pequefio aumento (40x) en una tinciéon de Hematoxilina/Eosina puede verse la via

biliar hiliar, sin fenémenos de colangitis isquémica.

Foto 19. Grupo 30SRH. A gran aumento (200x) en una tincién de Hematoxilina/Eosina se muestra la

preservacion del epitelio biliar sin disrupcion, ni necrosis.
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4.4, Adiciéon de Dobutamina Durante la Recirculaciéon

4.4.1. Morfometria

Grupo n SC (m?) Peso (Kg)
30v 10 1,01 + 0,007 28,6+3.2
30DBT 8 1,04 + 0,008 295+34

Tabla 73. Caractetisticas morfométricas de los animales de estudio. Grupo 30V: grupo control. Grupo 30DBT:
grupo con adicién de dobutamina durante la recirculacion. N: casos por grupo, SC: superficie corporal en metros

cuadrados (m?). Peso en kilogramos (Kg). Resultados en media * desviacién estandar.

4.4.2. Supervivencia

Grupos n Vivos/Muertos Supervivencia (%)
30V 10 8/2 80
30DBT 8 5/3 62,5

Tabla 74. Se muestra la supetvivencia al quinto dia postrasplante en los grupos de estudio. N: casos pot grupo.
Vivos/Muertos: casos supetvivientes y casos no supervivientes al quinto dia postrasplante. Supervivencia:

porcentaje (%) de casos supervivientes respecto al total de casos por grupo de estudio.
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4.4.3. Flujo de Bomba y Hemodinamica Hepatica Durante la Recirculacion

4.4.3.1. Flujo de bomba

Grupo F Bomba F Bomba F Bomba F Bomba
n 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V
10 2,70 £ 0,53 3,25£1,04¢ 2,39£0,704 1,66+ 0,23 ¢
SDBT ¢ 2,28 0,40 275£0,29¢ 2,12£0,25 1,74+ 0,63 ¢

Tabla 75. Flujo de bomba a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de la recirculacion

hipotérmica (FRH), en media * desviacion estindar (I./min/m?). ¢ p < 0,05 intra-grupo. N: casos por grupo.

Flujo de bomba

(O3]
[]

—=— 30V
~-+-- 30DBT

L/min/m?
@ b

N
[ ]

[EEN
[

Figura 67. Flujo de bomba, iniciado tras 60 min de asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica y
al final de la recirculacién hipotérmica (FRH) en L/min/m?2 a: p <0,05 intra-grupo. El flujo de bomba mis alto se
obtuvo a los 15 min de RN para ambos grupos de estudio y el mas bajo al final de la RH respecto al obtenido en

el minuto 15, también en ambos grupos. No se hallaron diferencias significativas intergrupos.
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4.4.3.2. Fluidoterapia y tiempo de enfriamiento

Grupo n Volumen Volumen Tiempo
RN RH FRH

30V 10 120 + 209,7 455+ 172,34 17,10 £ 5,11

30DBT 8 87,5+121,7  381,2+2329¢  20,00+293

Tabla 76. Fluidoterapia afiadida durante la recirculacion normotérmica (Volumen RN) e hipotérmica (Volumen

RH) en mL. Tiempo FRH: tiempo utilizado hasta la obtencién de 15°C en la superficie hepatica o final de la

recirculacién hipotérmica, en minutos. Resultados en media * desviacién estindar. N: casos por grupo. ¢ p< 0,05

intra-grupo Volumen RN Vs Volumen RH.

La comparacién intra-grupo hallé que el volumen anadido durante la RH fue

significativamente superior al utilizado durante la RN para el grupo 30V (Z= -2,58; p=0,01) y

el grupo 30DBT (Z= -1,97; p=0,049). La comparacién inter-grupo no mostré diferencias.

4.4.3.3. Flujo arterial hepatico

Grupo N FAH FAH FAH FAH FAH
P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V
10 176,5+ 80,7 159,6 + 66,5 176,0 £ 72,5 156,3 £ 93,6 132,14+ 75,3
30DBT 8  137,6+36,22 1493 + 497 161,0£57,5 140,9 + 55,0 133,0+ 103,4

Tabla 77. Flujo arterial hepatico (FAH) basal, a los 5, 15 y 30 min de recirculaciéon normotérmica (RN) y al final

de la recirculacion hipotérmica, en media + desviacién estandar (mL/min/m?). N: casos por grupo.
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Flujo arterial hepatico
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Figura 68. Flujo atterial hepatico (mL/min/m? basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién

normotérmica y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH).

Los valores del flujo arterial hepatico se muestran en la Tabla 76. Los grupos no

mostraron diferencias intra-grupos ni inter-grupos. Ambos grupos mostraron un perfil similar

en la evolucion del flujo arterial hepatico durante todos los tiempos de estudio. (Figura 68).

4.4.3.4. Flujo Portal

FP FP FP

Grupo n Basal 5 min RN

15 min RN

FP FP
30 min RN FRH

30V

10 639,1 £138,6 242,51+ 1089 ¢

287,2£169,4 ¢

327,3+£212,6¢ 231,91 133,64

30DBT

8 576,4 £ 240,3 380,8 £ 211,0 538,8 £291,3

450,0 £ 202,8 373.0 £203,6

Tabla 78. Flujo portal (FP): basal, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica (RN) y al final de la

recirculacién hipotérmica, en media * desviacion estindar (mL/min/m?).¢ p < 0,05 intra-grupo VS basal. N: casos

por grupo.
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Flujo portal

—=—30V
-4~ 30DBT

Figura 69. Flujo pottal basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recirculacién normotérmica y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media £ desviacién estaindar (mL/min/m?). a: p< 0,05 intra-grupo VS basal.
Solo el grupo 30V mostré valores significativamente inferiores al basal. No se hallaron diferencias en la

comparacion inter-grupos.

4.4.3.5. Flujo hepético total

Grupo FHT FHT FHT FHT FP
Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V
10 815,6+150,5  402,1+ 115G+ 463316994 4837+ 24466 363,90+ 1481+
30DBT
8 7141 %1505 530,1 + 220,2 673,3 +314,2 599.8 + 2332 500,2 +279,3

Tabla 79. Flujo hepatico total (FHT) basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de trecirculacién normotérmica y
al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL/min/m?). ¢ p< 0,05 intra-

grupo VS basal. N: casos por grupo.
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Flujo Hepatico Total

mL/min/m?

Figura 70. Flujo hepético total basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de recitculaciéon normotérmica y al final

de la recirculacion hipotérmica (FRH), en media £ desviacién estandar (ml./min/m?) a: p< 0,05 intra-grupo vs basal.

El flujo hepatico total descendi6 tras la asistolia significativamente respecto al basal
solo en 30V (Tabla 77 y Figura 70). Durante la RN el flujo portal no alcanzé los valores basales
en ninguno de los tiempos estudiados (p<0,05). En 30DBT la evolucién en el tiempo fue
similar a la del grupo 30V pero no se hallaron diferencias significativas en la comparacion

intra-grupo. Tampoco se hallaron diferencias significativas en la comparacion inter-grupos.
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4.4.4. Metabolismo hepatico de oxigeno

4.4.4.1. Contenido de oxigeno de arteria hepatica, vena porta y vena suprahepatica

Grupo n Ca02 Ca02 CaOZ CaOZ CaOZ
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
30V
10 12,8 +2.1 7,7+£0,9¢ 7,8 £1,2¢ 81+14 6,6 +0,004 ¢
30DBT
8 135+1,7 85+1,00 775094 81+12¢ 7,614

Tabla 80. Contenido de oxigeno arterial (CaOy): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH) en media * desviacion estindar (mL O,/100 mL). ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal.

N: casos por grupo.

Grupo n CpOz CpOz CpOz CpOz CpOz

P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
3oV 10 94+1,1 54+13¢ 58 £1,2¢ 55+0,7¢ 5,6 = 0,009
30DBT 8 9,6+ 1,0 55+1,4e 52+14¢ 52+1,1¢ 67+1,44

Tabla 81. Contenido de oxigeno portal (CpOy): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL O,/100 mL).¢ p< 0,05 intra-grupo Vs

basal. N: casos por grupo.

Grupo n CVShOz CVShOz CVShOz CVShOz CVShOz
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH

v 10 9,4+1,9 42+1,74 47 £0,9¢ 3,5+1,54 5,0 £ 0,08

30DBT 8 8,1+1,1 32+1,14 3,550,096 & 32+144 62+1,3

Tabla 82. Contenido de oxigeno suprahepatico (CvshO»): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al
final de la recirculacién hipotérmica (FRH) en media * desviacién estindar (mL O/100 mL).# p< 0,05 intra-

grupo VS basal, & p< 0,05 30V vs 30DBT. N: casos por grupo. La comparacién inter-grupos mostré que el
CvshO:; fue significativamente inferior en 30DBT respecto a 30V en el minuto 15 de la RN (2=-2,04; p=0,041).
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4.4.4.2. Aporte de oxigeno hepético

Grubo n HDO; HDO; HDO; HDO; HDO;

P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH
3V 10 84,4+ 21,8 251+82¢ 30,7+ 13,04 309+17,3¢ 22,6 +1,6
30DBT 8 752 +29.4 378+£17,00 % 389+2254 348+1724 33,4+21,64

Tabla 83. Aporte de oxigeno hepatico (HDO): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de la
recirculacién hipodérmica (FRH), en media * desviacion estindar (ml./min/m?). ¢ p< 0,05 intra-grupo VS basal,
& p< 0,05 30V vs 30DBT. n: casos por grupo.

El aporte de oxigeno hepatico descendié significativamente respecto al basal durante el

periodo de RN en ambos grupos (p<0,05). En la comparacion inter-grupos 30DBT obtuvo un

valor significativamente superior a 30V en el minuto 5 de la RN (Z=-2,049, p=0,043).

HDO,

—=— 30V
---«-- 30DBT

mL/min/m?

Figura 71. Aporte de oxigeno hepitico (HDOy): basal, tras la asistolia, durante los 30 min de recirculacién
normotérmica (RN) y al final de la recirculacion hipotérmica (FRH), en mL/min/m?2 a: p <0,05 intra-grupo Vs

basal, b: p 0,05 30V vs 30DBT.
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4.4.4.3. Consumo de oxigeno hepatico

Grupo N HVO, HVO, HVO, HVO, HVO,;
P Basal 5 min RN 15 min RN 30 min RN FRH

v 10 122455 8,6+ 5,0 11,7+52 13,4498 2,7+0,3

30DBT 8 16,4 + 10,4 17,5+ 82¢ 14,4 10,1 14,8 +5,9 3,2+0,9

Tabla 84. Consumo de oxigeno hepético (HVO,): basal, durante la recirculacién normotérmica (RN) y al final de
la recirculacién hipotérmica (FRH), en media + desviacién estindar (mL/min/m?). & p< 0,05 30V vs 30DBT.

N: casos por grupo.
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Figura 72. Consumo de Oxigeno Hepético (HVO»): basal, tras la asistolia, durante los 30 min de recirculacién

normotérmica (RN) y al final de la recirculacién hipotérmica (FRH), en mL/min/m2 b: p <0,05 30V vs 30DBT.

El consumo de oxigeno hepatico (Tabla 83 y Figura 72) sigui6 una evolucion similar en
ambos grupos, recuperando valores similares al basal durante la RN. El grupo 30DBT mostré
un incremento significativo del consumo de oxigeno respecto al grupo 30V a los 5 minutos de

la RN (Z= -2,34; p= 0,019).
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4.4.3.4. Cociente de extraccion hepatica de oxigeno

Grupo n HO.ER HO.ER HO.ER HO-ER HO.ER
P Basal 5min RN 15 min RN 30 min RN FRH

v 10 23,0+3,0 352+ 20,74 281+112¢ 447 419,04 12,2 +0,7

30DBT 8 223+124 47341204 36,3+9,5 462+173¢ 12,0 + 6,5

Tabla 85. Cociente de extraccién hepética de oxigeno (HO,ER): en media + desviacion estindar en potcentaje

(%). ¢ p<intra-grupo 0,05 Vs basal. N: casos por grupo.
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% ,’I ' ' \\\
~ 30-
o | L
L 204 a
104 \\\ IIIII a a
C ! ! ! ! !
» s Q& Q& & >
£ S & & & &
Q ?é\% N %

Figura 73. Cociente de extraccién hepitica de oxigeno (HO; ER): basal, tras la asistolia, a los 5, 15 y 30 min de

recirculacién normotérmica y al final de la recirculaciéon hipotérmica (FRH), expresado en porcentaje. a: p <0,05

intra-grupo VS basal.

206



Resultados

4.4.5. Marcadores de Lesion Hepatocelular

4451 ASAT
Grupo ASAT ASAT ASAT ASAT ASAT
P Basal FRN (T3) PRP (T5) 2D (T6) 5D (T7)
30V 50+ 14 93+ 856 581+ 3294 2803 + 1447 ¢ 669 599 ¢
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
30DBT 50+ 13 132+ 75¢ 829 + 807 ¢ 1253+ 567 ¢ % 255+ 1294
n=8 n=8 n=8 n=8 n=5

Tabla 86. ASAT: basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN o T3), 60 min post-reperfusion (PRP o
T5), al segundo dia (2D o T6) y al quinto dia postrasplante (D5 o T7), en media * desviacion estindar (nkat/L).
¢ p< 0,05 intra-grupo vs basal, & p< 0,05 30V vs 30DBT. 5D. Nn: casos por tiempo de estudio.

ASAT

4500+
4000+
3500+
3000+
2500+
2000+ a
1500+
1000+ 4
500+ a
Oty ﬁl
Basal FRN PRP

E=330DBT

pkat/L

e
I

Figura 75. ASAT: basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN), 60 min post-reperfusion (PRP), al
segundo (2D) y quinto dfa postrasplante (5D). a: p< 0,05 intra-grupo V$ basal, b: p< 0,05 30V vs 30DBT. El
analisis inter-grupos evidencié un descenso significativo de la ASAT en el grupo 30DBT respecto al grupo 30V en

2D (Z=-2,226; p= 0,027).
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4.45.2. ALAT
Grupo ALAT ALAT ALAT ALAT ALAT
P Basal FRN (T3) PRP (T5) 2D (T6) 5D (T7)
30V 38+ 10 29+ 11 57+19¢ 107 £ 46 64+ 15
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
34+7 22+9 54 £ 36 64+ 186 3712 &
30DBT n=8 n=8 n=8 n=8 n=5

Tabla 87. ALAT: basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN o T3), 60 min post-repetfusiéon (PRP o
T5), al segundo dia (2D o T6) y al quinto dia postrasplante (D5 o T7) en media £ desviacion estindar (ukat/L).

¢ p< 0,05 intra-grupo V$ basal, & p< 0,05 30V vs 30DBT. 5D. N: numero de casos en cada tiempo de estudio.

ALAT
175
150+
125+

30V
E=330DBT

100+

pkat/L

PRP

Figura 75. ALAT: basal, al final de la recirculacién normotérmica (FRN), 60 min post-repetfusion (PRP), al
segundo (2D) y quinto dfa postrasplante (5D). & p< 0,05 intra-grupo VS basal, b: p< 0,05 30V vs 30DBT. La
concentracion de ALAT mostré su valor maximo al segundo dfa postrasplante. L.a comparacién intra-grupo
respecto al basal solo hallé diferencias significativas en 30V en T3 y T6. La comparacién inter-grupos mostro
valores significativamente inferiores en 30DBT respecto a 30V en 2D (Z= -2,226; p=0,026) y en 5D (Z=-2,36;
p=0,018).
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4.4.6. Marcador de Lesion Endotelial Hepatica

oo EAH EAH EAH

P Basal FRN (T3) PRP (T5)
30V 10 32,7+ 10,1 46+£195¢ -1,0£11,4¢
30DBT 8 29,3+ 10,2 1277 12,8 £ 26,64

Tabla 88. Extraccion hepatica de 4cido hialurénico (EHAH): basal, al final de la recirculacién normotérmica
(FRN o T3) y 60 min post-reperfusion (PRP o T5), en media £ desviacién estandar. a: p<0,05 intra-grupo V$

basal. N: casos por grupo. N: casos por grupo.

Acido Hialurénico

= B 30V
T E=4330DBT

EHAH (%)

-25- Basal “FRN PRP

Figura 76. Extraccion hepitica de acido hialurénico (EHAH) basal, al final de la recirculacién normotérmica
(FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP), en porcentaje (%). a: p< 0,05 intra-grupo VS basal. La extraccién hepatica
de 4cido hialurénico (EHAH) present6 valores positivos basales y cada grupo mostré diferencias significativas
entre éste y los obtenidos en los tiempos FRN y PRP. (p=0,000). En FRN y PRP solo el grupo 30DBT mostré

valores positivos. No obstante el anlisis inter-grupos no hall6 diferencias significativas.

209



Resultados

4.4.7. Marcadores del estado energético hepatico

ATP
2.0q

E=430DBT
1.5

ATP /| ATP,

L L
FRN PRP

Figura 77. ATP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacién estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 min de

recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p<0,05 Vs basal.

ADP

2.251
2.004
1.754
1.504
1.254
1.00-
0.754
0.504
0.25+
0.00

E=4330DBT

ADP / ADP,,

- i : =
Basal FIC FRN PRP

Figura 78. ADP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacién estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 60 min de

recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p<0,05 Vs basal.
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AMP

30V
E=4330DBT

AMP / AMP b

i :
Basal FIC

Figura 79. AMP: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacién estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 min de

recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusién (PRP). a: p<0,05 Vs basal.

Hipoxantina

30V
E=4330DBT

! J - ] : ..
Basal FIC FRN PRP

Figura 80. Hipoxantina: cada tesultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de
unidad en media * desviacioén estindar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30

min de recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP). a: p< 0,05 VS basal.
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Xantina
400 -
30V
== 30DBT
300-
0
X 200-
=
100-
a a "
C ] I--:':“l-__l__. ] ]
Basal FIC FRN PRP

Figura 81. Xantina: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de unidad en
media * desviacion estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30 min de

recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusiéon (PRP). a: p<0,05 Vs basal.

Carga energética

1.00+
FEE 30V
E=330DBT
0.75+
S
w 0.501
O
0.25+
0.00

T T T T
Basal FIC FRN PRP
Figura 82. Carga energética: cada resultado se ha dividido por el valor basal y se ha expresado como fraccién de

unidad en media + desviacién estandar. Determinaciones: basal, tras 60 min de isquemia caliente (FIC), tras 30

min de recirculacién normotérmica (FRN) y 60 min post-reperfusion (PRP). a: p<0,05 vs basal.
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4.4.8. Histologia

En la tabla se detalla el nimero de casos correspondiente a cada categorfa y en la figura
se observa el porcentaje de cada categorfa por grupo. En la figura, el color en sigue un

degradado ascendente al igual que las categorias.

4.4.8.1. Endotelitis

Se establecieron dos categorias: 0= ausencia y 1= presencia.

Endotelitis 30V 30DBT

0 1 1
1 6 4 Tabla 89

Total n=7 n=5

Endotelitis

100%
80%
60%
40%
20%

0%

m1
oo

30V 30DBT

Figura 83

El hallazgo de endotelitis se dio en todas las biopsias analizadas. En el grupo 30V se
hall6 en el 85% de los casos y en el grupo 30DBT en el 20% de los casos. No se hallaron

diferencias significativas entre los grupos.
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4.4.8.2. Dilatacién sinusoidal

Se establecieron cuatro categorfas: 0= ausencia, 1= leve, 2= moderada y 3= severa.

Dilatacion 30V 30DBT
sinusoidal

0 0 4

1 4 0

2 2 1

3 1 0

Total n=7 n=5
Tabla 90
Dilatacién sinusoidal

80%

. |3
60% m2
40% ol

oo
20%
0%
30V 30DBT
Figura 84

El grupo 30DBT present6 una lesion de menor intensidad que el grupo 30V, ya que el
80% de las biopsias no presentaron dilatacion sinusoidal y el 20% restante mostré dilatacion de
grado 2. El grupo 30V present6 dilatacién de tipo 1 en un 57% de las biopsias, de grado 2 en

un 28% de y de grado 3 en un 14%. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos.
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4.4.8.3. Infiltracion leucocitaria sinusoidal

Se definen tres categorias segtn la infiltraciéon por PMN vy linfocitos a nivel sinusoidal: 1= leve,

2= moderada y 3= severa.

PMN 30V 30DBT
Linf
1 4 1
2 1
3 1
Total n=7 n=5
Tabla 91
Infiltracién leucocitaria sinusoidal
100%
80%
60% |3
m2
40% o1
20%
0%
30V 30DBT
Figura 85

Los resultados mostraron que el grupo 30 V mostré una proporcion de lesion leve de
del 57%, mientras que en 30DBT la lesion predominante fue la de tipo 2 (60%). No obstante,

no se hallaron diferencias entre ambos grupos en la comparacion estadistica.
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4.4.8.4. Infarto

Se establecieron dos categorias: 0=ausencia y 1= presencia.

Infarto 30V 30DBT

0 5 5

1 2 0

Total n=7 n=5
Tabla 92

Infarto
100%
60% =1
40% 0o
20%
0%
30V 30DBT

Figura 86

El grupo 30V mostré infarto en un 30% de los casos, a diferencia del grupo 30DBT en
el que no se detecté en ninguna de las biopsias analizadas. No obstante, no se hallaron

diferencias significativas entre ellos.
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4.4.8.5. Disociacion hepatocitaria

Se establecieron cuatro categorfas: 0= ausencia, 1= leve, 2= moderada y 3= severa.

Disociacion 30V 30DBT
0 2 4
1 2 1
2 2 0
3 1 0
Total n=7 n=5
Tabla 93
Disociacion hepatocitaria
100%
80%
H3
60% 2
40% ot
ao
20%
0%
30V 30 Dbt
Figura 87

La disociacion hepatocitaria mostré un patron heterogéneo en el grupo 30V ya que se
encontraron todas las categorias de lesion. En el grupo 30DBT se hall6 ausencia de disociacion
en el 80% de las biopsias y la lesién encontrada en el 20% restante fue de tipo 1, aunque no se

observaron diferencias entre los grupos.
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4.4.8.6. Necrosis isquémica centrolobulillar

Se establecieron dos categorias respecto al porcentaje de necrosis: categoria 1< 50% y

categoria 2 > 51%.

Necrosis 30V 30DBT
1 6 5
2 1 0
Total n=7 n=5
Tabla 94

Necrosis isquémica

T

80%

60% T

40% g1

20%

0%

30V 30DBT

Figura 88

El grupo 30V present6 necrosis isquémica de tipo 2 en el 14% de las biopsias, es decir,
el 14% de los casos presentaron en las secciones analizadas una necrosis superior al 50%; en el
grupo 30DBT la necrosis hallada fue de tipo 1 en el 100% de los casos. Por lo tanto en el
100% de los casos la necrosis fue inferior al 50% del area analizada, sin hallarse diferencias

significativas entre los grupos.
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4.4.8.7. Area necrotica media

Area necrética media

100
90
80
70
60
50
40
30

20
=
0

30V 30DBT

OANN
EHANM

(%)

Figura 89. En colot oscuro se observa el potcentaje de 4rea necrdtica media (ANM) y en colot claro el 4rea no

necrética (AnN).

El grupo 30V presenté un 20% de area necrética, mientras que el grupo 30DBT

mostr6 una proporcion del 10%. No se hallaron diferencias significativas entre ambos grupos.
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4.4.8.8. Colangitis isquémica

Se establecieron dos categorias: 0= ausencia; 1= presencia.

Colangitis 30V 30DBT
0 3 5
1 4 0
Total n=7 n=5
Tabla 95
Colangitis isquémica
100%
80%
60% @si
40% gNo
20%
0%
30V 30DBT
Figura 90

Tras 60 minutos de isquemia caliente se observé presencia de colangitis isquémica en el
60% de los casos del grupo 30V, y en el 100% de los casos del grupo DBT. No hubo

diferencias significativas entre ellos.
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Foto 20. Grupo 30DBT. A pequefio aumento (40x) puede obsetvatse en una tincién de Hematoxilina/Eosina la

preservacion completa de la estructura del parénquima hepitico.

Foto 21. Grupo 30DBT. A gran aumento (400x) se obsetvan las trabéculas hepéticas con minima alteracion de la

disposicién celular. Las flechas indican una muerte celular por apoptosis.
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4.5. Valor Pronostico del Flujo de Bomba y la Hemodindmica Hepatica

Para determinar si el flujo de bomba, de arteria hepatica y vena porta podian predecir la
viabilidad del injerto hepatico durante la RN se analiz6 el valor promedio obtenido durante la
RN en los grupos de flujo variable (30V, 30SRH y 60V; n=26) y se relacion6 con la
supervivencia al quinto dfa postrasplante. El grupo 30DBT se excluy6 por la posible alteracion

de la dobutamina sobre la hemodinamica hepatica.

4.5.1.  Flujo de Bomba, Flujo Arterial y Flujo Portal

Grupo n F Bomba F Arterial F Portal
Medio Medio Medio
rvivien
Supervivientes 18 2,80 40,96 4 183,1489.8¢  383,0+ 1664
No supervivientes
P 8 2,66 0,57 ¢ 145,7436,7¢  345,5£1993 ¢

Tabla 96. Flujo de bomba (L/min/m?), flujo atterial hepatico y flujo pottal (mL/min/m? en los animales

supervivientes y no supervivientes, en media & desviacion estandar. ¢ p< 0,05 inter-grupo.

Tanto el flujo de bomba, como el flujo arterial medio (F=74,07, p=0,000, IC 95%: 20,0
- 54,6), como el flujo portal medio (F=9,72; p=0,002; IC 95%: 3,32 - 71,52) obtenido durante
toda la RN fue significativamente superior en los animales supervivientes que en los no
supervivientes. Para ninguna de las variables estudiadas pudo hallarse un valor pronéstico de la
supervivencia. Las curvas ROC mostraron un area bajo la curva algo por encima del 50%, lo

que implica que el porcentaje de falsos positivos fue casi similar al de verdaderos positivos.
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Flujo de Bomba
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0 %
2.5
2.0 i
15 n=8
10k N=18
0.5
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Superv No Superv
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Figura 91. Flujo de bomba medio obtenido durante la RN en los animales supervivientes y no supervivientes. En
cada caso se obtuvo un valor promedio Gnico, como la media aritmética de cada uno de los valores del flujo
obtenidos durante la RN. La distribucién de los valores muestra un solapamiento de los mismos respecto a la

supervivencia.

Sensibilidad

1,0 -

0,9 4

0,8 +

0,7 +

0,6 +

0,5 FBOMB.ROC, Area = 0.5764, SE=0.1230

04

03

0,2

0,1

0,0
0,0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

1-Especificidad

Figura 92. Curva de rendimiento diagnéstico (ROC) tespecto al valor predictivo del flujo de bomba durante la
RN en los grupos de flujo variable. S=Sensibilidad (% de verdaderos positivos) 1-E= 1-Especificidad (% de falsos

positivos). No pudo determinarse ningtn valor predictivo de supervivencia.
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Flujo arterial
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Figura 93. Distribucion del flujo arterial hepatico en los animales supervivientes (n=18) y en los animales no
supervivientes (n=8). FAx/FAb: En cada caso se obtuvo un valor promedio unico como la media aritmética de
cada uno de los valores del flujo obtenidos durante la RN y divididos por su basal (valor porcentual). La

distribucion de los flujos medios porcentuales mostr6 una amplia variabilidad en ambos grupos.

Sensibilidad

1,0.

0,9

0,8]

0,7.

0,6.

0,5 FART.ROC, Area=0.6042, SE=0.1191
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0,2}
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Figura 94. Curva de rendimiento diagndstico (ROC) tespecto al valor predictivo del flujo atterial hepatico
durante la RN en los grupos de flujo variable. S=Sensibilidad (% de verdaderos positivos) 1-E= 1-Especificidad

(% de falsos positivos). La curva obtenida no muestra ningin punto de cotte valorable.
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Flujo Portal
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Figura 95. Distribucién del Flujo Portal en los animales supervivientes (n=18) y en los animales no
supervivientes (n=8). FPx/FPb: En cada caso se obtuvo un valor promedio unico como la media aritmética de

cada uno de los valores del flujo obtenidos durante la RN y divididos por su basal (valor porcentual).

Sensibilidad
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Figura 96. Curva de rendimiento diagndstico (ROC) respecto al valor predictivo del flujo portal hepatico durante
la RN en los grupos de flujo variable. S=Sensibilidad (% de verdaderos positivos) 1-E= 1-Especificidad (% de
falsos positivos). La curva obtenida, al igual que las anteriores, muestra un area bajo la curva préxima al 50%,

indicando la falta de sensibilidad y especificidad.
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Es indudable que el trasplante hepatico constituye actualmente la mejor alternativa
terapéutica en la insuficiencia hepatica terminal. " Los DCP son una fuente potencial de
incremento para las donaciones, aunque en la practica clinica la utilizacion de injertos hepaticos
de este tipo de donantes sigue siendo controvertida ya que la limitacién impuesta por el tiempo

de IC reduce su viabilidad, asociandose su uso a mayor incidencia de fallo primario del injerto.

82, 85, 89, 91

: : 125, 126, 127
Estudios experimentales "= >

sugieren que el higado puede tolerar hasta 60 min de
IC, no obstante, en el trasplante, el injerto se somete posteriormente a la agresioén isquémica de
la preservacion y el recalentamiento lo que conlleva a un efecto lesivo amplificado. De las

numerosas estrategias destinadas a incrementar la viabilidad de los injertos hepaticos

200-217, 234-253 : . :z ;
procedentes de DCP, *"?'>#*2 |3 RN, intercalada antes del periodo de preservacién en frio,

353, 354 93, 129, 207-

se ha mostrado eficaz a nivel clinico, tanto con injertos renales como hepaticos.

211, 349, 350

5.1. Aplicacion de Tres Tipos de Flujo de Bomba Durante la

Recirculaciéon

El uso de un sistema de perfusion de sangre oxigenada mediante un circuito de CEC
debe garantizar una perfusion tisular adecuada a la demanda metabdlica de oxigeno para
asegurar el metabolismo aerobio y los procesos de regeneracion de la energfa celular. En este
sistema, el flujo de bomba constituye un aspecto fundamental, por ello su optimizacién es
imprescindible en la recuperacién del dafio causado por la IC. El efecto beneficioso de un flujo

optimo puede valorarse directamente a través del comportamiento de la hemodinamica
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hepitica, e indirectamente mediante la evaluaciéon de marcadores del metabolismo de oxigeno y
de lesion hepatocelular y endotelial.

En estudios previos con DCP y RN *"%* en los que se utilizaron tiempos crecientes de
IC (20, 30 y 40 min) se aplicé un flujo variable. Este, caracteristicamente dependiente del
retorno venoso, se halla relacionado con la volemia y el estado de las resistencias vasculares
periféricas. Durante la CEC, la resistencia vascular sistémica desciende inicialmente a causa de
la reduccién de la viscosidad sanguinea y de las catecolaminas circulantes, todo ello por
hemodilucién. En las fases iniciales de la RN se reproduce el mismo patrén aunque,
probablemente, existan otros mecanismos asociados como la acidosis y la hipoxemia, debida al
periodo de IC, que no se producen en el individuo vivo sometido a CEC.

Durante la RN, el descenso del retorno venoso inicial logra restablecerse, al menos en
parte, gracias a la oxigenacién progresiva, aunque el cierre de algunas zonas de la
microvasculatura, el aumento de las catecolaminas circulantes y el balance entre
vasoconstrictores como la endotelina y vasodilatadores como el NO también podrian estar
implicados. ***”

El objetivo fundamental durante la RN fue la obtencién del mayor flujo de bomba
posible para aproximarse al gasto cardiaco y conseguir un aporte suficiente de oxigeno. Puesto
que el retorno venoso condicionaba el flujo de bomba, ello se compensé mediante el uso, por
separado o simultaneo, de la reduccion del débito de bomba y la reposicion de volumen. No
obstante, ambas maniobras podrfan reducir el aporte de oxigeno. La primera, por falta de una
correcta presion de perfusion tisular y la segunda, por hemodilucion excesiva. El perfil del flujo
de bomba durante la RN mostré valores progresivamente incrementados hasta un pico
maximo a los 15 min, a partir del que se produjo un ligero descenso. En estos mismos estudios

se constaté que este comportamiento estaba asociado al efecto de la CEC y era similar para
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cualquier tiempo de IC. Lo que s parecia determinar la IC era tanto la magnitud de los flujos
medios como la supervivencia. Los animales supervivientes presentaron tiempos de IC
inferiores y flujos de bomba medios mas altos que los no supervivientes. La informacion
proporcionada por el retorno venoso y por consiguiente, por el flujo de bomba, se mostré util
como factor predictivo de supervivencia, hallindose que esta asociada a flujos de bomba
medios por encima de 1,7 L/min/ m? *2

En nuestro trabajo, la aplicacién de un flujo de bomba variable mostré una morfologia
superponible al de estudios previos. A diferencia de los trabajos anteriores, con el uso de 60
min de IC, el flujo medio de bomba durante toda la RN fue superior al obtenido con tiempos
menores de IC. No hemos podido constatar la volemia utilizada durante la RN en dichos
trabajos previos. No obstante, serfa poco probable atribuir a una adicién excesiva de volemia la
consecucion de flujos de bomba elevados ya que, indirectamente, la hemodilucién excesiva
hubiese condicionado el descenso del aporte de oxigeno y éste fue concordante con los
obtenidos en dichos trabajos.””"**

El perfil en el tiempo del flujo de bomba constante con dos magnitudes (alta y baja)
mostr6é una morfologia rectilinea y nos permitié describir la influencia de la magnitud del flujo
de bomba sobre los flujos vasculares hepaticos.

Durante la CEC, la magnitud del fluyjo de bomba, entre otros, es un factor
determinante de la hemodinamica hepatica, principalmente del flujo portal. La CEC produce la

reduccién del flujo hepético total, ¥ 3%

preservandose mejor el flujo portal cuando se
emplean flujos altos de bomba (del orden de 2,4 I./min/m?) lo que permite obviar el efecto de
la pulsatilidad del flujo. El uso de flujos bajos (1,2 I./min/m? causarfa un descenso importante

del flujo hepatico total y en ese caso, serfa mas beneficiosa la aplicacién de un flujo de bomba

pulsatil, > siempre que no se asociase a hipotermia. Para esa situacion parece ser mas
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adecuado el empleo de un flujo no pulsatil. En nuestro estudio no utilizamos flujo pulsatil
porque no parece ser beneficioso para las circunstancias del experimento ya que el periodo de
normotermia nos obliga al uso de flujos de bomba elevados y ademas el segundo periodo
transcurre en hipotermia.

Por otra parte, la contribucién del flujo portal y de la arteria hepatica al flujo hepatico
total durante la CEC depende de factores como la hemodilucién, la hipercapnia, la acidosis
metabodlica, la respuesta simpatica y la hipotermia. Todas esas situaciones incrementan el flujo
portal y causan vasoconstriccion arterial hepatica, lo cual sugiere que la respuesta tampon de la
arteria hepatica se mantendrfa a pesar de la CEC.

En nuestro estudio hallamos que durante la RN se produjo la reducciéon de todos los
flujos vasculares hepaticos y que la magnitud del flujo de bomba determiné dicho descenso,
aunque éste fue mucho mayor a nivel portal que de arteria hepatica, dando como resultado una
disminucion del flujo hepatico total.

El uso de un flujo de bomba alto mostré una mejor preservacion de los todos los flujos
hepiticos. No obstante, la aplicacién de un régimen constante (grupo 30A) permitié una mayor
recuperacion tanto del flujo portal (56-70% del basal en 30A Vs 37%-51% del basal en 30V)
como del flujo de la arteria hepatica (108-127% del basal en 30A Vs 83-100% del basal en 30V)
aunque estas diferencias no fuesen significativas.

La aplicacién de un flujo de bomba bajo causé reducciones drasticas en los todos los
flujos hepaticos. En todos los casos, los descensos del flujo portal conllevaron incrementos del
flujo de la arteria hepatica, sugiriendo que la aplicacion de RN a los DCP no impidi6 la
respuesta fisiologica tampon de la arteria hepatica. La hipotermia apenas tuvo repercusion en la
reduccion de los flujos de arteria hepatica y fue muy escasa en los grupos de flujo variable,

independientemente de la magnitud del flujo de bomba.
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Durante la CEC se utiliza la saturacion venosa mixta para valorar la adecuacion del
débito de bomba a los requerimientos metabdlicos de oxigeno, que refleja indirectamente el
balance entre aporte y consumo de oxigeno.””>*” Durante la RN serfa aventurado extrapolar
los valores hallados en el individuo vivo respecto al aporte y consumo de oxigeno, ya que el
donante es sometido a un periodo variable de IC, lo que conlleva a hipoxia, acidosis
metabolica, acidosis respiratoria y descenso del ATP intracelular. Por su parte, la CEC altera el
hematocrito por hemodilucién, la presion parcial de oxigeno por el uso de altas
concentraciones de oxigeno, la temperatura y el débito de bomba, lo cual repercute en la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y en la cantidad de oxigeno diluido en la sangre,
ambos determinantes del aporte de oxigeno. >

Otro tanto ocurre con la relaciéon entre aporte y consumo de oxigeno, la cual es
independiente hasta que el aporte desciende por debajo de un valor critico, momento en el que
el consumo se vuelve dependiente del aporte. En estudios previos se ha constatado coémo el
descenso del aporte de oxigeno se acompafia de incrementos en la extracciéon de oxigeno
cuando se asocia a hipovolemia, hipoperfusién, reducciones del flujo hepatico total o tras la
reperfusion. ** ¥ En el DCP se ha utilizado la extracciéon hepatica de oxigeno como medida
indirecta de la oxigenacion tisular, demostrandose que ésta aumenta si el aporte es insuficiente
y se ha visto que es un marcador precoz, no solo del deficiente aporte de oxigeno, sino
también de la supervivencia. ***

En este estudio pudimos objetivar que durante la RN se produjo el descenso del
contenido de oxigeno arterial, portal y suprahepatico en todos los grupos, asi como del aporte
y consumo de oxigeno, aunque la reduccién fue superior en el aporte que en el consumo,
mientras que la extracciéon de oxigeno se vio afectada por el tipo de flujo y la magnitud del

flujo de bomba, presentando la menor extraccién el grupo 30V y la maxima el grupo 30B. Este
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ultimo obtuvo la supervivencia mas baja, lo que concordarfa con el estudio anterior en el que

también se hall6 una asociacion entre el incremento de la extracciéon de oxigeno y la
: 352 . . ., . ;

mortalidad. ™ La hipotermia apenas vari6 el aporte en los grupos de flujo constante y fue mas

relevante con el uso del flujo variable.

La a-GST, las trasaminasas y el acido hialurénico son indicadores utiles en el
seguimiento de la lesiéon hepatica producida por la IC en los DCP y la recuperacién de la
misma cuando se aplica un periodo de RN, verificindose que el descenso tras la lesion inicial
ha mostrado una relacién inversamente proporcional con la supervivencia. *'

En nuestro estudio, la evolucién de las transaminasas presenté unos resultados
concordantes con los datos hallados previamente. ** *'**" El efecto de la magnitud y tipo de
flujo de bomba solo mostré diferencias entre grupos 1 hora después de la reperfusion, déonde
el grupo 30A mostré los valores mas bajos de ASAT y el grupo 30B los mas altos, hallindose
diferencias significativas entre ambos. No obstante, la alta mortalidad del grupo 30B,
observada en las primeras 48h postrasplante, podria asociarse a una gran insuficiencia
hepatocelular debida a dafio isquémico revertido de forma nula o incompleta por la RN
cuando se utiliz6 un flujo bajo de bomba bajo y que no se habria detectado todavia en los
tiempos de medida intermedios del estudio. A pesar de existir correlacion entre la duracion de

81, 359, 360 ’
> 2% 2% el valor mas alto de

la IC, la extension del dafio parenquimatoso y la supervivencia,
ASAT al segundo dia correspondié al grupo 30V, que obtuvo finalmente la mayor
supervivencia. Esto podria relacionarse con el numero de casos supervivientes al segundo dia.
El marcador mas sensible y precoz de lesién endotelial es el acido hialurénico, el cual
se correlaciona con el tiempo de IC, mostrando un pico maximo arterial una hora después de

la reperfusion en el receptor, ya que las células endoteliales dafiadas por la isquemia-

., . : s : iz 363, 3 7 H 4~
reperfusion son incapaces de su captacién y metabolizaciéon. **> > *7 El aclaramiento de 4cido
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hialurénico se ha mostrado util en la valoracion del dafio endotelial asociado a la lesién por
isquemia-reperfusion ** y en los DCP también se ha utilizado para valorar la evolucién del
dafio endotelial en relacién a la RN. *">

Una hora después de la reperfusion el tnico grupo con valores positivos de acido
hialurénico se dio en el grupo 30A. El grupo 30B obtuvo los valores mas bajos y el grupo 30V
mostré valores negativos, pero inferiores al grupo 30B. A pesar de ello, no se hallaron
diferencias significativas entre ningin grupo. La gran dispersiéon de los datos, debida a la
variabilidad de la técnica analitica, junto al pequefio tamafio de muestra podria justificar la falta
de significancia estadistica. Si nos centramos en observar las tendencias de las medias en todos
los tiempos de medida, afectados igualmente por los factores antes mencionados, observamos
que el flujo de bomba alto y variable mostraria un efecto beneficioso precoz que se pondria de
manifiesto durante la RN, mientras que el flujo alto y constante inducirfa una discreta mejora
en la funcién endotelial que se manifestarfa de més tardiamente tras la reperfusion en el
receptor.

Estudios previos en trasplante hepatico han demostrado que el estado energético
hepiético puede ser un marcador util en la supervivencia del injerto ya que el ATP y la carga
energética disminuyen tras los periodos de isquemia y se recuperan después de la reperfusion.
%% 1 05 estudios realizados con modelos de trasplante hepatico experimental en DCP y RN
han hallado que los nucleétidos de adenina y la carga energética disminuyen tras la IC y la carga
energética se recupera con la RN, hecho que también ha podido constatar nuestro grupo. '**'*
13" En este trabajo, los nucledtidos de adenina descendieron tras la IC y la RN permiti6 su
recuperacion, salvo en el grupo 30B, en el que se observé un empeoramiento progresivo
tiempo-dependiente, probablemente porque la RN con bajo flujo de bomba no fue capaz de

restaurar los procesos metabolicos de regeneracion de los nucleétidos y persistio la situacion de
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isquemia. Los grupos de flujo alto restablecieron de forma algo desigual los nucleétidos.
Mientras que el grupo 30V recuperd el AMP al final de la recirculacion normotérmica, el grupo
30A incrementé el ATP, de forma significativa. Sin embargo, la estimacion de la carga
energética apreci6 el descenso tras la IC, pero no su recuperacion tras la recirculacion, ni
diferencias entre los grupos. Las diferencias observadas deben considerarse con cautela debido
a la gran variabilidad analitica asociada a la técnica de determinacién. Estos hallazgos han sido
consistentes con estudios previos en los que la RN recuperé los nucleétidos descendidos tras
la IC y ha mostrado que la RN aplicada en condiciones subdptimas condujo al descenso
progresivo los nucledtidos al no permitirse su regeneracién. >

Durante la isquemia la conversién del enzima Xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa
genera radical superdxido al actuar sobre la hipoxantina para metabolizarla a xantina, causando
el acumulo de ambas, aunque su evolucién en el tiempo es diferente ya que la hipoxantina se
acumula durante la isquemia disminuyendo tras la reperfusion y la xantina incrementa
progresivamente a lo largo del trasplante. La relacion entre los nucledtidos de adenina y sus
productos de degradacién se ha estudiado en el mecanismo de la hepatoprotecciéon mediada
por el precondicionamiento concluyendo que la xantina juega un papel importante como
responsable de la lesién. ' Nuestro grupo de investigacién ha relacionado el tiempo de IC con
altos contenidos de xantina y éstos, a su vez, con una pobre supervivencia en el receptor,
mientras que valores bajos se han relacionado con una mejora de la supervivencia. *** >

En este estudio, la evolucién de la hipoxantina y la xantina reprodujeron los hallazgos
de trabajos previos.” > En el grupo 30B los valores mas bajos de hipoxantina podrian

atribuirse a una lesion mas extensa, debido al insuficiente flujo de bomba que impediria la

recuperacioén de los mecanismos de restablecimiento del ATP. Por el contrario, el grupo 30A
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mostro6 valores altos de hipoxantina y bajos de xantina tras la reperfusion, lo que podtia indicar
una actividad disminuida del enzima Xantinaoxidasa.

La lesion histologica hepatica en DCP sometidos a 60 min de IC y diferentes tipos de
flujo de bomba no ha sido descrita anteriormente. El grupo 30A presento lesion endotelial y
colangitis isquémica de menor gravedad que el grupo control. Probablemente el endotelio se
beneficié de la aplicacién de un flujo de bomba alto y constante tanto en la RN como en la RH
por un efecto mas mecanico que metabodlico. Este hecho no pudo demostrarse en este estudio
por que el disefio no contemplé la valoraciéon dinamica de la microcirculacién. El estrés
mecanico ha sido estudiado experimentalmente en higados de rata sometidos a preservacion
hipotérmica mediante perfusion continua de soluciéon de Krebs-Henseleit durante 24 horas.
Periodos tan prolongados de preservacion hipotérmica con presion de perfusion continua
causan fenémenos de abalonamiento endotelial que posteriormente favorecen el depdsito de
PMN durante la reperfusion. A pesar de que el diametro endotelial no varid, estos autores
hallaron un aumento de la presion portal, sugiriendo la disminucion del area total hepatica, el
incremento de la resistencia vascular hepatica y la velocidad de flujo, causando el mencionado
estrés mecanico. ** En el presente trabajo, la perfusion normotérmica de sangre autéloga
oxigenada con un flujo continuo alto evitarfa el incremento de las resistencias vasculares
asociado a la hipotermia asi como la alteracién de la osmolalidad, manteniendo una
distribucion homogénea de la perfusion y contribuyendo a recuperar la integridad endotelial sin
que el dafio inicial se hiciese irreversible. El efecto beneficioso del uso de un flujo constante y
alto sobre el endotelio se evidencié precozmente por una captaciéon positiva de 4dcido
hialurénico tras la reperfusion y que persistié al quinto dia postrasplante, lo cual podria verse
apoyado por el hallazgo de menor presencia de endotelitis, dilatacién e infiltracién leucocitaria

sinusoidal.
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La lesion sobre la via biliar mostré que a pesar de 60 min de IC se hallaron biopsias sin
presencia de colangitis, lo que parece contradecir parcialmente los resultados previos de
nuestro grupo de trabajo. Segun éstos, la lesion de la via biliar serfa irreversible a partir de los
20 min de IC. *** No obstante, la falta de valoracién de la supervivencia mas alla del quinto
dia postrasplante podria enmascarar lesiones mas tardfas, tanto biliares como parenquimatosas,
que hiciesen inviable el trasplante.

Por el contrario, el grupo 30B asocié mayor severidad en la lesiéon de la via biliar,
endotelial y hepatocitaria, respecto a los grupos 30V y 30A. La imposibilidad de satisfacer las
demandas metabolicas de oxigeno en normotermia, asociado a un probable efecto mecanico de
acumulo de eritrocitos, distribucion heterogénea del flujo sanguineo y alteraciones en el
didmetro vascular por presion de perfusion insuficiente, cierre de zonas de la microvasculatura
y variaciones en las resistencias vasculares impedirfan el restablecimiento del dafo inicial por la
IC, sobreponiendose a la lesion por isquemia fria y reperfusion. En este grupo, todos los casos
mostraron colangitis isquémica, la cual parece hallarse relacionada, ademas de con el tiempo de
IC, con el tipo y magnitud de la perfusion durante la RN.

La supervivencia de los grupos 30V y 30® fue muy superior a la del grupo 30B, aunque
no se hallaron diferencias significativas. El escaso nimero de la muestra es el factor mas
relevante, ya que al quinto dia el grupo 30B solo contaba con 3 casos. No obstante, el resultado
del grupo 30B es concordante con los estudios en los que se postula que para el
mantenimiento de la hemodindmica hepatica durante la CEC en normotermia se precisaria de
flujos de bomba similares al gasto cardiaco, asi como con aquéllos en los que se asoci6 la

supervivencia con la obtencién de flujos altos durante la RN.
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En definitiva, el uso de tres tipos de flujo de bomba durante 30 min de RN, para
recuperar higados que han sido sometidos a 60 min de isquemia caliente, ha mostrado
que la recirculacion permite la recuperacion parcial de los flujos vasculares hepaticos.
Dicha recuperacion depende directamente de la magnitud del flujo de bomba, tanto en
normotermia como en hipotermia. El flujo portal y el flujo hepético total serian los
mas afectados por la magnitud del flujo de bomba. Durante la recirculacion, y a pesar
de 60 min de isquemia caliente, la arteria hepética parece conservar su respuesta
tampon fisiologica. La aplicacion de un flujo de bomba alto permitiria un adecuado
metabolismo de oxigeno al reducir el cociente de extraccion hepético de oxigeno.

Asi mismo, la magnitud del flujo de bomba determina el dafio hepatocitario,
endotelial y biliar. El flujo de bomba bajo, durante la RN, afectaria principalmente al
hepatocito, a causa de un bafjo aporte de oxigeno, y la lesion se manifestaria
precozmente mediante un incremento muy marcado de la extraccion hepatica de
oxigeno y de la mortalidad en las primeras 48 horas postrasplante. EI flujo de bomba
alto, durante la RN, permitiria un adecuado aporte de oxigeno con un leve incremento
de la extraccion hepética de oxigeno, la recuperacion tisular de los nucleotidos de
adenina, el descenso de xantina, la recuperacion precoz del funcionalismo endotelial y
menor lesion biliar.

La utilizacion de un flujo de bomba variable o constante, siempre que se asocie
a un débito de bomba alto, no parece mostrar claras ventajas de uno sobre otro. En
este estudio, el flujo variable ha obtenido el cociente de extraccion hepética de oxigeno
mas bajo, mientras que el flujo constante ha sido capaz de recuperar el ATP, ADP y
AMP al final de la RN y, tras la reperfusion, mejorar la extraccion del acido hialuronico

y disminuir la xantina, indicando la regeneracion aerobia de los nucledtidos de
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adenina. El efecto beneficioso precoz se ha mostrado compatible con los cambios
histologicos observados al quinto dia postrasplante, en donde se ha asociado a lesion
endotelial y biliar de menor gravedad que con el uso de flujo variable y de flujo
constante y bajo. Por tanto, durante la fase de RN, el flujo optimo de bomba deberia
tener una magnitud alta, es decir, similar al gasto cardiaco para que el
restablecimiento de los procesos metabolicos sea posible sin comprometer el
metabolismo aerobio. Ello estaria apoyado por la mayor supervivencia obtenida en los
grupos de flujo alto, en contraposicion con la supervivencia mas baja del grupo de

flujo bajo.
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5.2. Prolongacion de la Recirculacion Normotérmica

En nuestro pais la fuente principal de DCP la constituyen los donantes no controlados

de la categorfa II de Maastricht™ ™ *

, ya que la legislaciéon no contempla a los donantes
controlados de tipo III.. Entre otros factores, la obtencién de todos los requerimientos legales
previos a la extraccion dilata el tiempo del mantenimiento del donante y, por consiguiente la
aplicacion de los métodos de recuperacion hasta la extraccion. En la actualidad se puede
constatar que el empleo de DCP no controlados obliga a utilizar tiempos medios hasta la
extraccién que frecuentemente superan los 120 minutos.””” ** > Puesto que la duracién de la
RN se establecié en base a criterios arbitrarios y que la situacién clinica habria superado
ampliamente los 30 min de RN del protocolo experimental inicial se creyé conveniente valorar
la repercusion que pudiera tener la ampliacién del tiempo de RN sobre el injerto.

En nuestro trabajo, el grupo 60V precisé de la adicion de volemia para el
mantenimiento de flujos de bomba por encima de 1,7 L/min/ m?* ** durante los 30 min finales.
Ello supuso la utilizacién de casi el doble de volumen de reposicion al final de la RN. A pesar
de mayor hemodilucién, los contenidos de oxigeno, el aporte y el consumo de oxigeno no
sufrieron un descenso significativo respecto a los valores hallados a los 30 minutos de RN.
Tampoco se produjo un incremento significativo de la extraccion hepatica de oxigeno por lo
que es presumible que se garantizé un correcto aporte. Todos los flujos vasculares hepaticos
mostraron una leve reducciéon en los 30 min finales pero la recuperacién de los valores
respecto al basal se mantuvo sin diferencias significativas entre la primera y la segunda mitad
de la RN.

La duracion de la CEC afectaria a la resistencia vascular sistémica en el individuo vivo.

Inicialmente se producirfa un descenso a causa de hemodilucién que también disminuirfa las
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catecolaminas circulantes. Progresivamente las resistencias incrementarian en respuesta al
cierre de areas vasculares y al aumento de catecolaminas circulantes. En el uso clinico de la
CEC durante la cirugfa cardiaca, las oscilaciones de las resistencias periféricas se compensan
por la adicién de volemia y por el apoyo de farmacos vasoconstrictores. Teniendo en cuenta
que en nuestro modelo partimos de una situacién con acidosis metabdlica, hipoxemia,
hemodiluciéon progresiva, una liberacion de mediadores inflamatorios mayor y sin el apoyo de
farmacos vasoactivos, no cabe esperar sino el descenso progresivo de las resistencias
periféricas. No obstante, el mantenimiento de un flujo de bomba alto permitié la recuperacion
de los flujos vasculares hepaticos en una magnitud similar al de tiempos de RN mas cortos, por
lo que se puede afirmar que se garantiza el aporte de oxigeno y una presion de perfusion tisular
adecuada. En hipotermia, el flujo portal se elevé mas tras normotermia de 60 min que de 30
min, lo cual podria estar en parte justificado por la hemodilucién adicional ya que la
vasodilatacion venosa esplacnica compensadora de la vasoconstriccion arterial mediada por
respuesta simpatica y la reducciéon del metabolismo, ambas causadas por la hipotermia, también
se dieron en el grupo 30V.

En este trabajo, la RN durante 60 min no incrementé el dafio hepatocelular, ya que la
ASAT y la ALAT mostraron valores similares a los obtenidos al final de 30 min de RN. Dichos
valores en el grupo 60V, y teniendo en cuenta unicamente el concepto de “final de RN”,
fueron similares a los del grupo 30V. Tampoco hallamos diferencias entre los valores
encontrados a los 30 o a los 60 min de RN dentro del grupo 60V. Ello irfa a favor de que
periodos mas prolongados de perfusién con sangre normotérmica no parecen tener un efecto
deletéreo inmediato sobre la funciéon hepatocelular. El beneficio de un mayor tiempo de RN se
evidencié mas tardiamente, ya que en el grupo 60V, la ASAT mostré un descenso significativo

en el segundo y en el quinto dia postrasplante respecto a 30V, y la ALAT mostr6é valores
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inferiores al grupo 30V desde la reperfusion, llegando a normalizarse al quinto dia
postrasplante. Ello concuerda con estudios previos X ViVO realizados con higados de DCP
sometidos a 60 min de IC y largos periodos (4 h y 24 h de NELP) de perfusién normotérmica
de sangre oxigenada en los que se ha demostrado el efecto beneficioso mediante la produccion
de bilis, valores mas bajos de liberacién de transaminasas y mayor recuperacion en la funcion
endotelial. ">

La utilizacién de 30 min adicionales de RN parece beneficiar a la recuperacion de la
lesién endotelial, ya que a los 30 min de RN se obtuvo un valor descendido en ambos grupos.
En cambio, a los 60 min de RN se consigui6 recuperar el aclaramiento del acido hialurénico de
forma precoz y mantenida, incluso tras una hora de reperfusion, que se objetivo por el ascenso
del aclaramiento en el grupo 60 V, frente a un valor negativo tras la reperfusion en el grupo
30V. Desconocemos en que momento del periodo comprendido entre los 31 y los 60 min de la
RN comenz6 a restablecerse la funcién endotelial, lo cual marcarfa un limite respecto al tiempo
minimo imprescindible de RN para recuperar una lesion provocada por 60 min de IC.
Tampoco podemos valorar el efecto neto de 60 min de RN, puesto que la utilizacién de RH,
seguida de preservacion estatica en frio podria reducir eficacia al efecto beneficioso de la
prolongacion de la RN. No existen estudios en la literatura sobre la accion exclusiva de la RN
sobre injertos hepaticos dafiados por 60 min de IC. Los estudios que han intentado valorar el
efecto de la normotermia y la hipotermia por separado en higados sometidos a 60 min de IC
presentan diferencias metodolégicas notables respecto al nuestro ya que utilizaron un sistema
de preservacion €X ViVO mediante perfusion de sangre oxigenada, los higados no fueron
trasplantados posteriormente, se evaludé la composicion del perfusato e histologfa y tanto el
orden en el uso de la NELP como la preservaciéon en frio fueron inversos al de nuestro

estudio. No obstante, un periodo de preservacion en frio tan corto como una hora seguido de
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23 h de NELP rest6 eficacia a la NELP objetivandose dafio significativo hepatocelular,
endotelial y de las células de Kupffer. *’

Este estudio demostré que los valores de nucleétidos hallados en el minuto 60 de la
RN fueron superiores a los hallados en el minuto 30 de la RN, aunque solo el ascenso del ATP
fue significativo. La produccién de hipoxantina incrementé progresivamente, sin afectarse por
la duracion de la RN, mientras que la xantina si disminuy6 en el grupo 60V tras la reperfusion
lo podria sugerir el restablecimiento precoz del metabolismo oxidativo mitocondrial a través de
la recuperacion de los nucleétidos de adenina en lugar de su catabolismo. La carga energética
mostré el descenso caracteristico tras la IC, sin que el tiempo de RN influyese en su
recuperacion. Probablemente, el largo periodo de IC y la variabilidad del método analitico
hayan impedido observar diferencias destacables que si aparecieron en la determinaciéon por
separado de los nucleétidos y sus metabolitos.

En resumen, los hallazgos bioquimicos han demostrado que 60 min de RN permitieron
la reduccién del dafio endotelial, hepatocitario y la recuperacion de los nucleétidos de adenina
de forma precoz respecto al grupo 30V.

La histologfa presenté cambios comparables en ambos grupos en la lesiéon asociada a
rechazo (endotelitis e infarto). Por el contrario, las variables relacionadas con la lesiéon por
isquemia-reperfusion mostraron mejores resultados en el grupo 60V. La disociacion
hepatocitaria, la necrosis isquémica centrolobulillar y el area necrética media, todas ellas
representativas del dafio hepatocitario, fueron de menor intensidad en el grupo 60V,
correspondiéndose con valores medios de ASAT y ALAT al segundo y quinto dfa
postrasplante. La lesion endotelial solo evidencié mejora en el grupo 60V respecto a la
dilatacién sinusoidal, ya que la infiltracién leucocitaria fue mas intensa que en el grupo 30V.

Teniendo en cuenta que la evaluacion histologica se hizo al quinto dfa con las biopsias de los
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supervivientes cabe observar dos efectos, por un lado la superposicién del dafio provocado en
las diferentes etapas del proceso y por otra la notable reduccion del tamafio de la muestra lo

que limita notablemente las conclusiones.

La aplicacion de 60 minutos de RN mediante un flujo de bomba variable, con
un débito de bomba por encima de 2,2 L/min/n¥, preciso de fluidoterapia adicional,
sin que ello condicionase los contenidos, el aporte, consumo y la extraccion hepatica
de oxigeno. La prolongacion del tiempo de RN no consiguio remontar los flujos
vasculares hepéaticos a los valores basales y asocio un descenso leve y progresivo del
flujo de bomba y de todos los flujos vasculares hepaticos.

Se evidencio un efecto beneficioso en la reversion de la lesion por 60 minutos de
isquemia caliente de forma precoz ya que, tras finalizar la RN, se produjo la
recuperacion parcial de la lesion endotelial y de los nucledtidos de adenina, mejorando
los resultados obtenidos tras 30 minutos de RN. Tras la reperfusion, el beneficio
endotelial persistio claramente, observandose ademas una disminucion de la xantina.
La proteccion hepatocitaria pudo demostrarse tardiamente por la disminucion de las
transaminasas al segundo y quinto dia postrasplante y por la menor afectacion

histologica.
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5.3. Supresion del Periodo de Recirculacién Hipotérmica

El protocolo actual de recirculacién aplicado al DCP utiliza un periodo adicional de
recirculacién con hipotermia progresiva hasta alcanzar 15°C de temperatura en la superficie
hepitica, derivado del protocolo histérico en el que solo se realizaba enfriamiento corporal
total. Tedricamente, la recirculaciéon con hipotermia causarfa el enfriamiento progresivo y
homogéneo mediante una adecuada presiéon de perfusion y oxigenacion antes de extraer el
organo y preservarlo en frio asociando el descenso del metabolismo basal, lo que permitiria
mayor tolerancia a la isquemia. A pesar de ello, la hipotermia se ha asociado al empeoramiento
de las condiciones reolégicas y de perfusion de los érganos y el uso de enfriamiento corporal
total a la prolongacion del tiempo de isquemia frfa.

En este estudio se mantuvo una RN idéntica a la del protocolo estandar, variando solo
el periodo de hipotermia, por lo que las diferencias eran solo esperables a partir del final de la
RN.

Durante la CEC, la hipotermia permite teéricamente la reduccién del flujo de bomba
para adecuar el aporte al consumo de oxigeno y aproximarlo al valor meseta, en virtud del cual,
aunque se proporcione mayor cantidad de oxfgeno, el consumo permanece invariable. %> %"
Los flujos vasculares hepaticos se modificarfan con la hipotermia moderada mostrando un
aumento del flujo portal y vasoconstriccion arterial hepatica. Sin embargo, el descenso del flujo
sanguineo asociado al descenso del flujo de bomba propiciaria la reduccién de la perfusion
microvascular y la aparicién de edema. >

La hipotermia asociada a la CEC afectaria también el metabolismo de oxigeno hepatico
mediante la reducciéon el metabolismo basal. Esto serfa objetivable por el descenso del

consumo y la extracciéon de oxigeno, haciendo que incrementase la saturacién venosa mixta de
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forma inversa al descenso de temperatura. También descenderfa el aporte de oxigeno como
consecuencia de la disminucion de los flujos vasculares hepaticos. L.a hemodilucion no parece
afectar el contenido de oxigeno, que probablemente permanece estable, ya que el descenso de
temperatura aumentaria la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno asi como su solubilidad
en el plasma.

Segtin estudios experimentales y clinicos la combinacién mas adecuada para la
preservacion hepatica durante la CEC comprende la utilizaciéon de flujos altos de bomba.
Durante la normotermia el uso del un flujo pulsatil o no pulsatil serfa indiferente, pero en
hipotermia serfa mas beneficioso emplear el flujo no pulsatil, al causar un descenso
significativamente menor en el flujo hepitico que el flujo pulsatil. **>**">*

En este trabajo se evidencié que el periodo de RH incrementé el tiempo medio de
hipotermia en 18 minutos, lo que, considerando el tiempo total de isquemia fria (6 horas),
supuso un aumento relativo muy escaso (0,05 al 0,07%). Durante la RH se produjo un
descenso en el flujo de bomba, al ser éste dependiente del retorno venoso. Se observo
igualmente, un descenso marcado del flujo arterial, el flujo portal y el flujo hepatico total
respecto a los obtenidos en normotermia. Sin embargo, el contenido de oxigeno arterial, portal
y suprahepatico no vari6 en relaciéon a los contenidos de oxigeno durante la normotermia, a
pesar de la adicién de una media de 450 mL de volumen suplementario para compensar el
descenso del retorno venoso. El aporte, consumo y extraccion de oxigeno hepatico mostraron
una reduccién no significativa frente a los valores hallados en normotermia.

La lesion hepatocitaria y endotelial asociada a la IF y la preservacién se halla

104

ampliamente descrita. La hipotermia es capaz de provocar lesion per sg, — en cultivos de células

105, 108 104,

endoteliales y de hepatocitos. "7 Ademas causa muerte celular por apoptosis en

hepatocitos y células endoteliales de forma precoz vy, tras la reperfusion, induce muerte celular
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. . . . . 1 . . .
por necrosis de predominio hepatocitario. ' El mecanismo de la apoptosis se asocia a la
., 'S . . ., . s
producciéon de RLO ' ' y la necrosis se vincula la alteracién del gradiente electroquimico de
. . ., . . 106 .
membrana por inactivacion de los sistemas de transporte de iones. ~ La IF tiene un efecto

215 v Jos hepatocitos. > "' Las

deletéreo tiempo-dependiente sobre las células endoteliales
soluciones preservadoras, aunque encaminadas a contrarrestar la lesion por isquemia, no tienen
un efecto inocuo sobre el higado y la via biliar, sobre todo cuando se utilizan durante periodos
prolongados. 100 119, 120° A i mismo, se ha cuestionado la utilidad de la preservacion estatica en
frio en los higados de DCP con tiempos diversos de IC, frente a la preservacion dinamica fria
mediante el uso de maquinas de perfusion hipotérmica. La preservacion dindamica hipotérmica
muestra ventajas frente a la preservacion estatica, pero largos periodos de utilizacion se asocian
a edema endotelial, acumulo de hematies y rotura vascular por estrés mecanico. *** **" Parece
que incluso breves periodos de almacenamiento estatico en frio previos a la perfusion
normotérmica de sangre oxigenada pueden empeorar el funcionalismo hepatico y la histologfa.
%23 Por el contrario, los sistemas basados en la preservacion eX Vivo mediante la perfusién de
sangre normotérmica muestran resultados muy alentadores en la reversion de las lesiones
causadas por tiempos de IC de hasta 75 min. ** >

En nuestro estudio, la supresion de la RH tuvo una repercusion muy beneficiosa a nivel
hepatocitario y endotelial al hallarse una reduccién significativa de las transaminasas a partir del
segundo dia postrasplante y un valor positivo en la extraccion hepatica del acido hialurénico,
tras la reperfusion, a diferencia del grupo control.

Respecto a la recuperacion de los nucledtidos de adenina y de la carga energética, el

unico dato destacable lo aporté la xantina, que en el grupo 30SRH se hall6 en valores

superiores al basal tras la reperfusién, pero marcadamente inferiores a los del grupo 30V. Ello
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podria indicar una restauracion parcial de la capacidad regeneradora del ATP y la disminucion
en la actividad de la Xantinaoxidasa.

El grupo 30SRH mostr6 una disminucion de la lesion histologica asociada a rechazo, ya
que la endotelitis y el infarto fueron inferiores al grupo control. La lesion endotelial fue mas
leve, a expensas de menor intensidad en la infiltraciéon leucocitaria y menor dilatacion
sinusoidal. A pesar de no existir datos histolégicos concluyentes, los obtenidos han sido
concordantes con los hallazgos bioquimicos de mejora de la lesiéon endotelial tras la
reperfusion y de la lesiéon hepatocitaria al segundo y quinto dia postrasplante.

El grupo 30SRH mostré una supervivencia del 75% asociando, ademas, menor dafio
endotelial, hepatocitario e histolégico y menor acumulo de xantina tras la reperfusiéon que el
grupo control. La RN se muestra como un método efectivo en la recuperaciéon de injertos
hepaticos sometidos a 60 min de IC. No obstante, la adiciéon de un periodo de RH previa a un
periodo de IF de 6h no parece afnadir beneficios a un injerto que ha sufrido previamente una
lesion importante por IC, que ha podido revertirse parcialmente por la RN. En este caso, la
RH podria empeorar significativamente la lesiéon hepatocitaria y endotelial, por lo que deberia

limitarse su uso, o reducir el periodo de IF estatica.

Nuestro estudio ha mostrado que la utilizacion de un breve periodo adicional
de RH (20 minutos de media) tras la RN, antes de 6 horas de preservacion hipotérmica
estdtica, empeora la lesion hepética causada por 60 minutos de isquemia caliente y
resta eficacia a la accion beneficiosa de la RN. La supresion de este periodo permitiria
optimizar el efecto hepatoprotector de la RN de manera prolongada en el tiempo,
valorable por la disminucion bioquimica e histologica de la lesion hepatocitaria,

endotelial y del estrés oxidativo.
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5.4. Adicion de Dobutamina Durante la Recirculacion

La adicién de sustancias con efecto citoprotector durante la RN se ha asociado a
mejorfa de la funcién del injerto. Existen numerosos estudios experimentales en los que se han
utilizado diferentes sustancias con mecanismos diversos para combatir la lesién asociada a la
isquemia- reperfusion.

La dobutamina es un farmaco inotropo con un efecto favorable sobre la perfusion y

. I . . . : s : s 220
oxigenacion del territorio esplacnico en condiciones fisioldgicas

y patolégicas como el
shock séptico, **?*’ dénde se producen fenémenos de hipoperfusion y activacion de la cascada
inflamatoria. Dicha fisiopatologia guarda similitudes con la del sindrome por isquemia-
reperfusion en el trasplante. Ademas del efecto vascular esplacnico, la dobutamina afiade un
efecto hepatoprotector similar al del precondicionamiento ya que, Per ¢, es capaz de inducir al

1 ., . .o L,
¢l cual también se induce en condiciones de estrés como

enzima heme-oxigenasa 1 (HO-1),
la isquemia o la hemorragia. " Todo ello hace suponer, al menos teéricamente, que la
utilizacién de dobutamina durante la recirculacién podria resultar beneficiosa en la obtencion
de injertos hepaticos de DCP dafiados por un periodo prolongado de IC.

En este trabajo, la adicién de la dobutamina durante todo el periodo de recirculacion a
dosis de 5 pg/kg/min, con un fluyjo de bomba dependiente del retorno venoso, no ha
modificado significativamente el flujo de bomba y ha incrementado el flujo hepatico total a
expensas del flujo portal, mientras que el flujo de la arteria hepatica se ha mantenido en valores
muy similares al del grupo control. En los trabajos realizados con modelo de shock séptico la

dobutamina a dosis de 3 pug/Kg/min incrementé el flujo portal y sinusoidal, sin modificar el

flujo arterial significativamente. > ** A dosis mais elevadas (entre 5 y 10 pg/Kg/min)

increment6 los flujos de porta y de A. hepatica.” En ambos trabajos se constaté el aumento
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del gasto cardiaco, lo que pudiera justificar el aumento de los flujos vasculares hepaticos. En
nuestro estudio, en el que se inicia un proceso inflamatorio sistémico por la isquemia y la
reperfusioén subsiguiente durante la RN, hemos obtenido un comportamiento similar al de los
estudios de shock séptico tratados con dosis bajas de dobutamina, es decir, el incremento del
flujo portal sin modificacién del flujo arterial hepatico. No hemos demostrado que ello haya
sido a expensas del aumento del débito de bomba por incremento del retorno venoso. En
primer lugar, porque los flujos de bomba no fueron significativamente diferentes respecto al
grupo 30V y en segundo lugar, porque la adicién de volemia entre ambos grupos también fue
comparable. En nuestro caso es posible que el incremento del flujo portal se hallase mas en
relacion con fenémenos de redistribucion del flujo esplacnico y con mecanismos vasomotores
relacionados con la liberacién de sustancias vasoactivas.

En cuanto al metabolismo de oxigeno, el uso de de 5 pg/kg/min de dobutamina
durante la recirculaciéon aumenté el aporte, el consumo y la extraccion de oxigeno hepatico,
tanto en normotermia como en hipotermia. El incremento del aporte fue mas moderado que el
del consumo, produciéndose las diferencias significativas para ambos a los 5 min de la RN. El
incremento en el aporte podria justificarse por el aumento del flujo hepatico total ya que no
modificé los contenidos de oxigeno arterial y portal. El aumento del consumo de oxigeno,
probablemente, sea independiente del aporte gracias a la utilizacion de flujos altos de bomba
durante la RN. Ello también se ha visto en estudios experimentales con perros y modelos de
shock hiperdinimico en los que, con un rango de dosis entre 5 y 10 pg/kg/min de
dobutamina, se produjo el aumento del aporte y del consumo de oxigeno, del indice cardiaco y
de los flujos de arteria hepatica y porta. **** En los modelos con descenso del gasto cardiaco
no asociado a endotoxemia, solo dosis altas de dobutamina (10-15 pg/kg/min) aumentaron el

aporte de oxigeno, sin modificar el consumo y causaron el descenso de la extracciéon hepatica
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de oxigeno. Ello sugiere integridad celular y un consumo fisiolégico aporte-dependiente,
mientras que en el modelo del shock o trasplante, el dafio de los mecanismos de homeostasis
celular causarfan un consumo y extraccion patolégicos aporte-dependiente.

La dobutamina fue capaz de mejorar la lesién hepatocitaria, al disminuir las
concentraciones de transaminasas a partir del segundo dfa, con normalizacion de la ALT al
quinto dfa postrasplante. As{ mismo result6 eficaz, de forma precoz, en la recuperacion de la
lesion a nivel endotelial, objetivandose al final de la RN y se mantuvo una hora después de la
reperfusion.

La dobutamina asociada al periodo total de recirculaciéon permitié la recuperacion del
ATP y ADP intracelular a valores basales al final de la RN, a diferencia del grupo 30V, en el
que se mantuvieron descendidos, aunque tras la reperfusion todos ellos permanecieron
descendidos, sin diferencias entre los grupos. El grupo 30DBT mostré resultados
significativamente inferiores de hipoxantina y xantina al final de la RN, aunque este efecto
precoz no logré mantenerse tras la reperfusion, indicando una disminucion parcial del estrés
oxidativo. La carga energética solo mostré una leve recuperacion al final de la RN en el grupo
30 DBT manteniendo esa tendencia incluso tras la reperfusion, pero sin diferencias
significativas respecto al grupo 30 V.

La lesion histolégica asociada al grupo 30DBT fue de menor intensidad en casi todas
las variables analizadas respecto al grupo control, aunque no se hallaron diferencias
significativas. Se observé menor afectacién asociada al rechazo; la endotelitis fue similar al
grupo 30V pero no se hallaron areas de infarto en ninguna de las biopsias analizadas. La lesion
hepatocitaria, valorada por la disociacién hepatocitaria, la necrosis isquémica y el area necrotica

media, fue de menor gravedad en el grupo 30DBT. La lesién endotelial en el grupo 30DBT, al
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igual que en otros grupos de estudio, fue menos concluyente ya que, aunque apenas se dio
dilatacion sinusoidal, se observé mayor grado de infiltracion leucocitaria.

Este efecto hepatoprotector probablemente esté influido por mas de un mecanismo. La
dobutamina mediante su accién vasomotora mejora el flujo hepatico total, aumenta el aporte y
consumo de oxigeno. El estimulo B-1 podtia potenciar la sintesis hepatica del enzima heme-
oxigenasa-1, probablemente ya inducida por el efecto de la IC, y provocar vasodilatacion local
mediada por la produccién de CO, ademas del efecto antioxidante de la biliverdina, y causar un
efecto sinérgico con el del precondicionamiento isquémico que se atribuye a la RN. Este
estudio corrobora trabajos anteriores sobre el efecto protector de la dobutamina en el higado
con distintos modelos de lesion. *»*" %

La supervivencia hallada en el grupo 30DBT fue del 62,5% frente al 80% del grupo

control. En este caso tampoco se hallaron diferencias significativas, que como en el resto de

los estudios, podria atribuirse al escaso tamafio de muestra.

En los higados sometidos a 60 minutos de isquemia caliente, el empleo de
dobutamina durante la recirculacion parece aumentar el flujo hepatico total a expensas
del flujo portal sin afectar directamente al flujo de bomba e incrementa el aporte, el
consumo y la extraccion hepética de oxigeno. Presumiblemente ambos factores, junto
con el efecto hepatoprotector intrinseco de la dobutamina, podrian ser los responsables
de la mejora precoz de la funcion endotelial, la recuperacion de los nucledtidos de
adenina y el descenso los productos del metabolismo de la xantinaoxidasa. El efecto
beneficioso tardio se valoraria por la reduccion significativa de las transaminasas desde
el sequndo dia postrasplante y por la menor afectacion histologica respecto al grupo

control.
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5.5. Valor Pronéstico del Flujo de Bomba Variable y la Hemodinamica

Hepética

El analisis del flujo de bomba medio no revelé un punto de corte que determinase un
valor predictivo con buena sensibilidad y especificidad. La curva de rendimiento diagnéstico,
tomando diferentes valores para el punto de corte, mostré una tendencia lineal en la que los
verdaderos positivos y los falsos positivos estaban equiparados. De acuerdo al estudio previo
de nuestro grupo, se obtuvo un valor discriminante para el flujo de bomba de 1,7 L/min/m’
en relacién a la supervivencia.”' En cambio, en el presente trabajo destaca, en primer lugar, el
elevado flujo de bomba obtenido, incluso en los animales no supervivientes, con una media de
2,89 L/min/m?’, situandose todos los no supervivientes por encima del teérico 1,7 L/min/m?
del estudio previo. En segundo lugar, hay que resaltar el solapamiento del valor medio del flujo
de bomba entre los no supervivientes y los supervivientes. Ambos hechos pueden estar
relacionados con un tiempo medio de IC superior al obtenido en el trabajo de Valero et al., en
el que la contribucién de animales supervivientes fue desigual e inversamente proporcional al
tiempo de IC (20 min: 100% supervivencia, 30 min: 75% supervivencia y 40 min: 50% de
supervivencia). La menor lesiéon inflamatoria asociada a un tiempo de IC mds corto podria
asociarse a menor repercusion hemodinamica. En nuestro trabajo, tras 60 min de IC y
posterior RN, la utilizacién de flujos mas elevados podria estar relacionada, en parte, con el uso
de mayor fluidoterapia, no cuantificada en el estudio anterior, con fenémenos de redistribucion
vascular, principalmente asociada al territorio esplacnico, y con la liberacién de mayor cantidad
de mediadores inflamatorios.

En cuanto al flujo vascular arterial y portal, dado que la variabilidad interindividual

juega un papel importante, nos parecié inadecuado hablar de un punto de corte referido a un
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flujo concreto y preferimos hallar el valor discriminante por el que el flujo de bomba variable
permitiese recuperar una proporcion determinada del flujo basal. Si bien los flujos medios
fueron superiores en los supervivientes, no se hallaron puntos de corte adecuados en ningun
caso. Se encontrd una gran dispersion de los valores del flujo arterial en ambos grupos,
mientras que el flujo portal mostré valores mas préoximos e inferiores en los no supervivientes.
Como se vio en el andlisis de la hemodinamica individual por grupos, la RN con flujo variable
consigui6 recuperar el flujo arterial hepatico a valores basales e incluso ligeramente superiores.
En cambio, solo pudo recuperar parcialmente el flujo portal. En ninguno de ellos las curvas de
rendimiento diagnoéstico pudieron hallar un valor porcentual discriminante, ya que al igual que
con el flujo de bomba, los diferentes puntos de corte mostraron valores similares de falsos

positivos y verdaderos positivos.

La magnitud del flujo de bomba variable durante 30 minutos de RN, asi como

la recuperacion porcentual del flujo arterial y portal, no han permitido determinar, en

este modelo, un punto de corte con valor prondstico sobre la supervivencia del injerto.
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5.6. Tiempo de Isquemia Caliente

La duracién de la IC se considera un factor de riesgo para la disfunciéon posterior del
injerto en el trasplante hepatico y, aunque algunos estudios experimentales sugieren que el
higado puede tolerar hasta 60 min de IC, *** debe valorarse la lesion afiadida por preservacion y
reperfusion. Los resultados de los distintos estudios experimentales respecto al tiempo maximo
de tolerancia del higado a la isquemia caliente muestran resultados dispares. No obstante, hay
que apuntar que dichas diferencias pueden explicarse por el empleo de modelos animales
distintos, por el uso o no de métodos para la reversion de la lesion isquémica y porque no
todos valoran la funcién postrasplante en el mismo periodo de tiempo.

Nuestro estudio aplicé en todos los grupos 60 min de IC, 6 horas de IF en solucion de
UW® y 20 min de fase anhepitica en el receptor. Con esas condiciones y el protocolo
estandar, es decir RN durante 30 min, con flujo variable y RH, el grupo 30V obtuvo una
supervivencia al quinto dfa del 80%. La supervivencia global teniendo en cuenta todos los
grupos del estudio fue del 62%.

Previamente, estudios realizados en cerdos y en perros sometidos a 30 min de IC y
tratados mediante RN permitio, a los primeros, la recuperacion del ATP en higados y rifiones
'y a los segundos, la recuperacién funcional de corazén, higado y rifiones. > En nuestro
grupo experimental, los cerdos sometidos a 20, 30 y 40 min de IC sobrevivieron de forma
proporcional a la duraciéon de la IC (100%, 75% y 50% respectivamente) mediante el uso de 30
min de RN y se obtuvo la regeneracién de la energfa tisular. *" " Mas tarde, otros trabajos en
la misma linea experimental basados en la adicién de sustancias citoprotectoras durante la RN,
en higados sometidos a 40 min de IC, mostraron supervivencias del grupo control (sin

tratamiento) del 60% y de los grupos “tratamiento” del 80% en cada uno. *> %2
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En nuestro estudio, a pesar de haber incrementado el tiempo de IC a 60 min, no
hallamos una supervivencia global inferior a la obtenida después de 40 min de IC (50 *' y 60%
207 20% 210 yespectivamente). Si tenemos en cuenta la supervivencia por grupos de estudio, el
primer hecho relevante es no haber hallado diferencias significativas entre ellos, en segundo
lugar, que solo el grupo 30B mostré una supervivencia inferior al 50% (37,5%) y en tercer
lugar, que la supervivencia maxima correspondié al grupo control (80%). Teniendo en cuenta
que el flujo de bomba utilizado en normotermia fue de 1,2 L./min/m’ y asumiendo que era
insuficiente para mantener el metabolismo aerobio porque estaba muy por debajo del gasto
cardiaco, se podria pensar que tampoco podria revertir la lesion causada previamente por la 1C,
lo que podria justificar dicho resultado. Asumiendo que el escaso tamafo de la muestra puede
ser responsable de esta disparidad de resultados habria que tener en cuenta que, de forma
global, los datos analiticos de lesion hepatocitaria, endotelial o histolégica no han hallado

: : 1, 207, 209, 21
peores resultados que los de estudios previos *" 2> > 21

por lo que no puede negarse que la
RN es eficaz incluso tras 60 min de IC en la recuperacion hepatica. Los factores que han
contribuido a la alta supervivencia global en este estudio pueden explicarse, ademas de por la
eficacia de la RN en la reversion del dafio isquémico, por el perfeccionamiento de la técnica
quirargica, que ha permitido trabajar en el receptor con un tiempo medio de fase anhepatica de
20 min y un sangrado no superior a 250 mL, asi como un tiempo relativamente corto de
preservacion estatica en frio (6h) y al empleo de la solucién de UW®. No obstante, como la
evaluacion se realiz6 solo hasta el quinto dfa postrasplante las conclusiones estarfan
notablemente limitadas.

Otros estudios experimentales con modelos murinos y tiempos crecientes de IC

evaluaron la funcién postrasplante a mas largo plazo y establecieron el limite de la viabilidad

hepitica en 45 minutos. Estos trabajos, basandose en criterios histologicos, de ultraestructura
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de organelas intracelulares, de distribucion de la perfusion y de supervivencia a corto y largo
plazo, establecieron lesiones reversibles histologicas, celulares, mitocondriales y la actividad de
la ATP-asa en funcién del tiempo de IC. Las lesiones se exacerbaron entre las 6 - 24 h post-
reperfusién y comenzaron a remitir a las 48 horas post-reperfusion. Con 45 min de IC quedaria
establecido el limite de viabilidad hepatica y con 60 min de IC el dafio serfa irreversible. *”> Con
30 min de IC la supervivencia fue prolongada (1 semana: 83%, 1 mes: 58% y 3 meses: 50%),
mientras que con 60 min la supervivencia a la semana fue del 8% y nula posteriormente. ' *”
Ninguno de estos modelos utilizé técnicas de reversion de la lesion por 1C, emplearon un
tiempo de IF de 50 min, una fase anhepatica de 20 min y usaron como solucién preservadora
Ringer Lactato a 4°C; todo ello pudo condicionar una viabilidad disminuida con tiempos mas
bajos de IC.

Estudios experimentales con un modelo porcino de DCP y tiempos crecientes de 1C
han cifrado la viabilidad en tiempos maximos de 15, '* 30, ' y 60 min. "** Mientras que
Takada hall6 una supervivencia a los 4 dias del 100% en higados sometidos a 60 min de IC, '**
Qing demostr6 que la supervivencia a la semana fue del 100% al seleccionar tiempos de IC e
IF inversamente proporcionales, es decir, solo los higados con tiempos muy bajos de IC (10
min) permitieron tiempos de IF tan prolongados como 20 horas y con 30 min de IC, la IF
debié reducirse a 6 h. '** En cambio Monbaliu hall6 una supervivencia nula cuando los higados
superaron los 15 min de IC. '’ La baja tolerancia a tiempos relativamente cortos de I1C podria
deberse a que en ninguno de los trabajos mencionados se utilizaron previamente técnicas de
recuperacién del injerto, al empleo secuencial de tiempos prolongados de IF y a la utilizacion
de diferentes soluciones preservadoras.

Los estudios experimentales que han utilizado métodos de perfusiéon para revertir la

lesion por IC se han mostrado utiles en la recuperacion de higados sometidos a diferentes
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tiempos de IC. En estos estudios tampoco se han hallado resultados concluyentes vy, al igual
que se menciono anteriormente, ello podria explicarse en parte por la variabilidad del modelo
animal, por las diferentes consideraciones en lla evaluacién de la viabilidad, por el tiempo de
IF, por el tipo de las soluciones de preservacion utilizadas y por la diferencia en los tiempos de

la aplicacion de los métodos de perfusion.'?> 17> 176 240 230

De todo ello podria concluirse que la viabilidad del injerto hepatico de donante
a corazon parado, tras producirse una lesion por isquemia caliente, se hallaria
determinada solo en parte por este hecho, ya que el tiempo limite estaria condicionado
por otros factores como el sistema de obtencion y preservacion de los organos y la
participacion en ambos de estrategias eficaces en la reversibilidad de las lesiones
Iniciales por isquemia calfente. En ese sentido, los estudios actuales muestran que
parece tener mayor relevancia el método utilizado en la recuperacion de los 6rganos

que el tiempo de isquemia en si.

X 3k ok ok ok ok sk ok ok ok
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A partir de los resultados obtenidos puede concluirse que:

1. Durante la RN, el flujo arterial hepatico, el flujo portal y el flujo hepatico total
dependieron de la magnitud del flujo de bomba aplicado. La variabilidad de los
flujos vasculares y la eficacia de la RN estan determinadas fundamentalmente por la

magnitud del flujo de bomba y no por el tipo de flujo utilizado.

2. El flyjo de bomba o6ptimo deberfa tener una magnitud superior o igual a 2.4

I./min/m? evitando las oscilaciones asociadas al retorno venoso.

3. La magnitud del flujo de bomba modificé el contenido de oxigeno portal y hepatico
total y tuvo una relacion directamente proporcional con el aporte e inversamente

proporcional con la extraccion hepatica de oxigeno.

4. Durante la RN, la magnitud del flujo de bomba determiné de manera inversamente
proporcional el dafio hepatocitario, endotelial y biliar, constaindose a nivel
bioquimico e histolégico. El flujo de bomba constante podria tener un efecto
beneficioso sobre la lesion endotelial, sobre la recuperacién de los nucleétidos de
adenina y el descenso de sus productos de degradacion, sin que la histologia pueda

confirmarlo.

5. La prolongacion de la RN a 60 minutos conllevé un descenso progresivo del
flujo de bomba y de los flujos vasculares hepaticos que respondi6 a la reposicion de

volemia sin afectacion del metabolismo de oxigeno.
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10.

11.

La prolongacion de la RN a 60 minutos mejord la calidad del injerto hepatico a
nivel del aclaramiento del acido hialurénico, la recuperacion de los nucleétidos de
adenina, el descenso de la xantina y de las transaminasas. La histologfa corroboré

una lesion menos severa al quinto dia postrasplante.

La supresion del periodo de recirculacion hipotérmica mejoré la calidad del
injerto hepatico, al reducir la lesiéon hepatocitaria, endotelial y la xantina. Las

variables histolégicas estudiadas corroboraron los hallazgos analiticos.

La utilizacion de dobutamina durante la recirculacién permitié aumentar el flujo

hepitico total a expensas del flujo portal, sin afectar al flujo arterial hepatico.

La utilizacion de dobutamina durante la recirculacién incrementé el aporte, el
consumo y la extraccion hepatica de oxigeno, sin modificar los contenidos, lo cual

se relaciona con el aumento del flujo hepatico total a expensas del flujo portal.

La adicion de dobutamina durante la recirculacion mejoré la calidad del injerto
hepatico objetivaindose un efecto beneficioso precoz en la recuperacién del
aclaramiento del acido hialurénico, los nucleétidos de adenina y la disminucién de
xantina. También se observé un efecto beneficioso tardio sobre la lesion

hepatocitaria por el descenso de las trasaminasas y los marcadores histolégicos.

La RN ha demostrado ser util en la recuperacién de injertos hepaticos en este

modelo experimental de DCP cuando el tiempo de isquemia caliente es de 60
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minutos. Ello ha permitido obtener una supervivencia media del 62% y una
supervivencia por grupos del 80% en el control, del 75% en el grupo 30 NF, del
62,5% en los grupos 30 A y 30 DBT, siendo la mas baja la del grupo 30 B, del

37,5%, dato que esta en concordancia con la hipétesis inicial.

12. Durante la recirculacién normotérmica, el flujo de bomba, el flujo arterial hepatico y
el flujo portal hepatico mostraron valores mas altos en los supervivientes que en los
no supervivientes, sin embargo, no se hallé6 ningun valor discriminante en ninguna

de las variables mencionadas que fuese predictivo de la supervivencia.

Finalmente y en vista de lo anterior puede decirse que la recuperacion de los
infertos hepadticos obtenidos de donantes porcinos a corazon parado, tras 60
minutos de isquemia calfente, mediante recirculacion normotérmica, con el uso
de un sistema de derivacion cardiopulmonar, se ha optimizado con la utilizacion
por separado de flujos de bomba altos, la prolongacion del periodo de
recirculacion a 60 minutos, la supresion de la recirculacion hipotérmica y la

administracion de dobutamina.

Adendum: Durante la realizacion de esta tesis y hasta la fecha se han llevado a cabo en el Hospital
Clinic 18 trasplantes hepaticos procedentes de donante a corazon parado utilizando la recirculacion
normotérmica como método de recuperacion de los injertos. Parte de los resultados han sido ya publicados
en 2007 *y confirman la idoneidad de esta metodologia para la obtencion de higados de donantes a

corazon parado. Ello es lo que nos alenta a seguir mejorando en este camino.
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Anexos

8.1. Glosario de Abreviaturas

a-GST: alfa Glutation-S-Transferasa.
2D: Segundo dia postrasplante.

5D: Quinto dia postrasplante.

ADP: Adenosin difosfato.

AH: Acido Hialurénico.

AHp: Arteria hepatica.

ALAT: Alanina aminotransferasa.
AMP: Adenosin monofosfato.
AMPc: AMP ciclico.

ASAT: Aspartato aminotransferasa.
ATP: Adenosin trifosfato.

Ca *: I6n calcio.

CAM: Concentracién alveolar minima.
Ca0,: Contenido arterial de oxigeno.
CEC: Circulacién extracorporea.
CIK: Cloturo potasico.

CO: Monoxido de carbono.

CO,: Diéxido de carbono.

CpO,: Contenido portal de oxigeno.
CsA: Ciclosporina A.

CvshO,: Contenido de vena suprahepitica

de oxigeno

DBT: Dobutamina.

DCL: Donantes a corazon latiente.
DCP: Donante a corazén parado.
DCPC: Donante a corazén parado
controlado.

DCPNC: Donante a corazén parado no
controlado.

DE: Desviacién estindar

EHAH: Extraccion hepatica de acido
hialurénico.

EtCO,: presion parcial de CO,
determinada al final de la espiracion
EV: Administracion endovenosa.
FAH: Flujo arterial hepatico.

FB: Flujo de bomba.

FHT: Flujo hepatico total.

FIC: Final de la isquemia caliente.
FiO,: Fraccion inspiratoria de oxigeno.
FK 506: Tacrolimus.

FPH: Flujo portal hepatico.

FRH: Final recirculaciéon hipotérmica.

FRN: Final recirculacién normotérmica.
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H™: Hidrogeniones.

H,O: Molécula de agua.

H,0,: Peréxido de hidrégeno.

HDO,: Aporte de oxigeno hepatico.
HO: Heme-oxigenasa.

HO,ER: Cociente de extraccién hepitico
de oxigeno.

hsp32: Proteina de shock térmico.

HTK: Histidina-tript6fano-cetoglutarato.
HVO,: Consumo de oxigeno hepatico.

IC: Isquemia caliente.

ICAM: Moléculas de adhesiéon intracelular.

IF: Isquemia fria.

IL: Interleuquinas.

IM: Administracion intramuscular.
IR: Isquemia-Reperfusion.

K*: I6n potasio.

LDH: Lactato deshidrogenasa.
MEQ: Miliequivalentes.

N,: Molécula de Nitrégeno.

Na™: I6n sodio.

NELP: Normothermic extracorporeal
liver perfusion.

NF-kB: Factor de trascripcion nuclear.
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NO: Oxido nitrico.

O,: Oxigeno molecular.

OH: Radical hidroxilo.

PAF: Factor de activacion plaquetatio.
PG: Prostaglandinas.

Pl: Precondicionamiento isquémico.
PKA: Proteinkinasa A.

PKC: Proteinkinasa C.

PMN: Polimorfonucleares neutréfilos.
PMP: por millén de poblacion.

PRP: Post-reperfusion.

PVC: Presion venosa central.

RH: Recirculacién hipotérmica.

RLO: Radicales libres de oxigeno.
RN: Recirculacion normotérmica.
SAMe: S-Adenosil-I.-Metionina.
TAK-044: Antagonista no selectivo de
los receptores A y B de la endotelina.
TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa.
TxA,: Tromboxano A,

UCI: Unidad de cuidados intensivos.
UW: Solucién de la Universidad de
Wisconsin®.

VB: via biliar.
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VCAM: Moléculas de adhesién vascular.

VHB: Vitus de la hepatitis B.
VHC: Virus de la hepatitis C.
VP: Vena porta.

VO: Administracion via oral.
VSH: vena suprahepatica.

X: Media aritmética.

%% Prueba estadistica de Ji cuadrado.
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8.2. Comunicaciones a Congresos

1. Efecto de la recirculacion normotérmica tras 60 minutos de isquemia caliente en un
modelo de trasplante hepatico experimental a partir de donante a corazén parado. X1
Reunion Nacional de Cirugia. Zaragoza, 7-9 Noviembre, 2001. Poster.

2. The role of 60 minutes of warm ischemia and normothermic recirculation on graft
viability after experimental pig liver transplantation from non-heart-beating donors.
10" Congress of the European Society for Organ Transplantation. 2001. Poster.

3. Non heart beating donors porcine livers: effect of three different pump flow rate
during cardiopulmonary bypass. Annual Meeting of the European Society of
Anaesthesiology. Euroanaesthesia 2007. Munich, Germany. June 9-12, 2007.
Poster.

4. Dobutamine addition during cardiopulmonary bypass decreases hepatocellular and
endothelial damage in porcine liver grafts from non heart beating donors. Annual
Meeting of the European Society of Anaesthesiology. Euroanaesthesia 2007.
Munich Munich, Germany. June 9-12, 2007. Poster.

5. Improving porcine livers viability from non-heart-beating donors by extended
normothermic recirculation to sixty minutes. 13" Congress of the European Society
for Organ Transplantation. Prague, Czech Republic. October, 2007. Poster.

6. Total body cooling after normothermic recirculation in livers from non-heart beating
donors impairs hepatic injury. 13" Congress of the European Society for Organ
Transplantation. Prague, Czech Republic. October, 2007. Poster.

7. Hepatoprotective effect of dobutamine addition during cardiopulmonary bypass in

porcine liver grafts from non-heart beating donors after sixty minutes of warm
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ischemia. 13" Congress of the European Society for Organ Transplantation.
Prague, Czech Republic. October, 2007. Poster.

8. Hemodynamic patterns in porcine livers from non-heart beating donors under three
different pump flow rates during cardiopulmonary bypass. 13" Congress of the
European Society for Organ Transplantation. Prague, Czech Republic.

October, 2007. Poster.

8.3. Becas

Este trabajo de investigacion se ha realizado bajo el soporte econémico de:

5. Beca concedida por la Fundacio “La Marato de TV3”. Beca n® 3710, de tres afios de
duracién (2001-2003) para el proyecto titulado: “Trasplante hepatico experimental
en el cerdo. Efecto de las modificaciones de /as caracteristicas de la

recirculacion normotérmica sobre la viabilidad del injerto hepético”.

6. Beca concedida por el Fondo de Investigacion Sanitaria de la Seguridad Social (FISss).
Beca 01/1498, de tres afios de duracién (2001-2003) para el proyecto titulado:
“Trasplante hepatico experimental en el cerdo. Efecto de las modificaciones de
las caracteristicas de la recirculacion normotérmica sobre la viabilidad del

injerto hepatico”.
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