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Introduccion

1. Trasplante hepatico en Espafia

Desde hace afios y a fecha de hoy, Espafa sigue siendo el pais con mayor tasa de
donaciones por poblacién. Con una poblacion de 45,2 millones de habitantes, y un
estado autonomico dividido en 17 comunidades autonomas, disponemos de 167
hospitales autorizados para la generacion de 6rganos, para un total de 45 hospitales
autorizados para realizar trasplantes. Existen 25 centros para realizar trasplante
hepatico.

En cuanto a la actividad de los equipos de higado, a fecha de 1 de enero de 2010,
se han realizado un total de 17.231 trasplantes hepaticos, desde el primero realizado
hace 26 afios (febrero de 1984) por el equipo de Carles Margarit y Eduardo Jaurrieta®.
En total, se han realizado méas de 73.855 trasplantes de 6rganos, correspondiendo 2/3 a
trasplantes de rifién, a 1 de enero de 2010.

Desde la creacion de la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) en 1989,
hemos pasado de 550 donantes ese mismo afio a 1605 el pasado afio 2009; con una tasa
de donaciones por millén de poblacion de 14,3 pmp a 34,3 pmp. Nos encontramos en
una situacion “privilegiada” si comparamos con las medias de tasas de donacién de
otros paises®. Asi, en Estados Unidos esta tasa se sitlia en 26,3 pmp, generando el afio
pasado 7.984 donantes®. En Europa, la tasa de 2009 fue de 18,1 pmp, en Australia de
12,1 pmp, y en el resto del continente americano llegaba a 6,5 pmp. Dentro de Europa,

(nicamente 6 paises superan las 20 donaciones pmp*.
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Introduccion
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Grafico 1: Tasa anual (p.m.p.) de donantes de drganos Espafia y otros paises (2005-2009) (fuente: ONT)

Durante todos estos afios, ha evolucionado mucho el tipo de donantes de
organos. A inicios de los afios 90, la edad media de los donantes de 6rganos no llegaba a
los 40 afios (38 + 15), siendo en el afio 2009 de 56,4 + 16,3 2. Esto es debido, por un
lado, a las mejoras en cuanto a la seguridad vial (infraestructuras, avances mecanicos
tecnologicos en los vehiculos, ...) lo que ha hecho disminuir, afortunadamente, el
numero de victimas mortales en accidentes de trafico (noviembre de 2007 se convirtid

en el mes con menos muertos en carretera de los Gltimos 27 afios, con 174 victimas).
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Grafico 2: Evolucion de la edad de los donantes en los tltimos 10 afios (fuente: ONT)
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Introduccion

Asi, pasamos de 358 donantes por accidente de trafico en 1992, a 129 en 2009.
Por otro lado, debido en parte a la necesidad de aumentar el pool de donantes (como
desarrollaremos a continuacion), y en parte a los avances técnicos en trasplante y el
desarrollo de la medicina en este campo, se han incrementado la edad de aceptacion de
Organos para trasplante, no existiendo limite en el higado, si se acompafia de una

valoracion del injerto aceptable.
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Grafico 3: Causas de muerte de donantes de 6rganos en Espafia (1992-2009) (fuente:ONT)

En el esfuerzo de la ONT de seguir aumentando la tasa de donaciones afio tras
afio, vemos una considerable disminucion del porcentaje de negativas familiares a la
donacidn, pasando de 27,5% en 1992, a 17,8% en 2008 (manteniéndose por debajo del

20% desde 2002).
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Introduccion

Los resultados de la accion conjunta de los coordinadores de trasplante y los
equipos medico-quirurgicos de trasplante hepatico se ven reflejados en la evolucion del
numero de trasplantes de higado realizados. En el afio 1988 se realizaron 123 trasplantes
hepaticos en toda Espafa. El afio pasado se realizaron 1099, situdndonos en una tasa de
donacién de higado por millén de poblacién de 23,5 en 2009 2. Sigue siendo la tasa lider

en el mundo, seguida de cerca por Estados Unidos con 20,8 pmp.
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Introduccion

2. Situacion actual

El trasplante hepatico es el Gnico tratamiento valido en pacientes con

enfermedad hepética en estadio terminal®.

2.1. Necesidad de donacion

Sin embargo, debido a la escasez de 6rganos, su aplicabilidad se ve reducida. En
los Gltimos afos se estad incrementando la diferencia entre indicaciones para el trasplante
y los trasplantes realizados. Por ello, a pesar de que Espafia conserva el mayor indice de
donaciones por millén de poblacién en el mundo (34,4 donantes p.m.p. en 2009), la lista
de espera sigue aumentando cada afio.

En la Union Europea y en Estados Unidos, entre un 10 y un 30% de los
pacientes fallecen en lista de espera antes de recibir un higado adecuado para el
trasplante. En Espafia, segun datos de la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT),
la lista de espera de pacientes pendientes de recibir un trasplante hepatico ha aumentado
un 42% en los Gltimos 10 afios®. De este modo, la indicacién de trasplante hepético se
sitla en 45,7 pmp, con una tasa de trasplante que se ha estabilizado en 23,5 pmp. Esto

hace que la mortalidad espafiola en lista de espera se sitle alrededor del 6%.
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Introduccion

La situacion, como vemos, se vuelve mas dramética, afio tras afio. En 2009 habia
un total de 2046 pacientes adultos en lista de espera para un trasplante de higado en toda
Espafia. A 31 de diciembre de 2009, en este ultimo afio, se han realizado 1032
trasplantes de higado en adulto, quedando en lista de espera, en esta misma fecha, 120
pacientes. Han sido 696 los pacientes que han muerto en lista de espera este afio 2009,
esperando un trasplante. Hasta el afio anterior, realizando aproximadamente el mismo
numero de trasplantes, la mortalidad anual en lista de espera se situaba entre 150 y 170

adultos, como vemos en la grafica siguiente.
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Grafico 4: Evolucion lista de espera en trasplante hepatico adulto (fuente: ONT)
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Si observamos retrospectivamente la evolucion de las indicaciones de trasplante
hepatico y los trasplantes realizados, vemos el incremento sufrido afio tras afio en el
numero de pacientes en lista de espera. Asi, en 1993 hubieron 743 indicaciones, para
495 trasplantes realizados ese afio, quedando en lista 159 pacientes. Este nUmero no ha
hecho mas que aumentar desde entonces, con una diferencia de 1052 pacientes entre

lista de espera y trasplantes realizados en 2009, con 2151 indicaciones.
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Grafico 5: Evolucion de la lista de espera, de los trasplantes realizados y de las indicaciones en los

ultimos 15 anos (fuente: ONT)
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Introduccion

Todos estos datos repercuten en el tiempo de espera en lista, que va
incrementando igualmente cada afio, y consecuentemente, la mortalidad en lista. Asi, el
tiempo medio en lista de espera en 2009 es de 133 dias. Esta claro que existen muchas
diferencias entre los diferentes centros trasplantadores, pues la actividad en algunos es
mucho mayor gque en otros, con un tiempo en lista también mucho mayor que otros. De
todas formas, a nivel global, en Espafia el porcentaje de los pacientes que se trasplantan

antes de los 3 meses no llega al 50%.
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Introduccion

2.2. Ampliacién de los criterios de donacion: Alternativas

Debido a la situacion actual expuesta anteriormente, todos los esfuerzos se
centran en aumentar lo maximo posible el nimero de donantes validos para trasplante®
1 Como ya hemos adelantado, esta evolucién de la edad de los donantes viene dada, no
solo por la reduccion de la mortalidad por accidentes de trafico, sino también por una
ampliacion de los criterios de donacion. Aparte de eliminar el limite de edad para los
donantes de higado'?, se ha visto, en estos afios de experiencia clinico-quirdrgica, que
injertos que eran considerados marginales hace unos afios (por el grado de esteatosis,
...) mantienen una funcionalidad correcta tras el trasplante. Ademads, se aceptan
donantes con serologia positiva para VHC hasta los 50 afios, donantes con infecciones
sistémicas tratadas y controladas en las Gltimas 48 horas previas a la extraccién y
también donantes con historia de neoplasia antigua estando libres de enfermedad por lo
menos 5 6 10 afios (excepto para cancer de mama, melanoma y neoplasias
hematolégicas)***°.

Aparte de ampliar los criterios para considerar un injerto valido para el
trasplante, se han buscado alternativas al tipo habitual de trasplante a partir de donante
en muerte encefélica’®. Esto ha dado lugar a 4 tipos de trasplante: el trasplante de
donante vivo, el trasplante “Split” o biparticion hepdtica, el trasplante “Domind” en
pacientes con polineuropatia amiloidética familiar (PAF) y el trasplante de donante a

corazén parado (DCP).
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De esta forma se ha conseguido que, a pesar de que el trasplante a partir de
muerte encefalica siga siendo el predominante, las alternativas que acabamos de
mencionar representen el 6,5% del total de los trasplantes realizados en 2009 en Esparia.
Asi, de los 1099 trasplantes realizados en Espafia en 2009, 1032 correspondian a
donantes de muerte encefalica, y 67 a trasplantes “alternativos”. De estos 67 hubieron
29 trasplantes de donante vivo, 20 trasplantes de donante a corazon parado, 11
trasplantes “Domind” y 7 trasplantes “Split”. Esta cifra es levemente superior que en los
afios anteriores, que se situaban en 61 en el afio 2006 y 63 en 2005, con un incremento
maés acelerado en el caso del donante de corazon parado: 6 en 2005, 11 en 2006 y 17 en

2007 2.
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Grafico 6: Trasplante hepatico: Actividad en 2009 segun tipo de donante (fuente: ONT)
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2.2.1. Donante vivo (THDV)

El primer trasplante hepéatico de donante vivo (THDV) en Espafia se realiz6 en
julio de 1993 en el Hospital La Paz de Madrid, por el equipo de Juan VVazquez'’. Hasta
el afio 2000 la actividad de este tipo de trasplante fue anecddtica: 2 en 1993, 1 en 1994 y
en 1995, 2 en 1998, y ninguno en 1996 ni en 1999. En el afio 2000 se realizaron en
Espafia 10 THDV y en 2009 se han realizado 29. La cifra récord se sitla en 2002, que se
realizaron 41 THDV. Actualmente, en Espafia, esta modalidad de trasplante representa
el 2,8% del total de trasplantes hepaticos realizados. A nivel internacional, esta cifra es
muy variable, dependiendo de la actividad trasplantadora de cada centro, sobrepasando
algunos el 50%. En Estados Unidos representa el 4,3%, y en Europa, los paises con
mayores porcentajes de THDV respecto al nimero total de trasplantes hepaticos son
Bélgica (7,6%), Alemania (7,8%), antigua Yugoslavia (8,2%), Austria (8,5%), Bulgaria
(10%), Rumania (15%) y Turquia (64,3%).

En este tipo de trasplante, en nuestro medio y en la mayoria de paises
occidentales se realiza una particion utilizando como injerto el higado derecho del
donante. Posee la ventaja de tratarse de un procedimiento electivo, en el que se realiza
primero una validacién del donante propuesto (por compatibilidad de grupo, valoracion
psicolégica y médico-quirtrgica) y posteriormente un exhaustivo estudio anatomo-
radiologico por medio de Resonancia Magnética (RMN hepatica) o TAC. Con esta
prueba se realiza primero un estudio volumétrico de ambos I6bulos hepéticos (el
derecho a implantar y el izquierdo remanente) para valorar e intentar descartar la

aparicion de un posible sindrome de “small-for-size” ¢ insuficiencia hepatica por higado
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pequefio'®. Esta aceptado como ratio de confianza entre peso del injerto y peso corporal
una cifra mayor a 0,8. Aparte del estudio volumétrico se realiza un estudio sobre la
distribucion vascular de vasos sanguineos aferentes (arteriales y portales), de drenaje
(venosos) en la vena cava y biliares, para realizar el planteamiento quirargico adecuado
previo a la intervencion (en cuanto a posibles reconstrucciones 0 plastias).

La mayor controversia en el THDV viene dada por las consideraciones éticas, al
someter a un sujeto sano (el donante) a un procedimiento quirirgico mayor que no esta
exento de posibles complicaciones, incluso de una potencial mortalidad. Aun cuando no
existiese morbimortalidad alguna, se trata de una agresion quirdrgica importante™.

En Espafia hay en la actualidad 6 hospitales con programa de donante vivo
activo. Estos son: Hospital La Paz de Madrid, Hospital Clinic de Barcelona, Hospital
Doce de Octubre de Madrid, Hospital Doce de Octubre Infantil, Hospital Reina Sofia de
Cérdoba y Clinica Universitaria de Navarra®.

En nuestro centro, desde que se iniciara el programa en el afio 2000, hemos
realizado 70 THDV, y, como vemos en la literatura cientifica internacional, las
complicaciones se observan sobre todo por problemas a nivel de la via biliar®®?: fugas
biliares, estenosis biliares tardias, ... Al igual que en los demas centros, la tasa de

complicaciones biliares esta en torno al 30-35% de los casos.
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2.2.2. Split (infantil-adulto)

El trasplante “Split” 6 biparticion hepatica consiste en realizar una division del
higado del donante para poder implantar dos injertos en dos receptores diferentes. Se
utilizan los segmentos IlI-11l para implantar en un receptor pediatrico, y el injerto
remanente en un receptor adulto®. Cuando se ha realizado una particién en I8bulos
hepaticos izquierdo (I-1V) y derecho (V-VIII) para implantar en dos receptores adultos,
hay una mayor probabilidad de que aparezca un sindrome de “small-for-size” puesto
que no se suele disponer del estudio volumétrico previo (como en el THDV) vy las
variaciones anatomicas suelen ser hallazgos intraoperatorios. Por estas razones, suele
utilizarse la opcion de receptor infantil-adulto, y restringirse este tipo de trasplante a
centros con poblacién pediétrica.

Esta modalidad de trasplante se realiza actualmente en 5 hospitales de Espafa:
Hospital La Paz de Madrid, Hospital 12 de Octubre de Madrid, Hospital La Fe de
Valencia, Hospital Vall d"Hebron y Hospital Vall d"Hebron Infantil. En el afio 2009 se

realizaron 7 trasplantes “Split” en Espafia.
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2.2.3. Dominé (PAF)

El trasplante “Domind” se realiza sobre todo (en Espafia) en pacientes afectos de
polineuropatia amiloidotica familiar (PAF) 6 enfermedad de Andrade. Esta enfermedad
es una forma hereditaria de amiloidosis sistémica. El higado de estos pacientes tiene una
estructura y una funcion normal, excepto en la produccion de una variante
amiloidogénica de transthyretina (TTR). La TTR en los pacientes con PAF es producida
en su mayoria por el higado, y el trasplante hepatico elimina mas del 95% de la TTR
amiloidogénica de la circulacion, considerandose actualmente el Unico tratamiento
potencialmente curativo®. La clinica en pacientes con PAF no suele aparecer antes de
los 20 afios, y en los receptores de un trasplante domino es dificil de estimar cuando
aparecera la sintomatologia sistémica. Esta clinica viene determinada por la afectacion
del sistema nervioso periférico y autbnomo y por la afectacion de diferentes érganos por
el deposito patologico de sustancia amiloide.

En Espafia la evolucion en los Gltimos 10 afios ha sido satisfactoria, pasando de
3 trasplantes “Domin6” en 1999 a 16 en 2007, disminuyendo a 11 el afio pasado. Hay 8
centros que actualmente realicen esta modalidad de trasplante: Hospital Clinic de
Barcelona, Hospital Virgen del Rocio en Sevilla, Hospital de Bellvitge, Hospital Ramon
y Cajal de Madrid, Hospital Gregorio Marafion de Madrid, Hospital Carlos Haya de

Malaga, Hospital 12 de Octubre y el Hospital Cruces de Bilbao.
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Las caracteristicas de este tipo de trasplante hace que los esfuerzos por ampliar
el nimero de trasplantes a partir de esta modalidad queda totalmente limitada por el
numero de pacientes que entran el lista de espera con esta enfermedad. Por lo que no

puede incrementarse mas que la incidencia de PAF en lista de espera.
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2.2.4. Trasplante de donante a corazon parado (DCP)

Los donantes a corazén parado (DCP) presentan una parada cardiaca irreversible
antes de que se obtengan los Organos para el trasplante. Estos donantes son
considerados subdptimos para el trasplante debido al periodo de isquemia caliente que
sufren, que puede ser mas o menos prolongado. Este periodo de isquemia caliente puede
comprometer la viabilidad y la funcion del injerto tras el trasplante. EI paso mas
importante para preservar los 6rganos de un DCP era considerado el enfriamiento mas
rapido posible de los 6rganos tras el cese de la circulacion general, la declaracion de la
muerte y la obtencion del consentimiento familiar. Tras la declaracion de la muerte es
necesario aplicar una técnica quirdrgica rapida para asegurar la viabilidad de los
Organos.

Esta alternativa de trasplante es la que mas esta desarrollandose en los Gltimos
afios. Desde su inicio en 1995 (1 trasplante) hasta nuestros dias (20 trasplantes en 2009),
la evolucion fue bastante “timida” hasta 2003 (3 trasplantes), incrementandose
posteriormente cada afio de una forma importante. Actualmente en Espafia existen 3
equipos que realizan este tipo de trasplante: Hospital 12 de Octubre de Madrid, Hospital
Clinic de Barcelona y Hospital Juan Canalejo de La Corufia.

Detras de estas cifras hay un importante trabajo desarrollado por los equipos de
Coordinacion de Trasplantes de cada centro, asi como de los Servicios de Emergencia
(SEM), Urgencias Hospitalarias y Servicios de Cirugia implicados. Este trabajo
conjunto esta dando como resultado un aumento en los donantes de este tipo, sobre todo

a partir de 2001, con 18 donantes, llegando a 148 donantes en 2009. Antes de 2001, la
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cifra de donantes rondaba entre 20 y 40. Este incremento en el nimero total de donantes
de corazdn parado se correlaciona con un incremento paralelo en la tasa de donacion por
millon de poblacion, pasando de 0,4 en 2001 a 1,9 pmp en 2007. Porcentualmente, este
tipo de donante ha pasado de representar el 1,3% de todas las donaciones en 2001 al
6,7% en 2009. La evolucion de los DCP es esperanzadora para aumentar el pool de

donantes y paliar o suavizar la situacion actual.
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3. Donacién a corazon parado (DCP)

3.1. Clasificacion DCP

Desde los principios de la historia del trasplante, con los éxitos iniciales de
gemelos idénticos, la principal fuente de rifiones fueron, de hecho, donantes a corazén
parado. Pacientes traumaticos con importante dafio cerebral eran llevados al quiréfano.
Cuando los cirujanos se habian lavado, vestido, y preparado el campo quirdrgico,
entonces se retiraba la ventilacion asistida y se esperaba la parada cardiaca. En ese
momento se realizaba una laparotomia para realizar la extraccion renal. Los resultados
del trasplante renal realizado no eran muy buenos, tan solo aceptables. Esto no era
debido unicamente al dafio isquémico, sino también al importante desconocimiento en
la época sobre terapia inmunosupresora. Muchos pacientes sufrieron una disfuncién
tardia de sus injertos renales, y esta llamada necrosis tubular aguda (NTA) realmente
ocultaba y retrasé el descubrimiento del diagnéstico de rechazo.

Se realizaron muchos estudios para intentar averiguar como poder mejorar 'y,
sobre todo, predecir la funcion de estos rifiones procedentes de donantes a corazén
parado®*®. Se desarrollaron entonces varias maquinas de preservacion, y tests de

laboratorio?.
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Con la introduccion del concepto de muerte encefalica, los rifiones podian ser
extraidos de donantes a corazdn batiente. Los rifiones a partir de estos donantes
funcionaban mejor, y se abandonaron las extracciones de DCP. La historica publicacién
de Terasaki y Opelz®’ en la que demostraban que el almacenamiento en frio (cold
storage) era tan beneficioso como las maquinas de preservacion existentes, en donantes
de muerte encefalica, provoco el abandono también de estas maquinas.

Hasta 1982, iba empeorando el problema de la falta de donantes de rifion, por lo
que poco a poco se fue reintroduciendo el concepto de pool de donante de corazon
parado. No fue hasta 1989 que no se volvieron a sentar unas bases sobre la donacion a
corazén parado. Y en 1993, al recuperar las maquinas de preservacion, se volvié al
mismo punto donde se habia abandonado este tipo de donacion en los afios 70.

En el donante a corazdn batiente, el diagndstico de muerte estd basado en
criterios cerebrales, y el concepto es llamado “Muerte Encefélica” (ME). Dependiendo
del pais, pueden existir diferencias importantes en cuanto a este mismo término, en
cuanto al punto de vista médico, legal o cultural. En los DCP, la muerte cardiaca hace

referencia a la parada cardiaca irreversible.
En 1995, en el Primer Workshop Internacional sobre DCP realizado en

Maastricht, se desarroll6 un documento de consenso para definir y clasificar los

diferentes tipos de DCP%.
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Se establecieron 4 categorias de potenciales DCP:

Tipo 1: Llegada al hospital muerto (“dead on arrival”); no se suele
utilizar ya que se desconoce exactamente el tiempo de isquemia caliente desde el
suceso hasta su llegada al hospital, asi como las causas de la muerte,...

Tipo 2: Resucitacion no efectiva (unsuccessful resuscitation); es una
nueva categoria contemplada en esta Reunion Internacional, ya que en los
inicios de la historia del trasplante los DCP que se utilizaban eran controlados.

Tipo 3: Retirada del ventilador; es la categoria ya conocida y utilizada
antafio. Ya se tenia experiencia con esta categoria.

Tipo 4: Pacientes con diagnostico de muerte encefalica, o durante el
proceso de muerte encefalica, que tienen una parada cardiaca en la que la

resucitacion no es efectiva.

Existen dos tipos fundamentales de DCP: no controlados y controlados.

Los DCP controlados (tipo 3) son pacientes hemodindmicamente estables que
son extubados en el quiréfano o en la Unidad de Cuidados Intensivos tras la decision de
los familiares del paciente de cesar medidas activas terapéuticas y habiendo firmado un
consentimiento informado para la donacion de 6rganos. La parada cardiorrespiratoria
(PCR) es un evento planificado en el cual el equipo quirdrgico de extraccion de 6rganos
estd presente para realizar el procedimiento rapidamente con el fin de disminuir al

maximo el tiempo de isquemia caliente
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Los DCP no controlados (tipos 1 y 2) son pacientes en los que la PCR es un
evento no planificado. Son pacientes que sufren una PCR antes de su llegada al hospital,

en el Servicio de Urgencias, o estando ingresados.

La obtencion de érganos de DCP controlados tiene lugar en el quiréfano, donde
se procede a la retirada del soporte vital ventilatorio con la consiguiente parada
cardiaca, con el equipo extractor de Organos presente. Obviamente, los Grganos
obtenidos de DCP controlados son comparativamente menos propensos a sufrir dafio
isquémico y suelen presentar una mejor funcion postoperatoria.

Los pacientes en muerte encefalica que sufren una PCR en la UCI o durante el

traslado al quirdéfano (tipo 4) también son considerados no controlados.

El mismo afio 1995, la ONT elabor6 su propio documento de consenso
estableciendo las directrices del DCP, recomendando excluir la categoria Ill debido a
razones éticas, en espera de regulaciones legales al respecto. La nueva legislacion sobre
DCP de 1999 no regula de forma especifica la categoria Ill, por lo que sigue inactiva

hoy dfa en Espafia®®.
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3.2. Estado actual

Durante la pasada década la supervivencia del injerto hepéatico procedente de
DCP ha sido pobre (17-41%) pero trabajos recientes utilizando criterios estrictos estan
mejorando mucho los resultados. La supervivencia del injerto hepatico procedente de
DCP controlados ha ascendido desde un 50 a un 100% al afio de seguimiento®2,

La seleccion de un donante adecuado es crucial para el éxito del trasplante
hepatico. El objetivo de la evaluacion del donante de higado es identificar aquellos
organos que tienen elevadas probabilidades de funcionar adecuadamente y rechazar
aquellos que previsiblemente fracasaran. Entre los factores méas destacados del donante
que pueden influir en la aparicién de una mala funcién inicial o un fallo primario del
injerto se encuentran: la edad avanzada del donante, un tiempo prolongado de isquemia,
episodios de hipotension y soporte inotrépico del donante, la esteatosis hepatica y el uso
de DCP.

El tiempo de preservacion hipotérmica o isquemia fria (0-4°), que se realiza
utilizando soluciones de preservacién como la solucién de Wisconsin para disminuir la
actividad metabolica de los érganos, es uno de los parametros mas importantes que
determinan la viabilidad posterior del injerto. De este modo, es bien conocido como los
periodos superiores a 18 horas de isquemia fria se asocian con una elevada incidencia de
fallo funcional del injerto hepéatico. Ademas, esta disfuncién primaria del injerto

hepético, que puede presentarse hasta en el 2-23% de los trasplantes, es una de las

principales causas de muerte tras el trasplante.
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La severa escasez de donantes hepaticos hace que sea muy dificil limitar la
seleccion de donantes a aquellos con caracteristicas impecables. El uso de donantes con
criterios expandidos, como los DCP se ha convertido en una necesidad en el momento
actual ya que pueden representar una fuente importante de drganos si son recuperados
para el trasplante con una técnica de preservacion eficaz.

En los ultimos afios, los DCP han representado aproximadamente el 1% del total
de 6rganos cadavéricos en Estados Unidos®®, pero algunas estimaciones establecen que
los DCP tienen la capacidad de incrementar el nimero de donantes cadavéricos hasta en
un 25-42%°***. En Espafia, el nimero de higados que se han desestimado para realizar
el trasplante ha ido aumentando en los Gltimos afios hasta ser de 380 el afio pasado,
siendo la principal causa la esteatosis hepatica.

En 2009, en el Hospital Clinic de Barcelona, se activaron 72 cddigos 303
(llegada de una ambulancia con soporte avanzado con un paciente que podria ser un
DCP), de los cuales hubieron 69 casos potenciales, siendo finalmente 24 los donantes de
organos. En la evaluacion de estos casos, potenciales donantes hepaticos fueron 14,
llegandose a trasplantar finalmente 4. De los 80 trasplantes de higado realizados en
nuestro centro en 2009, los DCP representan el 5%. De los 69 DCP potenciales durante
el afio 2009 Unicamente se obtuvieron 4 higados, lo que representa tan sélo el 5,8%. Es
evidente que el mantenimiento adecuado de los 6rganos procedentes de DCP es el
determinante fundamental de su viabilidad y constituye la clave para poder recuperar

dichos 6rganos para el trasplante.
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3.3. Experiencia Clinica

3.3.1. Estados Unidos

Los DCP no controlados representan el mayor pool de potenciales donantes de
corazén parado y las estimaciones realizadas calculan un posible aumento de 5000
donantes por afio en los EEUU **'. Sin embargo, existen importantes cuestiones éticas,
legales y logisticas que hacen que se excluyan en gran medida el uso de estos donantes
en los Estados Unidos. Los DCP controlados no presentan toda esta problematica, y
tienen la potencialidad de incrementar en 1000 los donantes por afio®*¢. A pesar de

ello, este grupo esta infrautilizado, pudiendo ser una fuente interesante de érganos.

Hace pocos afios, en 2001, se realiz6 un estudio a partir de los datos de la United
Network of Organ Sharing (UNOS). Se analizaron todos los trasplantes hepaticos
realizados en adultos desde abril de 1987 hasta diciembre de 2001. El concepto de DCP
se introdujo en las bases de datos de la UNOS en el afio 1993 Se excluyeron del
estudio los trasplantes parciales (“Split”), retrasplantes y trasplantados multiorgénicos.
Se trataba de un estudio centrado en la supervivencia del injerto y la supervivencia del
paciente®.

Entre 1993 y 2001 se realizaron 191 trasplantes de DCP, con un incremento en
la utilizacion de esta modalidad en los ultimos afios (pasando del 0,26% en 1003 a 1,1%

en 2001). Se realizaron 26.856 donantes de muerte encefélica (ME). La supervivencia
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del injerto fue significativamente menor en los DCP comparado con los donantes de
ME. Asi, al afio y a los 3 afos, la tasa de supervivencia del injerto en los DCP era de
70,2% y 63,3% respectivamente, frente a los donantes de ME, con tasas de 80,4% y
72,1% (p = 0,003y p =0 012).

Asimismo, los receptores de un injerto procedente de un DCP presentaban
mayor incidencia de fallo primario del injerto (11,8% vs 6,4%, p = 0,008) y de
retrasplante (13,9% vs 8,3%, p = 0,04) comparado con los receptores de injerto
procedente de donante por ME. Dentro del grupo de DCP, se hallaron como factores
predictores de fallo primario del injerto precoz el tiempo prolongado de isquemia fria y
el soporte vital que precisO el receptor (utilizacion de drogas vasoactivas y de
ventilacién mecanica asistida).

Aunque no existian diferencias estadisticamente significativas en la
supervivencia del paciente, existia una fuerte tendencia desfavorable en los DCP: al afio
y a los 3 afios, la supervivencia en los DCP era de 79,7% y 72,1% versus 85,0% y
77,4% en los de ME (p = 0,082y p = 0,146).

Se concluy6 que la supervivencia del injerto y la supervivencia del paciente era
menor en los trasplantes de DCP; y que, a pesar de que los DCP podian constituir una
fuente importante de o6rganos, se aconsejaba utilizarlos en pacientes estables y

minimizando en lo posible el tiempo de isquemia fria.

Es interesante analizar también, en la experiencia de los centros americanos con
DCP controlados, la morbilidad asociada, comparada con trasplantes de ME. La

presencia de una isquemia caliente inicial, seguida una isquemia fria provoca una mayor
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incidencia de complicaciones de la via biliar en los trasplantes de higado procedente de
DCP. Esto es debido a que el epitelio biliar es la estructura supuestamente mas sensible
del higado al dafio isquémico. De hecho, en el trabajo de Abt de 2003% se describen
complicaciones biliares mayores en el 33% de los trasplantes de DCP vs 19,2% en los
de ME (p < 0,01). Entre las complicaciones biliares, las mas frecuentes 66% fueron las

estenosis biliares intrahepaticas difusas de causa isquémica.
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3.3.2. Madrid / La Coruia

Como ya hemos explicado previamente, en Espafia no se realizan extracciones
de donantes a corazén parado controlados, siendo utilizados los tipo 11 de la categoria de
Maastricht. Son 3 centros los que realizan extracciones de este tipo de donantes,

utilizando 3 métodos diferentes de mantenimiento, como veremos.

El equipo del Hospital Clinico San Carlos de Madrid tiene un programa activo
de donacién a corazén parado desde 1989°**. Coordinados con el SAMUR vy el 061
reciben pacientes en codigo de parada cardiaca irrecuperable, o pacientes
intrahospitalarios en sala convencional o de Cuidados Intensivos. Es un programa muy
activo sobre todo a nivel de donacion de rifiones y de tejidos, aunque también realizan

extracciones de higado y de pulmones. Los criterios de inclusion que utilizan son:

Tiempo de parada cardiaca conocido

- Maniobras de reanimacion cardiopulmonar (RCP) instauradas en los
primeros 10 minutos tras el evento

- Edad entre 7 y 55 afios (7-40 para higado y 7-50 para pulmon)

- Causa de muerte conocida o supuesta

- Ausencia de heridas sangrantes en abdomen y térax

- Aspecto saludable sin evidencia de factores de riesgo de SIDA

- Tiempo de asistencia < 90 minutos (incluido el traslado al hospital)

- Ausencia de traumatismo toracico (en caso de extraccion pulmonar)
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Tras realizar una canulacion de vasos femorales, se instaura un circuito de
bypass cardiopulmonar, con recirculacion de sangre oxigenada hipotérmica a 4°C.

El Hospital Doce de Octubre de Madrid inicio el programa de trasplante de
donacién de corazén parado en junio de 1995. En una publicacién reciente*” describen
los trasplantes hepaticos realizados a partir de injertos procedentes de DCP en el
periodo comprendido entre enero de 2006 y diciembre de 2007.

Utilizando la misma metodologia de nuestro centro —que explicaremos en el
siguiente apartado-, se realizaron en el hospital madrilefio 20 trasplantes de higado de
DCP en estos 2 afios, correspondiendo a la categoria 2 de la clasificacion de Maastricht.
Tras la parada cardiaca y el traslado del paciente al Servicio de Urgencias, se inicia la
Recirculacion Normotérmica (RCN o NECMO) como periodo-puente antes de la
extraccion hepatica.

Los factores de inclusion de los donantes son:

- Edad < 50 afios

- Tiempo de parada circulatoria < 15 minutos

- Tiempo de isquemia caliente < 150 minutos

- Tiempo de Recirculacion Normotérmica (RCN) < 270 minutos

- Flujo de bomba comprendido entre 2,5 y 3,5 L/minuto

- Valor de transaminasas < 4 veces el limite superior

Con un seguimiento medio de 330,4 +224,9 dias, la supervivencia acumulada
del paciente al afio fue de 85,5% Yy la supervivencia acumulada del injerto al afio fue de

80%.
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De los 20 pacientes incluidos en este periodo, hubo 1 paciente (5%) que
desarroll6 una colangiopatia isquémica. En 2 pacientes (10%) hubo un fallo primario
del injerto (FPI), con pérdida del injerto. Se tuvieron que retrasplantar a 3 pacientes

(15%), 2 de ellos debido al FPI y el tercero debido a la colangiopatia isquémica.

El equipo del Hospital Juan Canalejo de La Corufia empez6 el programa de
donacién a corazén parado hace ya mas de 10 afios*. Entre diciembre de 1995 y
noviembre de 2004 se extrajeron 10 higados para trasplantar. Los donantes se
mantuvieron utilizando un método de compresién-descompresién de térax y abdomen.
Este método se aplica desde que se establece el diagndstico de muerte cardiaca, hasta la
extraccion de 6rganos. Consiste en la colocacion de un cardiocompresor, asistido de una
contrapulsacion abdominal, para mejorar las maniobras de RCP. Durante todo este
tiempo el donante esta bajo ventilacion mecéanica. Hasta el momento de la extraccion,
para considerar efectivas las maniobras de mantenimiento de RCP, la presion arterial
media debe mantenerse en torno a 70 mmHg y la pO2 cercana a 100%. Tras la
heparinizacion sistémica, se realiza una extraccion en bloque para dar lugar al trabajo en
cirugia de banco.

De los 10 pacientes trasplantados en este periodo, uno present6 un fallo primario
del injerto, precisando de un retrasplante, con buena funcion posterior. Los otros 9
siguieron un curso postoperatorio satisfactorio. ElI seguimiento posterior muestra un
funcionalismo correcto en todos los trasplantados, excepto 1 paciente, que murié a los 3

afnos, tras la recidiva de su VHC.
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3.4. Hospital Clinic de Barcelona

3.4.1. Experiencia animal

En 1993 se inici6 el proyecto de cirugia experimental en modelo porcino con el
objetivo de reproducir el trasplante hepatico a partir de un donante a corazon parado.
Dicho modelo se basaba en la utilizacion de 4 grupos de animales con diferentes
tiempos de parada cardiaca (PC) (20, 30 y 40 minutos). Tras este periodo se iniciaba un
periodo de 20 minutos de recirculaciéon normotérmica (RCN) a 37°C (el 4° grupo no
entraba en este periodo). La RCN se realizaba por medio de un sistema de bypass
cardiopulmonar (CPB). Posteriormente se iniciaba el enfriamiento corporal total (TBC)
de forma progresiva hasta llegar a una temperatura de 15°C. Se realizaba posteriormente
la extraccion hepatica y su conservacion en frio a 4°C durante 6 horas, tras perfundir el
injerto hepético con solucion de Wisconsin (UW). Entonces se realizaba el implante
hepatico en otro animal, y se mantenia con la medicacion inmunosupresora,
antibidticos, analgesia, etc... durante 5 dias si sobrevivia, para realizar una eutanasia
electiva. Durante todo el procedimiento se realizaban mediciones analiticas, mediciones
de flujo, toma de muestras hepaticas, y valoraciones de carga energética. Ademas, se
pudieron realizar manipulaciones durante el periodo de RCN, afiadiendo sustancias
citoprotectoras, para poder valorar su efecto contra la lesién por isquemia/reperfusion

(IR).

52



Introduccion

De los resultados obtenidos se obtuvieron importantes trabajos que han tenido
una repercusion clinica importante, como el hecho de que se implante en muchos grupos

el uso de la RCN en los pacientes DCP.

Se pudieron observar interesantes resultados al analizar los resultados.
Aparte de encontrar una técnica factible y reproducible*, se conseguia una
supervivencia del injerto a los 5 dias utilizando esta técnica, evidenciando la

reversibilidad de las lesiones histolégicas de IR producidas por la PC*#

, incluso un
incremento en la carga energética al realizar el periodo de RCN*“8. El uso de este
periodo de RCN tras un periodo mas o menos prolongado de PC mejoraba la

supervivencia.

También resultd interesante la posibilidad de manipulacion durante el periodo de

RCN, utilizando sustancias citoprotectoras:

El S-Adenosyl-L-Methionine (SAMe) es un buen agente de preservacién para
células hepéticas lesionadas por isquemia, tanto parenguimatosas como nho-
parenquimatosas (endoteliales), mediante el aumento de los niveles intracelulares de
glutation. Su utilizacion tras el periodo de PC se relacionaba con un aumento en la
supervivencia y una mejoria en los niveles de marcadores de lesion. A nivel histolégico,

la administracion del SAMe durante la RCN prevenia la lesion histol6gica a nivel de
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endotelio hepéatico, parénquima hepético v tracto biliar*; el rol del SAMe podria estar
mediado parcialmente por el efecto de la adenosina durante la extraccién hepatica>.

La L-arginina es un precursor fisioldgico del acido nitrico, el cual es efectivo
disminuyendo la lesion por IR. La utilizacion de esta sustancia durante el periodo de
RCN aumento la supervivencia y mejoro significativamente el dafio histologico
producido tras la isquemia caliente, preservando el tracto biliar>**?.

La glicina es otra sustancia citoprotectora, que actla frente a la lesién por IR
mediante la estabilizacion de la membrana celular y la prevencion de la liberacion de
prostanoides y de citoquinas inflamatorias (lo que dificulta la reperfusion del injerto). A
nivel hemodinamico, tras administrar glicina, los flujos hepaticos y de bomba mejoraron
durante la RCN (indicando una mejor perfusion hepatica durante su extraccién). A nivel
histologico, la mejorada perfusion hepética durante la RCN se relacionaba con un
menor dafio hepatocitario y del endotelio sinusoidal. La viabilidad hepética valorada
histolégicamente también mejoraba en los higados tratados con glicina durante la RCN,
reduciendo la presencia de colangitis isquémica, lo que empeoraba la supervivencia a
largo plazo en el grupo control; en el grupo tratado habia una mejoria en la

supervivencia a los 5 dias®®,
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De todos estos resultados se desprende:

1. Utilidad de la RCN. Modo de Accion: Precondicionamiento isquémico

El mantenimiento de los DCP mediante recirculacion normotérmica ha
demostrado tener gran utilidad frente al enfriamiento corporal total tras la parada
cardiaca. De este modo se puede mantener el higado a temperatura corporal sin enfriarlo
antes de la extraccion. El beneficio de la recirculacion normotérmica se fundamenta en
que transforma el periodo de isquemia caliente inicial del dérgano tras la parada
cardiorrespiratoria en un periodo de precondicionamiento isquémico, habiéndose

demostrado que produce un aumento en los niveles de adenosina.

2. Posibilidad de manipulacion

Esta demostrada la ventaja de poder utilizar sustancias citoprotectoras durante el
periodo de RCN, tanto a nivel de supervivencia como de prevencion de lesion en el
injerto. Esto multiplica la potencialidad del uso de la RCN en un DCP tras el periodo de

parada cardiaca.
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3.4.2. Experiencia Clinica

3.4.2.1. Protocolo de Donantes a Corazon Parado del Hospital Clinic de Barcelona

Criterios de Inclusién

Edad:

a. Donante renal: < 65 afios. En los potenciales donantes entre 61 y 65 afios se
realiza una evaluacion individualizada. Los rifiones generados y no
aceptados por nuestro equipo se ofertan a otros centros.

b. Donante hepatico: < 65 afios. En los potenciales donantes de 51 hasta 65
afios se hace una valoracion particular de cada caso, teniendo en cuenta
diferentes factores como: antecedentes patolégicos, tiempo de isquemia
caliente, bioquimica de ingreso y curva evolutiva, etc.

c. El limite inferior de edad es de 14 afios 0 40 kg de peso (debido al tamafio de
las canulas y al circuito de recirculacién extracorpdrea).

Ausencia de contraindicacién absoluta para la aceptacion del donante de érganos
(VIH+, sepsis o infeccion sistémica activa descontrolada o no tratada, neoplasia
activa (salvo excepciones)).

Ausencia de serologia positiva para Ac VHC y Ag VHBSs.

Patologia asociada: a valorar en cada caso.

Patologia causante de la muerte: valorar si puede afectar la viabilidad de los
Organos.

Ausencia de evidencia de criminalidad o muerte violenta no aclarada.
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Ademas, segun el tipo de donante a corazén parado, también se valoran los

siguientes criterios para su aceptacion:

Donantes Extrahospitalarios
* PCR sin RCP (Reanimacién cardiopulmonar) efectiva < 30 minutos (20 minutos para
donantes hepaticos). El inicio de la PCR debe ser conocido.
* Intervalo desde la asistolia hasta el inicio de la preservacion de los 6rganos (RCN) <
150 minutos, manteniendo RCP efectiva.

= Ausencia de Inestabilidad hemodinamica previa a la PCR.

Donantes Intrahospitalarios
* Funcién renal y hepatica normal previa a la inestabilidad hemodindmica que conduce a
la PCR.
* Inestabilidad hemodindmica (TAS < 60 mmHg) previa a la PCR < 60 minutos.
* PCR sin RCP/Cardiocompresor < 15 minutos.
* Intervalo desde el inicio de la inestabilidad hemodindmica hasta el inicio de la
preservacion de los 6rganos (RCN) < 150 minutos, manteniendo RCP efectiva.
* Dias de UCI, dosis de drogas vasoactivas y otros factores durante ingreso a valorar en

cada caso.

Los diversos periodos de tiempo establecidos para la aceptacion de los donantes

se deben seguir de forma estricta y sin sobrepasar sus limites.
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Proceso obtencién de 6rganos de DCP

Ante un Soporte Vital Avanzado asistido por los Servicios de Urgencias del
SEM, vy tras la no recuperacion del paciente después de 30 minutos de maniobras de
RCP adecuadas, puede ser activado a traves de la Central de Coordinacion 061 el
Protocolo de “Soporte Vital Avanzado Prolongado™.

La Central de Coordinacion del SEM alerta a Coordinacion de Trasplantes y al
Servicio de Urgencias del H. Clinic del traslado de un paciente en asistolia, con la
realizacion de maniobras de reanimacién cardiopulmonar avanzada, manual o0 mecéanica
mediante el dispositivo de cardiocompresion movil LUCAS® (Lund University

Cardiopulmonary Assist System).

Figura 1: Lund University Cardiopulmonary Assist System (LUCAS®)
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El diagndstico de la muerte ha de ser un diagnostico clinico y eléctrico (registro
electrocardiografico demostrativo de asistolia durante 5 minutos).

Continuacién de las maniobras de masaje cardiaco y ventilacion mecanica, que
se llevan a cabo con el piston mecanico de compresion y descompresion activa (Cardio-

pump) y conexion a una fuente de oxigeno.

Foto 1: Cardiocompresor mecanico

Se evalua si el caso es 0 no judicial, edad, antecedentes médicos y quirurgicos,
historia médico-social, tratamientos previos, tiempo de isquemia caliente sin maniobras
de RCP, tiempo de isquemia caliente con maniobras de RCP.

Se inicia entonces la monitorizacion del paciente y la notificacion judicial (si

fuera necesario).
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Seguidamente se avisa a los miembros de trasplante hepatico y renal y se extraen
muestras de sangre, orina y contenido gastrico. La administracion inicial de farmacos
corresponde a heparina sodica endovenosa (3mg/kg y reheparinizacion cada 90 minutos
a 1,5 mg/kg) y pantoprazol 40mg en bolus y perfusion de 8mg/h.

Se procede entonces a la cateterizacion de arterias y vena femorales e inicio de la

Recirculacion Normotérmica.

La obtencion del consentimiento familiar y realizacion de la historia médico-
social se continta con la solicitud de la autorizacion judicial para la extraccion de los
organos Yy tejidos.

La recirculacidon se mantiene hasta la perfusion de los 6rganos. Se comprueba el
correcto enfriamiento de los 6rganos y el aspecto macroscopico, una vez perfundidos
con el liquido de perfusién. También se comprueba la viabilidad de los 6rganos tras
corroborar los tiempos de isquemia caliente y las determinaciones analiticas. En caso
necesario se realizan biopsias de los diferentes drganos y/o tumoraciones, necropsia

post-operatoria inmediata, utilizacion de la maquina de perfusién pulsatil, etc.
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Preservacion de los 6rganos del cadaver: Recirculacion normotérmica

Para la realizacion de la cateterizacion de los potenciales donantes a corazon

parado se avisa al cirujano que esta disponible para dicha canulacion.

Foto 2: Canulacion de vasos femorales e inicio de recirculacion normotérmica

El cirujano cateteriza la arteria y vena femorales de un lado y la arteria femoral
del lado contralateral para colocar el catéter de Fogarty®. Paralelamente el coordinador
de trasplantes conecta el circuito de recirculacion extracorporea y ceba el circuito. El
cebado se lleva a cabo con 2000 ml de suero:

- 500 ml de Bicarbonato 1/6 Molar

- 500 ml de Manitol 10%

- 500 ml de Plasmalyte

- 500 ml de Gelafundina
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Una vez preparadas las canulas arterial y venosa se entregan al cirujano y se
conectan a los catéteres introducidos a nivel de los vasos femorales.
El baldn del Fogarty® debe ser inflado con unos 30 ml de solucion estéril de

contraste. Posteriormente debe realizarse una radiografia de torax portatil, para

comprobar la oclusién completa de la aorta toracica a nivel supra-diafragmatico.

Foto 3: Radiografia de térax de comprobacion de la posicion correcta del balén del catéter de

Fogarty® en aorta toracica descendente
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Cuando el circuito esta conectado, se desclampan las canulas arterial y venosa y
se pone en funcionamiento la bomba de rodillo.

Se mantiene la recirculacion normotérmica a 37 °C y se intenta obtener un flujo
de perfusién entre 1,7 y 2.5 L/min/m? de superficie corporal. El flujo minimo constante
que debemos mantener para considerar al donante como vélido es de 1 L/min/m®. La
velocidad de perfusion viene determinada por el drenaje y el retorno venoso. Si es

preciso podemos afiadir mas volumen de perfusion a través del reservorio venoso.

Foto 4: Reservorio sanguineo y bomba de presion
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La RCN se prolonga hasta la visualizacién macroscépica del higado y rifiones en
quirdfano y la posterior perfusion fria de los érganos con la solucion de preservacion.

Durante la fase de recirculacion extracorporea se realizan determinaciones
seriadas de EAB, hematologia, bioquimica hepética y renal. Dichas determinaciones
deben realizarse cada 30 minutos. En caso necesario se realizan las correcciones
precisas. Se debe reheparinizar cada 90 minutos con una dosis de 1,5mg/kg.

El tiempo minimo de RCN es de 1 hora y el maximo hasta la extraccién de los
organos es de 4 horas, pudiéndose alargar hasta 6 horas si los parametros bioquimicos,

gasométricos y hematoldgicos se mantienen controlados.

Una vez trasladado el donante a quirdfano, se utiliza una técnica rapida de
extraccion de los drganos abdominales. Se procede a la perfusion de los mismos sin
realizar una diseccion previa del hilio hepatico, excepto por la seccién de la via biliar,
préxima al duodeno, para su limpieza antes del la perfusion. Esta maniobra es, a su vez,
atil para valorar la vascularizacion y el estado de la via biliar. Para realizar la perfusion
con la solucién de preservacion, Unicamente se debe realizar la diseccion y canulacién
del acceso portal. La perfusidn arterial se realiza por el catéter previamente colocado
por la via femoral. No es necesario el clampaje de la aorta supraceliaca puesto que se
encuentra colocado el catéter Fogarty®. El drenaje venoso se obtiene por la via femoral
ya canulada y también a través del orificio que se realiza en la vena cava

intrapericardica para asegurar un mejor lavado del parénquima hepatico.
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Evaluacion de la viabilidad de los 6rganos de DCP

La viabilidad de los 6rganos de los donantes a corazon parado se hace segun:

- Edad

- Grupo sanguineo

- Antecedentes patoldgicos y tratamientos

- Serologias

- Ausencia de nefropatia previa

- Ausencia de hepatopatia previa

- Asistolia sin RCP Avanzada < 20-30 minutos (higado-rifién)

- Asistolia sin RCP Avanzada + Soporte vital avanzado < 150 minutos

- Bioquimica renal previa al evento (Cr < 2.5), tras el diagnostico de muerte (Cr < 2.5) y
curva evolutiva durante la RN cada 30 minutos con una Cr final < 2.5

- Bioquimica hepatica inicial (momento del diagnostico de muerte): (AST, ALT < 3-4
veces el valor normal), curva evolutiva y final (AST, ALT < 4-5 veces el valor normal)

- pH en GSA mantenido entre 7.0y 7.4

- Flujos de bomba de RCN > 1 L/min/m?

- Tiempo de RCN minimo de 1h y maximo de hasta 6h

- Aspecto macroscépico intraoperatorio renal y hepatico

- Caracteristicas histologicas renales y hepaticas (si se precisa)

- Resistencias renales en maquina de perfusion pulsatil < 0.3 (en algunas ocasiones  se
puede aceptar resistencias entre 0.3 y 0.4 si el resto de parametros son adecuados y se

considera valido el 6rgano para trasplante)
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DONANTES DE ORGANOS A CORAZON PARADO

Activacion codigo 3.03 Central SEM

l— Aviso Busca Box 42
v

Llegada Box 4? Potencial Donante a Corazén Parado

'

Diagnostico de muerte

l

Evaluacion y Activacion Programa DOCP —>  Aviso Supervisora —

/

Aviso Cirujanos /

Aviso Enfermeria UCIAS «—

v
A

Urdlogos v
Obtencién muestras — Reinicio RCP — Canulacion

C. Familiar
C. Judicial i
A
Inicio Bomba RCN
Comprobacion Funcién adecuada Bomba (20-30°) \
Oferta 6rganos
Aviso Enfermeria (OCATT)
Extracciones (Higado/Rifiones)

»  Traslado Quirdfano

l

Extraccion Organos

N

Extraccion de Tejidos en SEP

Confirmacion OCATT / Equipos de Tx / Superv. Enfermeria de Organos Validos
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3.4.2.2. Nuestra primera experiencia clinica

En base a los trabajos experimentales se implementé de forma sistematica la
utilizacion de la RCN en la obtencion de érganos procedentes de donantes a corazon
parado. Desde abril de 2002 hasta mayo de 2006 se trasplantaron 10 injertos hepaticos
de 40 potenciales™. Entre los receptores, la indicacién del trasplante fue infeccién
cronica por VHC en 6, cirrosis alcohdlica en 1 caso, y ambas etiologias en 1 de ellos.
Todos los receptores excepto uno presentaban una cirrosis descompensada en el
momento del trasplante (1 Child A priorizado por presentar un hepatocarcinoma). 7 de
los receptores se encontraban hospitalizados previamente al trasplante por problemas

médicos relacionados con su enfermedad hepatica.

En cuanto a la supervivencia del injerto, en 5 de los 10 trasplantados existe una
funcionalidad hepatica conservada. Hubo un caso de fallo primario del injerto (FPI) y
un caso de trombosis de la arteria hepatica a los 41 dias, siendo ambos casos
retrasplantados sin complicaciones posteriores. En el caso del FPI, se pudo observar un
periodo prolongado (155 min) desde la parada cardiaca hasta el inicio de la RCN.
Ademas, tras 70 minutos de RCN hubo un periodo de 95 minutos de hipotermia

controlada debido a un problema técnico en el intercambiador de temperatura.
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En cuanto a la supervivencia del paciente, 3 receptores murieron con injertos
funcionantes; 2 de ellos en el primer mes tras el trasplante debido a complicaciones
post-trasplante, y uno a los 6 meses por recidiva del VHC. Estos 3 pacientes se
encontraban en un estadio muy avanzado de su enfermedad previo al trasplante (MELD
23, 26 y 32; Child C) y se encontraban hospitalizados por complicaciones de su

enfermedad hepética.

Solamente hubo un caso de complicaciones biliares, en un paciente en el que no

se coloco un tubo de Kehr, en forma de colestasis. Esta era debida a una leve estenosis

en la anastomosis, colocandose finalmente un stent biliar.
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Hipdtesis de Trabajo

En el contexto del donante a corazén parado:
1. La recirculacion normotérmica ha demostrado ser util
2. Los d6rganos asi obtenidos presentan una buena funcion tras el trasplante
3. La eficiencia de este método es limitada, ya que se utiliza una minima fraccion de los

que se evaluan inicialmente

Nuestra hipdtesis plantea que la perfusion sanguinea “ex-situ”, como método de
preservacion gque se afiade a una metodologia habitual, es potencialmente una técnica
factible para proveer 6rganos tras una lesion por isquemia caliente y un periodo mas o
menos largo de preservacion. Para validar esta técnica de preservacion mediante la
maquina de perfusion para salvaguardar 6rganos de DCP es necesaria la demostracion

de la funcion y recuperacion tras el trasplante.

Utilizamos este modelo animal con el fin de poder confirmar la validez de este
sistema de perfusion como método de preservaciéon e iniciar de forma pionera la
utilizacion de dicho sistema en el donante a corazon parado en humanos, lo que

mejoraria de forma importante la necesidad actual de injertos hepaticos.
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Objetivos

Demostrar la utilidad de una maquina de perfusion normotérmica “ex—situ”,
como continuacion de la recirculacion normotérmica en la obtencion de injertos
hepaticos procedentes de donantes a corazon parado, mediante:

1. La recuperacion de la funcion del injerto

2. La evaluacion de la viabilidad

Para ello, comparamos la metodologia habitual mediante recirculacion
normotérmica y almacenamiento en frio, con otros grupos en donde se utilizara
preservacion fria y preservacion mediante perfusién normotérmica tras un periodo

de recirculacion normotérmica.
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Material y Métodos

DISENO EXPERIMENTAL - METODOLOGIA

Grupos experimentales:

Grupo 1: (n=6)
Cerdo donante: Parada cardiorrespiratoria: 90 minutos
Preservacion hipotérmica en frio a 4°C durante 4 horas

Cerdo receptor: Implante hepético segun técnica convencional

Grupo 2: (n=6)
Cerdo donante: Parada cardiorrespiratoria: 90 minutos
Recirculacion normotérmica: 60 minutos
Preservacion hipotérmica en frio a 4°C durante 4 horas

Cerdo receptor: Implante hepético segun técnica convencional

Grupo 3: (n=6)
Cerdo donante: Parada cardiorrespiratoria: 90 minutos
Recirculacion normotérmica: 60 minutos
Preservacion normotérmica en maquina de perfusion durante 4 h

Cerdo receptor: Implante hepético segun técnica convencional
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1. Animales

Se utilizan cerdos “large-white” con un peso de 30-35 Kkg.

2. Anestesia

Los animales se encuentran en ayuno de 12h antes de la cirugia. Se realiza
premedicacion 30 minutos antes con azaperona (Stressnil®) intramuscular 10mg/kg. La
induccion anestésica se realiza con tiopental sodico por via venosa periférica en
pabellon auricular a una dosis de 15mg/kg. Se procede a la intubacion orotraqueal (n°7)
y posterior ventilacion mecanica. Si es preciso se induce y mantiene relajacion muscular
con infusion continua de besilato de atracurio en perfusion de 10mg/h. La analgesia se
realiza mediante fentanilo (0,1mg/h) y el mantenimiento de la anestesia con Isofluorane
1-2% mediante vaporizador. La insercion de un catéter venoso en la vena yugular
interna nos sirve para entradas y medicion de PVC y un catéter arterial en car6tida
interna para muestreo de sangre arterial intraoperatorio y medicidn de presion arterial

invasiva.
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Foto 5: Animal intubado en anestesia general
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3. Protocolo quirudrgico del donante

3.1. Monitorizacién del donante

La exposicion de los vasos del cuello se realiza mediante una incisién
longitudinal paratraqueal derecha. La toma de presion arterial invasiva se realiza
mediante canulacion de la arteria carétida derecha con catéter 16 G y monitorizacion
con aparato de Hewlett-Packard, M 1046 A, 71034 Boeblingen (Alemania). La vena
yugular interna también se diseca para colocacion de un catéter vascular de 3 luces. El
registro electrocardiografico también se monitoriza tras colocar los electrodos sobre la

superficie corporal.

A continuacion se procede a la apertura del abdomen realizando una laparotomia

media xifopubiana y diseccion de las estructuras del hilio hepatico.

Las temperaturas hepatica y esofagica son también monitorizadas con un
termistor (Mon-A-Therm; Mallinckrodt Medical Inc.®; St. Louis, MO 63134, EUA). Se
colocan dos flujometros no invasivos (Transonic Systems Inc. HT207. Ithaca, New
York 14850, EUA) alrededor de la arteria hepatica y vena porta respectivamente. En ese
momento se determinan las medidas de los flujos basales, una vez estabilizados. En ese

punto se administra heparina intravenosa a dosis de 3 mg / kg de peso.
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Foto 6: Determinacion de flujos vasculares en arteria hepatica y vena porta del animal
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3.2. Accesos vasculares del by-pass cardiopulmonar

La arteria aorta infrarrenal y la vena cava inferior son canuladas (16 Fry 26 Fr
respectivamente) y conectadas a un oxigenador pediatrico de burbuja (Bard Quantum
Oxygenator and Venous reservoir, HF 6000-H 6770 VR, CR Bard Inc.®; Haverhill,
MA 01832, EUA), a un intercambiador de temperatura (Modulo Normo-hipotermia
Palex S.A., Barcelona, Espafia) y a una bomba de rodete (Stdckert-Shiley ®, Munich,

Alemania).

Foto 7: Aorta infrarrenal y vena cava canuladas
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El cebado del circuito se efectia con 500 ml de solucion salina, 500 ml de
Hemocé ® y Manitol (0,5 gr / kg de peso). Las temperaturas esofagica y hepatica son
también monitorizadas (Mon-A-Therm; Mallinckrodt Medical Inc.®; St. Louis, MO
63134, EUA).

El paro cardiaco se provoca mediante la inyeccion endovenosa de cloruro
potasico a dosis de 10-15 ml 2M. Tras 90 minutos de parada cardiaca, se inicia el
periodo de recirculacion normotérmica (circulacion extracorporea y oxigenacion tisular

a 38 °C). La recirculacién normotérmica se mantiene durante 60 minutos hasta alcanzar

un flujo de bomba maximo de 2,4 1 / min / m2 de superficie corporal.

Foto 8: Circuito de recirculacion normotérmica, donde vemos el oxigenador, el reservorio de sangre y

la bomba de rodete
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Seguidamente se procede a la perfusion con solucion de Wisconsin a través de la

arteria aorta y de la vena porta y a la extraccion hepatica.

3.3. Cirugia de banco

Se disecan las estructuras vasculares del higado (vena cava, vena porta y arteria

hepatica), preparandolo para el implante en el cerdo receptor.

Foto 9: Diseccion de estructuras del hilio hepatico
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En la extraccion del injerto hepatico, la arteria hepatica se diseca hasta la aorta
abdominal, con reseccion de unos 7-8 cm de ésta. Esto lo realizamos para la colocacién
de las canulas que conectaremos en la maquina de perfusion hepética, a saber: una
canula en la aorta abocando al tronco celiaco y una céanula en la vena porta,

debidamente fijadas.

Foto 10: Canulas colocadas en aorta a la salida del tronco celiaco y en vena porta. Via biliar tutorizada

con un catéter
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4. Maquina de perfusion

Consta de 5 partes: oxigenador, calentador, bomba centrifuga, reservorio de
sangre venosa y tubos de conexion (polivinilclorido) Se utiliza como liquido de
perfusion la propia sangre del donante que se obtiene mediante cebado de la bomba de
recirculacion del donante. Mantenemos una perfusion pulsatil a través de la arteria
hepatica y una perfusion continua a través de la vena porta a una temperatura de 38°C.
El drenaje venoso se realiza directamente por vena cava del injerto, recuperando la
sangre venosa para el circuito. Asimismo, mediante la canalizacion de la via biliar

controlamos la produccidn biliar. Se afiade cloruro célcico o bicarbonato sodico para

corregir las alteraciones determinadas con las analiticas seriadas.

Foto 11: Maquina de perfusion ex-situ en funcionamiento. Vemos en esta foto el recipiente del
higado, el oxigenador, la bomba de rodete, el flujdmetro y el reservorio de recogida de produccion de

bilis
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Foto 12: Intercambiador de temperatura

Durante el periodo de preservacion (4 horas) se realizan mediciones de presiones
y de flujos vasculares y de produccion de bilis cada 15 minutos. Se mantienen flujos y
presiones fisiologicas en arteria hepéatica y vena porta controlando las bombas de
infusion y ajustandola segun las resistencias. Las determinaciones a partir de muestras

de sangre se realizan cada 30 minutos.
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Foto 13: Injerto hepatico en la maquina de perfusion, con las canulas vasculares conectadas y la

recogida de la produccién de bilis
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5. Protocolo quirurgico del receptor

5.1. Preparacion Prequirdrgica

Se realiza la premedicacion 30 minutos antes de la anestesia con azaperona
(Stressnil®) intramuscular en muslo 10mg/kg. Se procede a medir el peso del animal. A
continuacion se realiza una cateterizacion venosa con Medicuth® rosa (n°20) en
pabellon auricular y fijacion con Omnifix®. La induccion anestésica se realiza con
tiopental sédico endovenoso (15 mg/kg). Se realiza la intubacion orotraqueal (n° 6,5-7),
inflado de globo del tubo con 6-7 ml de aire y comprobacion de correcta posicion y
ventilacidn con capndgrafo. Seguidamente se conecta al ventilador y mantenimiento de
la anestesia con fentanilo (Fentanest®) como narcético y con isofluorane en el
vaporizador del respirador (misma metodologia anestésica que en el donante). Se
colocan en la superficie corporal del animal electrodos de registro electrocardiografico
para monitorizacion continua durante el procedimiento. Se coloca la placa bipolar para
toma de tierra de bisturi eléctrico (electrocauterio). Antes de iniciar el procedimiento
quirdrgico, se inyecta por via endovenosa la profilaxis antibiotica con 1 gr de cefoxitina,

que se repite a las 3 h. A continuacion se lava y se entalla el animal.
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5.2. Procedimiento Quirdrgico

5.2.1. Tiempo Cervical

Se realiza una incision paratraqueal derecha, para proceder a la diseccion por
planos hasta acceder a vasos cervicales profundos: vena yugular interna y arteria
carétida. Estos se disecan y se referencian con ligaduras de 3/0 de seda.

La cateterizacion arterial se realiza con un catéter vascular de una luz,
introduciendo 7-8 cm y ligando las referencias de seda. La cateterizacion venosa, con un
catéter vascular de 3 luces, introduciendo 7-8 cm y ligando las referencias de seda. Se
comprueba a continuacion la permeabilidad de los catéteres vasculares. Se conecta el
catéter venoso a un sistema de entradas de liquidos y toma de muestras venosas. El
catéter arterial se conecta a un sistema de monitorizacion continua de hemodindmica
cardiaca (presion arterial invasiva y frecuencia cardiaca). Se realiza la toma de muestras

sanguineas basales, y se protege el campo quirdrgico cervical con una gasa con yodo.

Foto 14: Disecciéon y canulacion de arteria carétida y vena yugular interna
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5.2.2. Tiempo Abdominal

Se realiza una laparotomia mediante una incision en “J”. Se fija la aponeurosis
de la confluencia media-lateral en zona dorsal derecha con un punto suelto de Dexon®
triangular del 0. Se realiza la liberacion del higado en zona media a diafragma, lateral
izquierda y lateral derecha. A continuacion disecamos la vena cava inferior
infrahepatica, y colocamos una toalla quirdrgica por encima de rifion derecho para
rechazar las asas intestinales. Realizamos entonces la diseccion del hilio hepatico a
nivel distal (préximo a higado), en el orden:
¢ Via biliar: Diseccion y seccién entre ligaduras, dejando el cabo largo para referencia
e Atrterias: Diseccidn y seccidn entre ligaduras o clips vasculares, incluyendo la rama

gastrica

e Vena porta: Diseccién

Foto 15: Hilio hepatico disecado, con seccion de la via biliar, y exposicidon de arteria hepatica, vena

porta y vena cava disecados

93



Material y Métodos

En este punto ya estamos dispuestos a realizar la hepatectomia. Entonces extraemos
el injerto hepatico del donante de la bolsa o de la maquina de perfusién, segun el grupo
que estemos trabajando. Realizamos el lavado por porta del injerto con 500 mL de suero
Ringer lactato a 37°C. Realizamos el clampaje vascular segin el orden: vena cava
infrahepatica, vena porta y vena cava suprahepatica. Realizamos la seccion de los vasos
clampados muy proximo al higado. Extraemos el higado del receptor y medimos su

peso.

Durante la fase anhepatica administramos como inmunosupresion:
= Metilprednisolona: 500 mg iv

= Tacrolimus: 0,04 mg / kg de peso

Realizamos cuatro anastomosis vasculares en el siguiente orden:

1. vena cava suprahepética con 2 suturas continuas (cara posterior y cara
anterior) de Prolene 4/0 aguja 17mm

2. vena porta, con 2 suturas continuas de Prolene 5/0 aguja 17mm,
instilando suero antes del ultimo punto y dejando 7-8 mm de factor de
crecimiento

3. vena cava infrahepatica, con 2 suturas continuas de Prolene 4/0 aguja
17mm

4. arteria hepatica, con 2 suturas continuas de Prolene 6/0 aguja 9mm
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Foto 16: Anastomosis cava suprahepatica
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Foto 17: Anastomosis cava infrahepatica

Tras realizar la reperfusion portal se realizan mediciones de flujo portal y de
hemodinamica cardiaca: Presién arterial media y frecuencia cardiaca. Para la
anastomosis arterial disecamos la arteria hepatica del receptor hasta la arteria
gastroduodenal que se diseca, se secciona y se liga distalmente, dejando abierta la parte
proximal para preparar el patch arterial (de preferencia, tipo Carrell). En el injerto
hepético preparamos también un patch arterial, preferentemente en la salida de la arteria

gastroduodenal, y se realiza entonces la anastomosis arterial.
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Foto 18: Anastomosis arterial

Tras realizar la reperfusion arterial se realizan mediciones de flujo arterial, de
flujo portal y de hemodindmica cardiaca: Presion arterial media y frecuencia cardiaca.

Ademas, tomamos una muestra de tejido con una biopsia hepatica.

Para la via biliar introducimos aproximadamente 1,5 cm de tubo de equipo de
suero seccionado en bisel en via biliar del receptor y del injerto hepético, y se liga con
seda en ambas vias biliares para sujecion del tutor y se fijan ambos cabos con 3-4

puntos sueltos de Prolene 3/0.
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Foto 19: Anastomosis biliar con colocacion de un tubo a modo de tutor biliar

Tras comprobar la correcta hemostasia se cierra la pared abdominal con 2
suturas continuas de PDS Il la parte horizontal y 1 sutura continua la parte vertical. El
cierre de la piel se realiza con suturas continuas de seda 2/0, asi como el cierre de la
cervicotomia, tunelizando los catéteres vasculares hasta la zona dorsal.

Se procede a la extubacion del receptor a los 20-35 minutos tras la cirugia y se

le coloca en una jaula metabodlica con calor.
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6. Toma de muestras en el receptor

6.1. Muestras sanquineas

Se toman muestras de sangre basal, tras la reperfusion: 1 hora y 3 horas, y en el
postoperatorio: 6h, 12h, 24h, 2 dias, 3 dias, 4 dias y 5 dias (en el momento previo al
sacrificio del animal). Se toman muestras de sangre venosa, 12 mL para tubos de
bioquimica, tubos de hemostasia y tubos de centrifugado para obtencion de suero. En el
postoperatorio también se utiliza sangre venosa para estudiar el equilibrio acido-base.
Se toman muestras de sangre arterial, 2 mL, previa heparinizacion de la jeringa, para la
realizacion de gasometrias intraoperatorias (Advia 1650 automatic analyzer, Centro de

Diagnostico Biomédico, Hospital Clinic de Barcelona).

6.2. Muestras de tejido

Se toman muestras de tejido a los 90 minutos de la parada cardiaca, a la hora de
la reperfusidn y en el momento del sacrificio del animal, a no ser que haya fallecido con
anterioridad, en cuyo caso se tomara la muestra y se conservara en formaldehido. De las

biopsias hepaticas realizadas se realizan secciones para tres tipos de estudio posteriores:
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6.2.1.Formaldehido: Hematoxilina-Eosina

Una o dos secciones de tejido se fijan en formaldehido al 10% y se incluyen en
parafina para realizar secciones histologicas que se tifien con H-E (hematoxilina-
eosina) para su examen con microscopia oOptica: evaluacion del dafio a nivel
histologico de la isquemia-reperfusion (IR). Se evalua:

o la necrosis coagulativa

o lamicrovesiculacion citoplasmatica hepatocelular

o ladilatacion y la congestion sinusoidal

o el epitelio biliar.

6.2.2. OCT
Una o dos secciones de tejido, con progresiva congelacion del material mediante
introduccién parcial en nitrégeno liquido, y posterior introduccion completa

envuelto en papel de aluminio, para estudio inmunohistoquimico.

6.2.3. Expresion genética mediante PCR
En trozos pequefios de aprox. 1mm, introduccion en 3 tubos diferentes de tipo
Eppendorf®, para estudios de expresion genética mediante PCR. Los pardmetros
a analizar son:
o Caspasa-3: Este gen codifica una proteina que pertenece a la familia de
proteasas acido cisteina-aspartico (caspasa). La activacién secuencial de
las caspasas juega un papel central en la fase de ejecucion de la apoptosis

celular
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o MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) o CCL2 es una

citoquina pequefia que pertenece a la familia de las quimoquinas. Esta
quimoquina recluta monocitos, células T-memoria y células dendriticas
en zonas de lesiones tisulares y en infecciones. Esta quimoquina esta
producida como un precursor proteico conteniendo un péptido sefial de
23 amino-acidos y un péptido maduro de 76 amino-acidos

IL-6: La interleuguina-6 (IL-6) es una interleuquina que actia como una
citoguina tanto pro-inflamatoria como anti-inflamatoria. Esta secretada
por las células T y por los macrofagos para estimular la respuesta inmune

frente a cualquier lesion tisular que conduzca a la inflamacién

o TNF-a: El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), 0 caquectina, es una

O

citoguina involucrada en los mecanismos de inflamacion sistémica y es
miembro de un grupo de citoquinas que estimulan la reaccién de fase
aguda. La funcion principal del TNF-a se centra en la regulacion de las
células inmunes. EI TNF-o. también es capaz de inducir la apoptosis
celular, induccidn de la inflamacion, inhibicion de la tumorogénesis y de

la replicacion viral

E-selectina: La E-selectina, también conocida como CDG62E, es una

molécula de adhesion celular expresada Unicamente en las células
endoteliales activadas por citoquinas. Al igual que otras selectinas, juega
un papel importante en la inflamacion. Durante la inflamacion, la e-
selectina juega un importante papel en el reclutamiento leucocitario en la

zona lesionada. La liberacion local de IL-1 y de TNF-a por parte de
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células lesionadas induce la sobre-expresion de e-selectina en las células
endoteliales de los vasos sanguineos cercanos. A medida que la respuesta
inflamatoria avanza, las quimoquinas liberadas por el tejido lesionado
entran en los vasos sanguineos y activan los leucocitos, que ahora son

capaces de unirse a la superficie endotelial para migrar hacia el tejido.

6.3. Muestras de suero

e ELISA: Factor de vonWillebrand (VWF):

Es una glicoproteina presente en el plasma sanguineo y producida esencialmente
por el endotelio vascular, los megacariocitos y el tejido conectivo subendotelial. El
VWEF es un marcador de dafio endotelial, incrementandose en plasma cuando existe una

lesion endotelial

e Quimioluminiscencia: Sales biliares

Las sales biliares estan producidas en el higado por la degradacion oxidativa del
colesterol. La bilis porcina contiene principalmente &cido hyocolico, hyodesoxicolico y
guemodesoxicolico. Se ha encontrado que los acidos biliares son un parametro mas
sensible y reflejan de manera mas temprana la funcidn hepatica incipiente del injerto

hepético que los pardmetros convencionales de funcién hepética
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e TBars: Thiobarbiturate reactive substances

Son productos finales de bajo peso molecular, cuyo principal componente es el
malondialdehido (MDA), que se forma durante la descomposicion de los productos de
la peroxidacion lipidica. La concentracion en plasma o en orina de los Thars es utilizada
como un indice de la peroxidacion lipidica y reflejo del estrés oxidativo. La
peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos. Este es el
proceso por el cual los radicales libres se aduefian de electrones procedentes de los
lipidos de las membranas celulares, llevando al dafio celular y a la necrosis celular. Los
productos iniciales en las células vivas son los radicales libres de oxigeno, generados
durante la isquemia. Tras le reperfusion, el oxigeno induce la peroxidacion lipidica. La
medicion de los Thars es un reflejo del nivel de peroxidacion de la membrana

plasmaética, lo que equivale al estrés oxidativo generado durante la isquemia.
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7. Valoracién clinica en el postoperatorio:

En el postoperatorio, cada 8 horas hasta el quinto dia, se realiza una valoracién
clinica utilizando una escala de puntuacion teniendo en cuenta: postura, respiracion,
ingesta y respuesta a estimulos. Cada parametro se valora del 1 al 3 (como se muestra a
continuacion), precediendo a la eutanasia electiva si se repiten dos valoraciones

consecutivas iguales o mayores a 9.

1 2 3
Respiracion Normal Taquipnea Bradipnea
Respuesta o
) Normal Disminuida Escasa/Nula
estimulos
Observacién Acostado pero capaz de Acostado/No se
Levantado
postural levantarse levanta
Consume agua/alimento
Ingesta Normal Nula
ayudado

Tabla 1: Evaluacion clinica del seguimiento en el post-operatorio
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8. Administracién de medicamentos

La inmunosupresion se administra en la fase anhepatica y cada 24 horas hasta el
quinto dia. Se administra tacrolimus (0,04 mg / kg) y metilprednisolona en pauta
descendente (500 mg como dosis inicial, y 125/ 100 / 75 / 50 / 25 mg/dia iv cada 24
horas).

La antibioterapia utilizada consiste en cefoxitina (1 gr iv), que se administra en
la induccion anestésica, 3 horas después y cada 24 horas hasta el 4° dia.

La analgesia utilizada en el postoperatorio es buprenorfina intramuscular
(Buprex®), y en el seguimiento del postoperatorio se administra si lo precisara.

Se administraria ademas sueroterapia si precisara, por inicio tardio de la ingesta

0 por empeoramiento analitico de la creatinina (>2.0).

9. Parametros a analizar

Los parametros analizados tienen como finalidad la evaluacion de la

funcionalidad del higado. Los englobamos en 3 grandes grupos: parametros bioldgicos,

funcionales e histoldgicos.

9.1. Pardmetros biolégicos:

Como parametros bioldgicos utilizamos como reflejo de dafio hepatocelular:

GOT, GPT, FA, Bilirrubinay LDH.
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9.2. Parametros funcionales:

Como parametros funcionales reflejamos la funcion de sintesis del higado,
mediante la medicién de produccién de bilis durante el periodo de perfusién en maquina

y la determinacion del tiempo de protrombina (en %).

9.3. Parametros histolégicos:

Como parametros histolégicos usamos la necrosis coagulativa, la
microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular, la dilatacion y la congestion sinusoidal,

y la preservacion del epitelio biliar.

0:no
Necrosis coagulativas 1:1/3
(isquemia) 2:2/3

3> 2/3
Microvesiculacion 0:no
citoplasmatica 1:1/3
hepatocelular (necrosis- 2:2/3
isquemia) 3> 2/3

0:no
Dilatacion - Congestion 1:1/3
sinusoidal 2:2/3

3> 2/3

0 : normal
Epitelio biliar

1: lesiones degenerativas

Tabla 2: Escala de evaluacién histolégica
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Las muestras de tejido obtenidas se fijan en formaldehido al 10% y se incluyen
en parafina para realizar secciones histolégicas que se tifien con H-E para su examen
con microscopia Optica. Parte de las biopsias se incluyen en OCT para criopreservarlas a
—80°C vy realizar posteriormente tinciones inmunohistoquimicas. Tejido hepatico
adicional se congela inmediatamente en nitrogeno liquido Yy se preservara para su
posterior evaluacion, para la determinacion de la expresion de genes implicados en los

fendmenos de isquemia/reperfusion, apoptosis y de citoquinas proinflamatorias.

RT-PCR: La reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa inversa la
usamos para detectar cambios en los niveles de RNAm de TNF, IL-6, E-selectina,
MCP-1 y caspasa-3 tras la reperfusion. EI RNA tisular lo aislamos utilizando el reactivo
Trizol (Invitrogen, Breda, Holanda) y el DNAc lo sintetizamos a partir de 1 ug de RNA
(Invitrogen, Breda, Holanda). La amplificacion y la deteccion se realizan con el Sistema
de Deteccion de Secuencias ABI Prism 7900-HT (Applied Biosystems) utilizando la
emision a partir de SYBR-Green. Todos los ensayos los realizamos por triplicado. La
expresion génica la normalizamos con la media de contenido de RNAm de B-actina y
calculada en relacion a los controles utilizando el método de curva estandar relativo.

Los resultados los expresamos finalmente como 2-ACT (CT, ciclo umbral).

La secuencia de los primers del gen control es: -actine sense AAC ACC CCA

GCC ATG TAC G-3°, B-actine anti-sense 5’-ATG TCA CGC ACG ATT TCC C-3’
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ELISA: La concentracion sérica del factor de von Willebrand (VWF) fue

calculada mediante ELISA (Coamatic VWF kit, Nodia BV, Amsterdam, Holanda).

TBars: Los niveles séricos de acido thiobarbitarico (Thiobarbituric acid reactive
substance = TBARS) los analizamos como un indicador del incremento de la
peroxidacion lipidica por los radicales libre de oxigeno (ROS) tras la reperfusion. Los
TBARS fueron medidos con un espectrofotometro de fluorescencia a 485/590 nm (Baun

de Ronde FL 600, Abcoude, Holanda).

10. Analisis estadistico

El estudio estadistico se realiza utilizando el test de Fisher’s, t de Student,
analisis multiple de la varianza y el test de correlacion de Pearson cuando es necesario.
Se considera que una medicion es estadisticamente significativa si la p < 0,05. Todos

los resultados estan expresados como media +/- error estandar.
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1. ANALISIS COMPARATIVO DE LA SUPERVIVENCIA

Grupo 1:

En el grupo 1, los animales fueron sometidos a una parada cardiaca de 90
minutos, seguido de una preservacion hipotérmica mediante almacenamiento en frio
durante 4 horas, para realizar seguidamente el implante segln la técnica detallada en la
metodologia.

De los 6 animales del grupo, todos murieron en las primeras 33 horas tras la
reperfusion. Hubieron tres animales (1F, 1G y 1J) con una mortalidad precoz, dentro de
las primeras 6 horas post-reperfusion. Los otros tres animales (1H, 11 y 1K)
sobrevivieron 28, 33 y 31 horas tras la reperfusion.

La supervivencia global fue del 0% a los 5 dias.

Supervivencia Grupo 1
1F
16

1H

Animales

1l

1)

1K

0 20 40 60 &0 100 120
Horas

Grafico 1: Supervivencia del Grupo 1 en horas desglosado por animal
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El animal 1F tan solo sobrevivio 2 horas tras la reperfusion. El aspecto
macroscopico del injerto hepatico tras la reperfusion era mas palido y con una
consistencia mas dura que los injertos que no sufren una parada cardiaca tan
prolongada.

El animal 1G tuvo una supervivencia de 6 horas tras la reperfusion. Destaca a
nivel macroscépico un aspecto heterogeneo tras la reperfusion portal y una consistencia
mas dura. Durante el lavado con suero Ringer previo al implante el liquido de lavado
tenia un aspecto turbio.

El animal 1H tuvo una supervivencia de 28 horas. El aspecto macroscopico del
higado en el momento de la necropsia era de congestion, con una coloracion global méas
oscura; con una clara necrosis difusa de todo el injerto. La herida quirdrgica tenia un
aspecto normal, no habia liquido libre en cavidad abdominal, y los vasos: arteria
hepética, vena porta y venas suprahepaticas estaban permeables. La via biliar era
normal.

El animal 11 sobrevivié 33 horas. Lo Unico que destaca en la necropsia realizada
es la presencia de ascitis de forma moderada. La herida quirdrgica era normal, asi como
los vasos, que eran permeables, y no existia ningn problema en la via biliar
extrahepatica.

El animal 1J tuvo una supervivencia de 3 horas. Macroscopicamente no hubo
ninguna alteracion destacable tras la reperfusion. Unicamente a nivel hemodinamico fue
mas importante el sindrome post-reperfusion, con una hipotension mas prolongada,

aunque pudo estabilizarse.
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El animal 1H tuvo una supervivencia de 31 horas. En el momento de la

necropsia tan solo destacaba la presencia de un pequefio seroma en la herida quirdrgica.

El aspecto macroscépico del injerto hepatico era normal, asi como los vasos y la via

biliar.
Score post-operatorio Grupo 1
Animale |3 |6 |12 |24 |32 |40 |48 |56 |64 |72 |80 |88 |96 |104 |112 |120
s h |h |h h h h h h h h h h h h h h
1F
1G 12
1H 1019 |9 7 12
1l 9 |11 |8 8 7
1J 12
1K 10 {10 |8 10

Tabla 1 Score post-operatorio del Grupo 1

Como vemos en la siguiente tabla, la media de supervivencia fue de 17 horas +6,096.

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media Mediana
Intervalo de confianza al Intervalo de confianza al
95% 95%
Estimaciéon | Error tipico Estimacién | Error tipico
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
17,167 6,096 5,219 29,115 6,000 15,309 ,000 36,006

Tabla 2: Datos estadisticos de supervivencia en el Grupo 1
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Funcion de supervivencia
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Grafico 2: Supervivencia acumulada a los 5 dias en el Grupo 1
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Grupo 2:

En el grupo 2, los animales fueron sometidos a una parada cardiaca de 90
minutos, seguido de una recirculacion normotérmica (RCN) durante 60 minutos y
posteriormente preservacion hipotérmica mediante almacenamiento en frio durante 4
horas, para realizar seguidamente el implante segin la técnica detallada en la
metodologia.

De los 6 animales del grupo, cinco de ellos sobrevivieron los cinco dias de
seguimiento, muriendo uno (2H) al 3° dia (80 horas tras la reperfusion). Por lo tanto, la

supervivencia a los 5 dias en este grupo fue del 83,33%.

Supervivencia Grupo 2

2C

2D
E 2E
£
51 2F

2G

2H

a 20 40 60 80 100 120
Horas

Grafico 3: Supervivencia del Grupo 2 en horas desglosado por animal
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Resultados

El animal 2C tuvo una supervivencia de 5 dias, con una eutanasia electiva.
Durante los 5 dias de seguimiento el score de evaluacion se encontraba entre 6 y 7. En
la eutanasia se vio una infeccion de la herida quirargica, pero el aspecto del injerto
hepatico era normal a nivel macroscopico, en cuanto a consistencia, color y a la
ausencia de zonas de necrosis. Los vasos se encontraban todos permeables, y la via
biliar era normal. No habia ascitis.

El animal 2D también sobrevivid durante 5 dias. En el caso de este animal, su
score de seguimiento estuvo entre 4 y 5. En el momento de la eutanasia electiva, el
injerto hepatico si que estaba moderadamente congestivo, pero sin areas de necrosis. La
herida quirdrgica estaba normal, asi como los vasos y la via biliar. Tampoco existia
ascitis.

El animal 2E tuvo una supervivencia de 5 dias, con un score de status de
seguimiento entre 7 y 8. En la eutanasia no hubo ningin hallazgo patologico.

El animal 2F sobrevivi6 los 5 dias de seguimiento. Tuvo un mejor status en el
seguimiento, con un score medio de 5. En la eutanasia electiva el higado implantado
presentaba areas macroscépicas de necrosis superficial, aunque mantenia una
consistencia normal. Asimismo existia ascitis moderada. Los vasos eran permeables y la
via biliar era normal. Existia una infeccién de la herida quirurgica.

El animal 2G sobrevivié también los 5 dias de seguimiento. El score de
seguimiento fue muy bueno, manteniéndose en 4 durante practicamente los 5 dias post-
trasplante. En el momento de la eutanasia se observd una pequefia hernia incisional en

la parte vertical de la “J”. El injerto hepatico y los vasos presentaban un aspecto normal,
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pero la via biliar presentaba una pequefia dehiscencia en uno de sus bordes, lo que

condicion0 la presencia de un bilioma a nivel subhepatico.

El animal 2H tuvo una supervivencia de 80 horas (4 dias). En este animal, el

lavado con Ringer previo al implante no fue homogéneo y, aungue el post-operatorio

inicial fue aceptable, el score paso rapidamente de 4 a 7. En el momento de la autopsia

se vio un injerto hepatico muy congestivo con extensas areas de necrosis. No habia

ascitis, los vasos eran permeables y la herida quirdrgica estaba bien. La via biliar

presentaba una minima dehiscencia de sutura que no condicionaba ninguna fuga biliar

ni la presencia de ninguna coleccion biliar. El animal presentaba ademas una dilatacion

gastrica muy importante.

Score post-operatorio Grupo 2
Animale |3 |6 |12 |24 |32 |40 |48 |56 |64 |72 |80 |88 |96 |104 |112 |120
s h |h |h h h h h h h h h h h h h h
2C 10 |7 |4 4 4 4 4 4 4 6 6 7 6 6 6
2D 8 |9 |7 4 5 6 6 5 5 4 4 4 4 4 4 4
2E 11 |8 |9 4 4 5 6 6 8 8 6 5 7 4 4
2F 10 |10 |9 9 7 5 5 5 5 5 5 6 10 |7 5 5
2G 11 |10 |8 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
2H 11 |10 |7 4 4 4 4 4 4 7 7
Tabla 3: Score post-operatorio del Grupo 2
Medias y medianas del tiempo de supervivencia
Media® Mediana

Intervalo de confianza al 95% Intervalo de confianza al 95%
Estimacion |Error tipico |Limite inferior |Limite superior|Estimacion |Error tipico |Limite inferior [Limite superior
113,333 6,086 101,405 125,262

a. La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Tabla 4: Datos estadisticos de supervivencia en el Grupo 2

117




Resultados

Grupo 3:

En el grupo 3, los animales fueron sometidos a una parada cardiaca de 90
minutos, seguido de una recirculacion normotérmica durante 60 minutos Yy
posteriormente perfusion normotérmica durante 4 horas, para realizar seguidamente el
implante segun la técnica detallada en la metodologia.

De los cinco animales del grupo, todos sobrevivieron los 5 dias de seguimiento,

con lo que obtenemos una supervivencia del 100% en este grupo.

Supervivencia Grupo 3

3F
3H

3l

Animales

3J

3K

3L

o

20 40 60 80 100 1

]

0

Horas

Grafico 4: Supervivencia del Grupo 3 en horas desglosado por animal
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Resultados

El animal 3F, igual que todos los animales del Grupo 3, sobrevivid los 5 dias. A
partir de las 48 horas se mantuvo hasta el 5° dia con un score de 4. En la eutanasia
electiva, el unico hallazgo patoldgico encontrado fue un seroma en la herida quirurgica.
El aspecto del injerto hepatico era normal, los vasos permeables, la via biliar normal y

no existia ascitis.

El animal 31 tuvo un score de 4 desde las 12 horas de seguimiento hasta el 5° dia.

En la eutanasia practicada no se evidencio absolutamente ningun hallazgo patolégico.

El animal 3J tuvo un postoperatorio clinicamente peor que el de sus compafieros
de grupo. Inicialmente se mantuvo con un score rondando 6, para pasar posteriormente
a un score clinico de 9 y 8 los 2 ultimos dias. La Unica incidencia acontecida durante el
trasplante ocurrio en el momento de la extraccion del injerto en el donante en el que la
perfusion con solucion de Wisconsin fue heterogénea. En la eutanasia electiva realizada,
los dos hallazgos patoldgicos evidenciados fueron una infeccion de la herida quirdrgica,
y la presencia de ascitis en cantidad moderada, teniendo el injerto hepatico un aspecto

normal, asi como los vasos y via biliar.

El animal 3K presentaba antes de realizarse el trasplante fiebre y linfadenopatias
femorales. Desde las 24 horas post-trasplante presentd un score clinico de 4 que se
mantuvo hasta el momento de la eutanasia al 5° dia. En ésta, el Gnico hallazgo

patologico evidenciado fue una infeccion de la herida quirargica. El resto era normal.

El animal 3L presento desde las 12 horas post-trasplante un score de 4 que se

mantuvo igual hasta el 5° dia. En la eutanasia unicamente se evidencié una poca
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cantidad de ascitis, teniendo el injerto hepatico un aspecto normal, asi como los vasos,

la via biliar y la herida quirdrgica.

Score post-operatorio Grupo 3

Animales |3h |6h |12h |24h |32h [40h |{48h |[56h |64h [72h |80h [88h |96h [104h |112h [120 h
3F 7 7 7 7 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
3l 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
3J 11 |10 |9 8 6 8 6 6 9 9 8 8 8 8 8 8
3K 11 (10 |7 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
3L 9 |5 |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Tabla 5: Score post-operatorio del Grupo 3
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2. ANALISIS COMPARATIVO DE LA FUNCION HEPATICA

2.1.GOT

Grupo 1:

Evolucion general:

Todos los animales murieron en las primeras 33 horas, con un incremento
continuo de GOT (media a las 24 horas: 3764 UI/L). Tal como vemos en la figura, los
animales de este grupo tuvieron todos una tendencia a la disfuncion hepatica, con un

aumento progresivo en las cifras de GOT, hasta el fallecimiento.

Evoluciéon GOT Grupo 1
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Grafico 5: Curvas de cada animal del Grupo 1 de los niveles de GOT
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En el grafico podemos observar la tendencia de los animales de este grupo, hacia

una insuficiencia hepatica grave.
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Evolucién GOT Grupo 1
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Grafico 6: Curva de la media de los niveles de GOT en el Grupo 1

12 horas

24 horas

En la siguiente tabla podemos observar la evolucion de la media de GOT del Grupo 1.

. Desviacion | Error
Media . .
Tipica Estandar

Donante (basal) 24,80 8,526 3,813

Receptor (basal) |26,17 5,529 2,257
1 hora 983,00 332,773 135,854
3 horas 1203,67 395,999 161,666
6 horas 1712,25 339,055 169,527
12 horas 2604,00 866,903 500,507
24 horas 3764,33 1021,990 590,046

Tabla 6: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de GOT en el Grupo 1
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Grupo 2:

Evolucion general:

En este grupo todos los animales excepto uno sobrevivieron los cinco dias de
seguimiento. Existe un dafio inicial, aunque mas moderado que en el Grupo 1. Hay un
animal en el que este dafo es mas severo (2H), llegando a hacer un pico de 3000 UI/L a
las 24 horas. Este fue el animal que murio a las 80 horas de seguimiento; pero, tras ese

pico inicial, vemos como mejoran sus cifras de GOT.

Evolucion GOT Grupo 2
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Grafico 7: Curvas de cada animal del Grupo 2 de los niveles de GOT
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La recuperacion de la funcionalidad hepatica en el resto del grupo se produce a
partir de las 24 horas del implante, donde el dafio es maximo. Esta recuperacion es lenta

durante los 4 dias posteriores del seguimiento.

Periodo de RCN:

Durante la recirculacion normotérmica (RCN) hay bastante variabilidad
interindividual respecto a las cifras de GOT, con animales en los que practicamente no
se alteran las GOT (manteniéndose siempre entre 15 y 40 UI/L); y otros animales en los
que las cifras rondan los 300-400 UI/L. Seran estos animales que tienen los peores
valores de GOT durante la RCN los que posteriormente tendran una peor evolucion de

este parametro tras el trasplante.

Periodo post-trasplante:

El pico de transaminasas se produce a las 12-24 horas, con cifras que oscilan

entre 700 y 1800 UI/L dependiendo de cada animal.
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Evolucién media del grupo 2:

Tomando todos los animales en conjunto, vemos que a las 12-24 horas, la media
de GOT es de 1489 y 1448 UI/L. Tras este pico inicial, hay una tendencia a la
recuperacion de forma continua, hasta el 5° dia, previo al sacrificio, donde la cifra media

de GOT es de 119,80 UI/L.

GOT (UI/L) Evoluciéon GOT Grupo 2
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Grafico 8: Curva de la media de los niveles de GOT en el Grupo 2

Vemos que en este grupo el injerto hepéatico se recupera del dafio isquémico
inicial, tras haber afiadido, en comparacién con el grupo 1, un periodo de una hora de

RCN tras los 90 minutos de parada cardiaca a los que sometemos a todos los grupos.
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Media Des-viacién Error
Tipica Estandar

Donante (basal) 24,50 5,394 2,202
RCN 5 min 49,33 26,166 10,682
RCN 15 min 105,33 63,949 26,107
RCN 30 min 151,00 103,892 42,414
RCN 45 min 172,17 120,370 49,141
RCN 60 min 175,67 121,852 49,746
Receptor (basal) 26,83 8,495 3,468
1 hora 277,50 147,172 60,083
3 horas 589,67 239,368 97,722
6 horas 936,67 285,137 116,407
12 horas 1489,33 689,491 281,484
24 horas 1448,33 856,327 349,594
2 dias 609,83 501,227 204,625
3 dias 205,50 143,879 58,738
4 dias 94,80 49,917 22,324
5 dias 119,80 70,730 31,631

Tabla 7: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de GOT en el Grupo 2

Es interesante observar que el pico maximo no alcanza los 1500 UI/L de media, con una

posterior recuperacion.
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Grupo 3:

Evolucion general:

En este grupo, todos los animales sobrevivieron los cinco dias, con una
recuperacion casi completa de la funcion hepatica. De hecho, la media al quinto dia de
la cifra de GOT fue de 88,83 UI/L.

El punto de mayor dafio funcional se produjo también a las 12-24 horas, pero
con cifras considerablemente mejores si comparamos con el grupo 2. Asi, tenemos
como media de GOT: 836,50 UI/L, con variaciones entre los diferentes animales que

van desde 500 a 1450 UI/L.
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Grafico 9: Curvas de cada animal del Grupo 3 de los niveles de GOT
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Periodo de RCN:

Durante el periodo de RCN hay una variabilidad también importante entre los
diferentes animales del grupo, manteniéndose por debajo de 100 UI/L todos los
animales excepto dos: 3L, que llega a 198 UI/L y 3F, que llega a 314 UI/L a los 60

minutos de RCN.

Periodo de MP:

Durante el periodo en el que el injerto se encuentra en la maquina de perfusion
(MP), hay un aumento de los valores de GOT, con una variabilidad también importante
entre los diferentes animales. Asi, el animal 3K no llega a las 100 UI/L de GOT a las 4
horas de MP, vy, sin embargo, el animal 3J llega a sobrepasar las 200 UI/L al final del

periodo de 4 horas de MP.

Periodo post-trasplante:

En la evolucion post-trasplante, es interesante observar que aquellos animales
con mayor repercusion en las cifras de GOT durante el periodo de MP tuvieron también
un pico mas acentuado tras el implante. Asi, el animal 3J tuvo un pico de GOT a las 12-
24 horas de 1458 UI/L. El animal 3F, que fue el segundo que tuvo mayor incremento de
las cifras de GOT durante el periodo de MP también es el que realiza el 2° pico de GOT
mas importante en el post-trasplante, de 1082 UI/L. El resto de los animales hicieron su
pico de GOT a las 12-24 horas por debajo de 800 UI/L todos ellos. Al 5° dia de

seguimiento, todos los animales estan con cifras de GOT por debajo de 150 UI/L.
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Evolucién media del grupo 3:

GOT (UI/L) Evoluciéon GOT Grupo 3
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Grafico 10: Curva de la media de los niveles de GOT en el Grupo 3
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. Desviacioén | Error
Media . .
Tipica Estandar

Donante (basal) 28,17 8,864 3,619
RCN 5 min 54,33 50,059 20,436
RCN 15 min 77,00 68,373 27,913
RCN 30 min 104,17 101,312 41,361
RCN 45 min 116,67 106,622 43,528
RCN 60 min 130,50 112,199 45,805
MP 30 min 160,00 114,783 46,860
MP 1 h 196,83 146,328 59,738
MP 2 h 314,67 247,278 100,951
MP 3 h 412,83 335,256 136,868
MP 4 h 473,83 377,380 154,065
Receptor (basal) 36,33 14,774 6,031
1 hora 110,83 76,392 31,187
3 horas 262,17 155,591 63,520
6 horas 465,67 244,200 99,694
12 horas 836,50 372,376 152,022
24 horas 825,83 331,472 135,323
2 dias 355,83 256,630 104,769
3 dias 158,33 134,837 55,047
4 dias 98,00 79,657 32,520
5 dias 88,83 48,317 19,725

Tabla 8: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de GOT en el Grupo 3

Con estos datos podemos observar que el dafio hepatico sufrido a las 24 horas
del implante es menor que en los otros grupos. Ademas, la recuperacion funcional

durante los siguientes dias es mas rapida y eficaz.
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Comparacién entre grupos:

En este grafico queda a la vista la evolucion de cada grupo, observando la evolucion de

la curva del grupo 3, en comparacién con los demés grupos.
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Grafico 11: Curvas de las medias de GOT de cada grupo

Evolucion general:
Vemos la potencialidad del dafio isquémico inicial debido a los 90 minutos de
parada cardiaca en cada grupo. No sélo podemos observar la diferencia entre cada grupo

de la magnitud de ese dafio, sino también la forma y el grado de recuperacion de cada

grupo.
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Periodo de RCN:
En cuanto al periodo de RCN, no observamos diferencias (como cabe esperar)
entre las curvas de los grupos 2 y 3, puesto que todos los animales de estos dos grupos

han tenido exactamente el mismo procedimiento hasta ese punto.

Periodo post-trasplante:

En lo que respecta la evolucion post-trasplante, es aqui donde vemos las grandes
diferencias que existen entre las curvas de cada grupo. Asi, el pico de GOT del grupo 3
es de 835 UI/L, el del grupo 2 llega casi a 1500 UI/L y el grupo 1 no tiene pico puesto
que todos los animales fallecen en las primeras 24 horas, con un aumento progresivo de

los valores de GOT.
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Comparacion estadistica de las medias de cada grupo

Resultados

Gruposly?2
Grupo 1 Grupo 2 F p

Donante (basal) 24,80 24,50 ,005 ,945
Receptor (basal) 26,17 26,83 ,026 ,875
1 hora 983,00 277,50 22,556 ,001
3 horas 1203,67 589,67 10,564 ,009
6 horas 1712,25 936,67 15,371 ,004
12 horas 2604,00 1489,33 4,483 ,072
24 horas 3764,33 1448,33 13,048 ,009

Tabla 9: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de GOT entre los grupos 1 y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Comparando las medias de GOT de los grupos 1 y 2 vemos que existen

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en todas las determinaciones

analiticas tras el implante, excepto a las 12 horas post-reperfusion. Aunque la p no es

inferior a 0,05 a las 12 horas, vemos una gran diferencia entre sus medias.

Grupos1ly3
Grupo 1 Grupo 3 F p

Donante (basal) 24,80 28,17 ,407 ,539
Receptor (basal) 26,17 36,33 2,492 ,145
1 hora 983,00 110,83 39,152 ,000
3 horas 1203,67 262,17 29,380 ,000
6 horas 1712,25 465,67 46,398 ,000
12 horas 2604,00 836,50 19,913 ,003
24 horas 3764,33 825,83 45,820 ,000

Tabla 10: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de GOT entre los grupos 1 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica
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Al comparar las medias de GOT de los grupos 1 y 3 vemos que existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en todos los valores de GOT tras la

reperfusion del injerto.

Grupos 2y 3
Grupo 2 Grupo 3 F p

Donante (basal) 24,50 28,17 ,749 ,407
RCN 5 min 49,33 54,33 ,047 ,833
RCN 15 min 105,33 77,00 ,550 476
RCN 30 min 151,00 104,17 ,625 448
RCN 45 min 172,17 116,67 ,715 418
RCN 60 min 175,67 130,50 446 ,519
Receptor (basal) 26,83 36,33 1,864 ,202
1 hora 277,50 110,83 6,062 ,034
3 horas 589,67 262,17 7,896 ,018
6 horas 936,67 465,67 9,444 ,012
12 horas 1489,33 836,50 4,164 ,069
24 horas 1448,33 825,83 2,757 ,128
2 dias 609,83 355,83 1,221 ,295
3 dias 205,50 158,33 ,343 571
4 dias 94,80 98,00 ,006 ,940
5 dias 119,80 88,83 743 411

Tabla 11: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de GOT entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Comparando las medias de GOT de los grupos 2 y 3 observamos diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) a la hora, a las 3 horas y a las 6 horas post-
reperfusion. Aunque la p no es inferior a 0,05 a las 12 y 24 horas, vemos también entre

estos dos grupos una gran diferencia numérica entre sus medias.
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2.2. LDH

Grupo 1:

Evolucion general:

Resultados

Al igual que ocurre con las GOT, los valores de LDH de este grupo siguen la

misma tendencia. Existe un empeoramiento progresivo de las cifras de LDH hasta el

fallecimiento de todos los animales en las primeras 24 horas.

20000

Evolucion LDH Grupo 1

18000

16000

7
/4

14000

12000

/4
/

10000

LDH (UI/L)

8000
6000

4000

——1F
—a—1G

= 1H

11
1]

2000

Donante
(basal)

Receptor 1h 3h 6h 12h
(basal)

Tiempo

24h

—o—1K

Grafico 12: Curvas de cada animal del Grupo 1 de los niveles de LDH
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Resultados

Evolucion media del grupo 1:

LDH (UI/L) Evolucion LDH Grupo 1
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Grafico 13: Curva de la media de los niveles de LDH en el Grupo 1

Media De§viacién Error

Tipica Estandar
Donante (basal) 1701,40 269,652 120,592
Receptor (basal) 1413,17 311,671 127,239
1 hora 4813,83 1691,715 690,640
3 horas 6472,33 2217,571 905,320
6 horas 8991,50 1679,337 839,668
12 horas 12860,33 1926,666 1112,361
24 horas 18131,67 481,546 278,021

Tabla 12: Media, desviacidn tipica y error estandar de los datos de LDH en el Grupo 1

En la curva de las medias y la tabla de datos podemos observar esta misma

tendencia ya observada para las GOT, reflejo de una insuficiencia hepatica grave.
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general:
Al igual que ocurria con las GOT también en este grupo, para las LDH se
produce una situacion similar. El dafio inicial es muy severo, aunque no como para que

se mueran los animales de este grupo. La recuperacion se produce, aunque lentamente.
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Grafico 14: Curvas de cada animal del Grupo 2 de los niveles de LDH
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Resultados

Periodo de RCN:

Durante el periodo de RCN existe un aumento continuo, aungue leve, de las
cifras de LDH. Las cifras de LDH durante este periodo oscilan entre 450 y 1643 UI/L.
El animal 2D es el que menos sufre este aumento, con un valor de LDH 895 UI/L a los
60 minutos de la RCN. EIl animal que mas incrementa sus valores de LDH es el animal

2H, con un valor de 1643 UI/L al final del periodo de RCN.

Periodo post-trasplante:

Respecto al periodo post-trasplante, al observar las curvas vemos que el pico de
LDH se produce entre las 6 y las 12 horas, con una recuperacion parcial posterior,
aunque lenta durante el seguimiento. Este pico también es variable entre los diferentes
animales, aunque es interesante observar como los animales que han tenido una mejor
evolucion de sus cifras de LDH durante el periodo de RCN también tienen una peor
evolucion tras el implante. Asi, el animal 2H es el Gnico que murié antes del 5° dia de
seguimiento, con el pico de LDH mas pronunciado, alcanzando las 20.000 UI/L a las 24
horas. Vemos que, al revés, también se cumple que aquellos animales con mejor
evolucion durante la RCN tienen también una mejor evolucion tras el trasplante. El

animal 2D tiene un pico de LDH que no llega a las 5000 UI/L
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Evolucion media del grupo 2:

LDH (UI/L) Evolucién LDH Grupo 2
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Grafico 15: Curva de la media de los niveles de LDH en el Grupo 2

9 ) o 9
'\‘b '\{b '\(b \I‘b
[ ’bb b«b 636

Al observar el grafico y la tabla de la media de los valores de LDH de los

animales del grupo 2 vemos la tendencia de este grupo.

Durante la RCN existe un incremento moderado de las cifras de LDH, pasando de 618 a

1275 UI/L al final de este periodo.
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Tras el implante del injerto se produce un pico medio de 8761 UI/L a las 12-24 horas,

con una lenta tendencia a la recuperacion, que no se produce del todo, con una cifra

media de 3091 UI/L a los 5 dias de seguimiento

Media Degviacién Erro,r

Tipica Estandar
Donante (basal) 1548,17 308,403 125,905
RCN 5 min 618,33 144,198 58,869
RCN 15 min 934,33 306,459 125,111
RCN 30 min 1056,67 235,768 96,252
RCN 45 min 1254,17 299,154 122,129
RCN 60 min 1275,33 241,065 98,414
Receptor (basal) 2028,67 987,483 403,138
1 hora 2065,80 1076,260 481,318
3 horas 4431,67 1697,812 693,129
6 horas 7358,17 3054,468 1246,981
12 horas 8576,83 3290,109 1343,181
24 horas 8761,83 5796,223 2366,298
2 dias 5205,33 2378,327 970,948
3 dias 4020,17 1795,987 733,209
4 dias 3294,60 1591,716 711,837
5 dias 3091,20 1035,889 463,264

Tabla 13: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de LDH en el Grupo 2
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Resultados

Grupo 3:

Evolucion general:

En el grupo 3 todos los animales sobreviven los 5 dias de seguimiento.

Periodo de RCN:

Durante el periodo de RCN, al igual que en el grupo 2, existen diferencias entre
los animales. Hay dos animales, 3F y 3L, que son los que presentan peores cifras de
LDH durante este periodo, siendo de 1485 y 1545 UI/L respectivamente a los 60
minutos de RCN. Los demé&s animales tienen una elevacion moderada, como en el

grupo 2, hasta cifras que varian desde 550 a 900 UI/L al final de este periodo.

Evolucion LDH Grupo 3
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Grafico 16: Curvas de cada animal del Grupo 3 de los niveles de LDH
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Resultados

Periodo MP:

En el periodo en el que el injerto esta siendo perfundido en la maquina, hay tres
animales que sufren una mayor elevacion de sus valores de LDH. Estos animales son
3J, 3L y 3F. Estos dos ultimos animales mencionados eran también los que peor
evolucion habian tenido sus cifras de LDH durante la RCN. A las 4 horas del periodo de
MP, estos animales tienen cifras de LDH de 4700, 3200 y 2600 UI/L. Los otros dos
animales, 31 y 3K, al final de las 4 horas de MP tienen unas cifras de LDH de 1400 y

670 UI/L respectivamente.

Periodo post-trasplante:

En cuanto al periodo de post-reperfusion del injerto hepatico, el pico se produce
entre las 6 y las 24 horas. Este pico es mas marcado en 3 animales: 3F, 3J y 3L. En estos
animales, se alcanzan cifras de LDH entre 7000 y 8500 UI/L. Recordemos que estos tres
animales son los que habian tenido una peor evolucién de las cifras de LDH durante el
periodo de MP, y también (dos de ellos), durante el periodo de RCN. En los otros dos
animales, el pico se sitla entre 4000 y 4500 UI/L a las 12 horas post-reperfusion. La
recuperacion en este grupo tampoco es completa, pero ésta se produce de una forma
mas rapida y mas eficaz, alcanzando cifras de LDH a los 5 dias de seguimiento entre
1600 y 2350 UI/L para todos ellos excepto para el animal 3F, que sufre un incremento
al 5° dia, para subir a 3250 UI/L (después de haber estado a 2410 UI/L el 4° dia de

seguimiento).
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Resultados

Evolucion media del grupo 3:
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Grafico 17: Curva de la media de los niveles de LDH en el Grupo 3

Observando el grafico de las medias de LDH en este grupo vemos una tendencia
similar a la evolucion de las GOT, aunque en el caso de las LDH, la recuperacién es
mas lenta y no llega a ser total.

Durante la RCN, el aumento de LDH es lento pero progresivo, llegando a
superar las 1000 UI/L. Una vez puesto en maquina el injerto, siguen aumentando las
LDH hasta ser casi de 2350 UI/L a las 4 horas de MP. En el periodo post-trasplante, el
pico medio se produce a las 12 horas tras la reperfusién, con una cifra de LDH de 5722

UI/L, para ir disminuyendo progresivamente. Se observa una supuesta estabilizacién de
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Resultados

los valores en torno a 2200 UI/L durante los 2 ltimos dias. Al ser una media, esta
supuesta estabilizacion se deberia al aumento el Gltimo dia de la cifra de LDH para el
animal 3F, ya que las curvas individualizadas por animal muestra un descenso continuo,

con una tendencia a la normalizacién (que no llegamos a ver en solo 5 dias de

seguimiento).

Media Degviacién Errqr

Tipica Estandar
Donante (basal) 1635,17 554,474 226,363
RCN 5 min 565,83 163,958 66,935
RCN 15 min 718,83 234,711 95,820
RCN 30 min 813,67 281,607 114,966
RCN 45 min 990,33 454,431 185,521
RCN 60 min 1033,17 400,731 163,598
MP 30 min 941,33 394,272 160,961
MP 1h 1117,17 510,987 208,609
MP 2 h 1860,33 1169,485 477,440
MP 3 h 2117,00 1354,087 552,804
MP 4 h 2341,50 1478,700 603,677
Receptor (basal) 1822,17 629,901 257,156
1 hora 1306,50 402,614 164,366
3 horas 3373,60 1225,500 548,060
6 horas 5238,60 2374,814 1062,049
12 horas 5722,40 1788,790 799,971
24 horas 5333,20 2150,142 961,573
2 dias 3346,20 1256,188 561,785
3 dias 2709,00 523,822 234,260
4 dias 2298,00 325,373 145,511
5 dias 2274,80 610,584 273,061

Tabla 14: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de LDH en el Grupo 3

144




Resultados

Comparacion entre grupos:

Evolucién LDH todos los grupos (medias)
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Grafico 18: Curvas de las medias de LDH de cada grupo

Evolucién general:
Las curvas de las medias de los 3 grupos para las LDH es superponible al grafico

de las GOT. Vemos claramente la tendencia de cada grupo.

Periodo de RCN:
Como es de esperar, las curvas de los grupos 2 y 3 durante el periodo de RCN
son superponibles.
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Resultados

Periodo post-trasplante:

Las diferencias las encontramos en el periodo post-trasplante.

El grupo 1 continGa teniendo un dafio muy importante que condiciona la
malfuncion de todos los animales, con un empeoramiento progresivo de las cifras de
LDH, superando las 18.000 UI/L como media a las 24 horas.

El grupo 2 sufre un dafio isquémico menos importante, teniendo un pico medio
de casi 9000 UI/L a las 24 horas. Este grupo tiene una tendencia posterior a la
recuperacion, situandose en cifras de 3000 UI/L a los 5 dias.

El grupo 3 es el grupo que sufre menos lesion tras la reperfusion, con un pico
medio de LDH que no llega a las 6000 UI/L a las 12 horas, estando de bajada ya a las
24 horas, para situarse al 5° dia (con todos los animales vivos) con una cifra media de

2274 UI/L.
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Comparacion estadistica de las medias de cada grupo

Gruposly?2

Resultados

Grupo 1 Grupo 2 F p
Donante (basal) 1701,40 1548,17 752 ,408
Receptor (basal) 1413,17 2028,67 2,120 ,176
1 hora 4813,83 2065,80 9,785 ,012
3 horas 6472,33 4431,67 3,203 ,104
6 horas 8991,50 7358,17 ,929 ,363
12 horas 12220,67 8576,83 4,174 ,080
24 horas 14314,33 8761,83 7,297 ,031

Tabla 15: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de LDH entre los grupos 1 y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Comparando las medias de LDH de los grupos 1 y 2 vemos que existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a la hora post-reperfusién y las 24
horas del trasplante. Aunque la p no es inferior a 0,05 en el resto de medias, vemos que

existe una diferencia cuantitativa.

Grupos1ly3
Grupo 1 Grupo 3 F p

Donante (basal) 1701,40 1635,17 ,059 ,814
Receptor (basal) 1413,17 1822,17 2,032 ,184
1 hora 4813,83 1306,50 24,408 ,001
3 horas 6472,33 3373,60 7,703 ,022
6 horas 8991,50 5238,60 7,063 ,033
12 horas 12220,67 5722,40 28,343 ,002
24 horas 14314,33 5333,20 97,211 ,000

Tabla 16: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de LDH entre los grupos 1 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica
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Al comparar las medias de LDH de los grupos 1 y 3 vemos que en el periodo
post-trasplante todos los datos recogidos tienen una diferencia estadisticamente

significativa entre grupos.

Grupos 2y 3
Grupo 2 Grupo 3 F p

Donante (basal) 1548,17 1635,17 ,113 744
RCN 5 min 618,33 565,83 347 ,569
RCN 15 min 934,33 718,83 1,870 ,201
RCN 30 min 1056,67 813,67 2,627 ,136
RCN 45 min 1254,17 990,33 1,411 ,262
RCN 60 min 1275,33 1033,17 1,609 ,233
Receptor (basal) 2028,67 1822,17 ,186 ,675
1 hora 2065,80 1306,50 2,600 ,141
3 horas 4431,67 3373,60 1,346 276
6 horas 7358,17 5238,60 1,593 ,239
12 horas 8576,83 5722,40 2,988 ,118
24 horas 8761,83 5333,20 1,547 ,245
2 dias 5205,33 3346,20 2,452 ,152
3 dias 4020,17 2709,00 2,450 ,152
4 dias 3294,60 2298,00 1,881 ,207
5 dias 3091,20 2274,80 2,305 , 167

Tabla 17: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de LDH entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar las medias de LDH de los grupos 2 y 3 vemos que no existen
diferencias, como cabe esperar, durante el periodo de RCN.

En el periodo post-trasplante no existen diferencias estadisticamente
significativas, aunque si que podemos ver que en todo momento las cifras de LDH son

superiores cuantitativamente en el grupo 2, al compararlas con el grupo 3.
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Resultados

2.3. Bilirrubina

Grupo 1:

Evolucion general:

El grupo 1 tiene la misma tendencia para la bilirrubina que en los pardmetros
previamente analizados.

Existe un incremento continuo hasta las 24 horas, donde solo quedan 3 animales

vivos, con unas cifras de bilirrubina alrededor de 2,5 mg/dL; falleciendo a continuacion.

Evolucion Bilirrubina Grupo 1
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Grafico 19: Curvas de cada animal del Grupo 1 de los niveles de Bilirrubina
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Evolucion media del grupo 1:

Bilirrubina

Evolucién Bilirrubina Grupo 1
(mg/dL)
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Grafico 20: Curva de la media de los niveles de Bilirrubina en el Grupo 1

24 horas

Media Desviaciéon | Error
Tipica Estandar

Donante (basal) ,360 ,2966 ,1327
Receptor (basal) ,383 , 3430 ,1400
1 hora ,183 ,0753 ,0307
3 horas ,350 ,1378 ,0563
6 horas ,750 ,2082 , 1041
12 horas 1,533 ,3055 , 1764
24 horas 2,567 ,1528 ,0882

Tabla 18: Media, desviacidn tipica y error estandar de los datos de Bilirrubina en el Grupo 1

En este grafico y en la tabla de datos podemos ver la bilirrubina media de los

animales que quedan vivos del grupo 1. Es evidente la tendencia al fallo hepatico de los

animales de este grupo.
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Grupo 2:

Evolucion general:

El grupo 2 sigue una evolucién de sus cifras de bilirrubina inesperada.

Periodo RCN:

Durante todo el periodo de RCN se mantiene la bilirrubina en todos los animales

en 0,1 mg/dL, excepto a los 60 minutos de RCN, que en el animal 2E sube a 0,2 mg/dL.

Evolucion Bilirrubina Grupo 2
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Grafico 21: Curvas de cada animal del Grupo 2 de los niveles de Bilirrubina
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Resultados

Periodo post-trasplante:

En el periodo post-trasplante se produce un pico a las 12-24 horas, con
normalizacion a los 3 dias. Precisamente el animal que fallecera a las 80 horas es de los
que tienen niveles de bilirrubina mas bajas, sin llegar a los 0,5 mg/dL.

A partir del 3° dia todos los animales estan con cifras por debajo de 0,5 mg/dL,

con un aumento a 0,8 y 0,7 mg/dL en los animales 2C y 2F.

Evolucion media del grupo 2:
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Grafico 22: Curva de la media de los niveles de Bilirrubina en el Grupo 2
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Media Degviacién Error
Tipica Estandar
Donante (basal) ,100 ,0632 0,026
RCN 5 min ,067 ,0516 0,021
RCN 15 min ,067 ,0516 0,021
RCN 30 min ,033 ,0516 0,021
RCN 45 min ,050 ,0548 0,022
RCN 60 min ,067 ,0816 0,033
Receptor (basal) ,250 ,2429 0,099
1 hora ,140 ,0548 0,024
3 horas ,333 ,1633 0,067
6 horas ,733 ,4590 0,187
12 horas 1,333 1,0482 0,428
24 horas 1,350 1,1895 0,486
2 dias ,633 7474 0,305
3 dias ,233 ,1033 0,042
4 dias ,220 ,0837 0,037
5 dias 450 ,3512 0,176

Resultados

Tabla 19: Media, desviacidn tipica y error estandar de los datos de Bilirrubina en el Grupo 2

Podemos ver la tendencia de la media de bilirrubina en este grupo fijandonos en

el grafico y en la tabla de valores.

Tras un leve aumento hasta las 24 horas (hasta casi 1,4 mg/dL), comienza un

descenso hasta la normalizacién.
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Resultados

Grupo 3:

Evolucion general:

En el grupo 3 todos los animales se mantienen con cifras normales de bilirrubina
durante todo el seguimiento.

El valor mas elevado lo vemos en el animal 3F a las 6 horas post-reperfusion,
cuando llega a un valor de 1,1 mg/dL.

El resto de los animales no sobrepasa en ningin momento de la evolucién la

cifra de 0,6 mg/dL.

Evolucion Bilirrubina Grupo 3
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Grafico 23: Curvas de cada animal del Grupo 3 de los niveles de Bilirrubina

154



Resultados

Evolucion media del grupo 3:

Bilirrubina Evolucién Bilirrubina Grupo 3
(mg/dL)

0,6

05 -

04

0,3

- ~ \__ 7

> — ¢ '/‘\0—0—0/‘(

O I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I

Grafico 24: Curva de la media de los niveles de Bilirrubina en el Grupo 3

Podemos observar la evolucion de este grupo en su conjunto, cuando la cifra
media mé&s elevada es de 0,5 mg/dL a las 12 horas post-reperfusion, disminuyendo

posteriormente a valores medios en torno a 0,2 mg/dL.
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Resultados

Media Des.,viacic')n Error
Tipica Estandar

Donante (basal) ,167 ,1751 0,071
RCN 5 min ,067 ,0516 0,021
RCN 15 min ,067 ,0516 0,021
RCN 30 min ,083 ,0753 0,031
RCN 45 min ,067 ,0516 0,021
RCN 60 min ,067 ,0516 0,021
MP 30 min ,083 ,0753 0,031
MP 1 h ,050 ,0548 0,022
MP 2 h ,050 ,0548 0,022
MP 3 h ,050 ,0548 0,022
MP 4 h ,067 ,0516 0,021
Receptor (basal) ,250 ,1049 0,043
1 hora 217 ,1329 0,054
3 horas ,420 ,3564 0,159
6 horas ,400 ,4000 0,179
12 horas ,500 ,2646 0,118
24 horas ,440 ,2302 0,103
2 dias ,140 ,1140 0,051
3 dias ,200 , 1732 0,077
4 dias ,160 ,1949 0,087
5 dias ,260 ,2074 0,093

Tabla 20: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de Bilirrubina en el Grupo 3
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Resultados

Comparacion entre grupos:

En este grafico vemos representados todos los grupos con la cifra media de sus
valores de bilirrubina.
Periodo de RCN:

Durante la RCN no se aprecian diferencias entre los grupos 2 y 3.
Periodo post-trasplante:

En el periodo post-trasplante, en los grupos 1 y 2 existen alteraciones en sus
curvas medias, como hemos detallado en su apartado correspondiente.

Es interesante ver las curvas superpuestas para apreciar la evolucion del grupo 3,

que es practicamente plana, sin sufrir practicamente ninguna variacion
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Grafico 25: Curvas de las medias de Bilirrubina de cada grupo
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Comparacion estadistica de las medias de cada grupo

Resultados

Gruposly?2
Grupo 1 Grupo 2 F p

Donante (basal) ,360 ,100 4,460 ,064
Receptor (basal) ,383 ,250 ,604 ,455
1 hora ,183 ,140 1,143 ,313
3 horas ,350 ,333 ,036 ,852
6 horas ,750 ,733 ,005 ,948
12 horas 1,533 1,333 ,099 , 763
24 horas 2,067 1,350 2,910 ,132

Tabla 21: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de bilirrubina entre los grupos 1y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Comparando las medias de bilirrubina de los grupos 1 y 2 vemos que no existen

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Aunque la p no es inferior a 0,05

vemos que existe una diferencia cuantitativa a las 24 horas post-reperfusion.

Grupos1ly3
Grupo 1 Grupo 3 F p

Donante (basal) ,360 ,167 1,816 ,211
Receptor (basal) ,383 ,250 ,829 ,384
1 hora ,183 217 ,286 ,605
3 horas ,350 ,420 ,199 ,666
6 horas ,750 ,400 2,475 ,160
12 horas 1,533 ,500 25,741 ,002
24 horas 2,067 ,440 196,703 ,000

Tabla 22: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de bilirrubina entre los grupos 1y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar las medias de bilirrubina de los grupos 1 y 3, observamos

diferencias estadisticamente significativas a las 12 horas y 24 horas post-reperfusion.
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Resultados

Grupos 2y 3
Grupo 2 Grupo 3 F p

Donante (basal) ,100 ,167 ,769 401
RCN 5 min ,067 ,067 ,000 1,000
RCN 15 min ,067 ,067 ,000 1,000
RCN 30 min ,033 ,083 1,800 ,209
RCN 45 min ,050 ,067 ,294 ,599
RCN 60 min ,067 ,067 ,000 1,000
Receptor (basal) ,250 ,250 ,000 1,000
1 hora ,140 217 1,438 ,261
3 horas ,333 420 ,287 ,605
6 horas ,733 ,400 1,611 ,236
12 horas 1,333 ,500 2,952 ,120
24 horas 1,350 ,440 2,789 ,129
2 dias ,633 ,140 2,100 ,181
3 dias ,233 ,200 ,157 ,701
4 dias ,220 ,160 ,400 ,545
5 dias ,450 ,260 1,036 343

Tabla 23: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de bilirrubina entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Comparando las medias de bilirrubina de los grupos 2 y 3, observamos que no

existen diferencias estadisticamente significativas,

aunque si observamos que

cuantitativamente desde las 6 horas post-reperfusion hasta el 5° dias de seguimiento las

cifras de bilirrubina son siempre menores en el grupo 3 en comparacion con el grupo 2.
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Resultados

2.4. Quick

Grupo 1:

Evolucion general periodo post-trasplante:
En este grupo hay una afectacion importante de la funcion de sintesis en todos

los animales. Llegan algunos a niveles de tiempo de protrombina del 20%, y todos los

animales fallecen durante el 1° dia post-trasplante.

Evoluciéon Tiempo de Quick Grupo 1
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Grafico 26: Curvas de cada animal del Grupo 1 de los niveles de Tiempo de Protrombina
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Resultados

Evolucion media del grupo 1:

TP (%)

Evolucion Tiempo de Quick Grupo 1

100

90 \

80 \

70 \
60 \

50 \

40 \

hd L
20
10
O T 1 1 1 1
Receptor 1hora 3 horas 6 horas 12horas 24 horas
(basal)
Tiempo

Grafico 27: Curva de la media de los niveles de Tiempo de Protrombina en el Grupo 1

Media Desviaciéon | Error
Tipica Estandar
Receptor (basal) 99,50 1,225 ,500
1 hora 32,67 19,294 7,877
3 horas 31,00 17,911 7,312
6 horas 28,00 16,145 8,073
12 horas 32,33 7,234 4,177
24 horas 27,33 4,726 2,728

Tabla 24: Media, desviacidn tipica y error estandar de los datos de Tiempo de Protrombina en el

Grupo 1

Podemos observar el descenso tan brusco del tiempo de Quick producido en este grupo.
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general periodo post-trasplante:
En el grupo 2 se produce una alteracion del tiempo de Quick en todos los

animales, con una variacion entre los animales bastante amplia, sin seguir un modelo.

TP (%) Evoluciéon Tiempo de Quick Grupo 2
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Grafico 28: Curvas de cada animal del Grupo 1 de los niveles de Tiempo de Protrombina

El animal que fallece antes del 52 dia (2H) no recupera en ningin momento

valores correctos, manteniendo un TP entre 40-50% hasta las 80 horas.
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Resultados

El animal 2D es el que realiza el pico méas pronunciado, disminuyendo a casi el
20% a las 24 horas, mejorando posteriormente de forma gradual, hasta llegar al valor de
100% al 4° dia.

El animal 2D es el que recupera de forma mas rapida la funcion de sintesis del
injerto, llegando al 100% al 2° dia y manteniéndose asi hasta el 5° dia de seguimiento.

Los otros animales tienen una alteracion marcada en los valores del tiempo de
Quick, con una recuperacion lenta, llegando al 100% de Quick al 4° o incluso al 5° dia

de seguimiento.

Evolucion media del grupo 2:

TP (%) Evolucion Tiempo de Quick Grupo 2
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Grafico 29: Curva de la media de los niveles de Tiempo de Protrombina en el Grupo 2
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Media Desviacién | Error
Tipica Estandar

Receptor (basal) 97,50 3,886 1,586
1 hora 60,17 11,548 4,715
3 horas 58,17 14,743 6,019
6 horas 61,83 13,906 5,677
12 horas 64,67 13,352 5,451
24 horas 65,67 26,912 10,987
2 dias 72,00 20,308 8,291
3 dias 69,83 20,517 8,376
4 dias 90,60 13,259 5,930
5 dias 97,80 4,919 2,200

Resultados

Tabla 25: Media, desviacidn tipica y error estandar de los datos de Tiempo de Protrombina en el

Grupo 2

En la curva de la media del tiempo de Quick observamos la evolucién general en

este grupo de la recuperacion de la funcion de sintesis por parte del injerto.

Esta recuperacion es muy lenta, manteniéndose hasta el 3° dia con valores entre

el 60% y el 70%.
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Resultados

Grupo 3:

Evolucion general periodo post-trasplante:

En este grupo todos los animales siguen una misma tendencia.

Tras el periodo de las 12-24 horas post-reperfusion, en el que hay variaciones
entre animales con 2 de ellos (3J y 3K) con un tiempo de Quick alrededor del 50%, hay
una recuperacion rapida y eficaz. A los 2 dias todos los animales estan por encima del

80% de tiempo de protrombina, y a los 5 dias todos tienen un Quick del 100%.

TP (%) Evoluciéon Tiempo de Quick Grupo 3
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Grafico 30: Curvas de cada animal del Grupo 3 de los niveles de Tiempo de Protrombina
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Evolucion media del grupo 3:

TP (%) Evolucion Tiempo de Quick Grupo 3
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Grafico 31: Curva de la media de los niveles de Tiempo de Protrombina en el Grupo 3

Media De§viacién Error
Tipica Estandar

Receptor (basal) 95,67 5,125 2,092
1 hora 61,50 7,092 2,895
3 horas 67,67 7,146 2,917
6 horas 74,33 10,764 4,394
12 horas 73,83 20,508 8,372
24 horas 82,83 12,859 5,250
2 dias 91,00 6,293 2,569
3 dias 95,67 6,743 2,753
4 dias 97,00 4,690 1,915
5 dias 100,00 ,000 ,000

Tabla 26: Media, desviacion tipica y error estandar de los datos de Tiempo de Protrombina en el

Grupo 3

La curva de la media presenta una tendencia a la recuperacion completa de la

funcién de sintesis por parte de los injertos de este grupo.
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Resultados

Comparacion entre grupos:

Podemos observar cémo el grupo 3 es el primero que recupera su funcion de
sintesis. Para el grupo 2, la recuperacion es mas tardia aunque completa al 5° dia. Y el

grupo 1 no presenta ningun tipo de recuperacion de su funcién de sintesis.
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Grafico 32: Curvas de las medias del tiempo de Quick de cada grupo
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Resultados

Comparacion estadistica de las medias de cada grupo

Gruposly?2
Grupo 1 Grupo 2 F p

Receptor (basal) 97,50 95,67 1,446 ,257
1 hora 60,17 61,50 8,974 ,013
3 horas 58,17 67,67 8,228 ,017
6 horas 61,83 74,33 12,567 ,008
12 horas 64,67 73,83 14,695 ,006
24 horas 65,67 80,17 5,612 ,050

Tabla 27: Prueba ANOVA para comparacion de las medias del tiempo de protrombina entre los grupos
1y 2, con la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Comparando las medias del tiempo de Quick de los grupos 1 y 2 vemos que
existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en todas las determinaciones

tras el implante del injerto hepatico.

Grupos 1y 3
Grupo 1 Grupo 3 F p

Receptor (basal) 99,50 95,67 3,175 ,105
1 hora 32,67 61,50 11,804 ,006
3 horas 31,00 67,67 21,692 ,001
6 horas 31,50 74,33 30,278 ,001
12 horas 40,67 73,83 10,923 ,013
24 horas 49,00 80,17 49,482 ,000

Tabla 28: Prueba ANOVA para comparacion de las medias del tiempo de protrombina entre los grupos
1y 3, con la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar las medias del tiempo de Quick entre los grupos 1 y 3 observamos
que existen diferencias estadisticamente significativas también en todas las
determinaciones tras el implante del injerto hepatico.

168



Resultados

Grupos 2y 3
Grupo 2 Grupo 3 F p

Receptor (basal) 97,50 95,67 ,488 ,501
1 hora 60,17 61,50 ,058 ,814
3 horas 58,17 67,67 2,017 ,186
6 horas 61,83 74,33 3,032 112
12 horas 64,67 73,83 ,842 ,380
24 horas 65,67 82,83 1,988 ,189
2 dias 72,00 91,00 4,792 ,053
3 dias 69,83 95,67 8,585 ,015
4 dias 90,60 97,00 1,236 ,295
5 dias 97,80 100,00 1,227 ,297

Tabla 29: Prueba ANOVA para comparacion de las medias del tiempo de protrombina entre los grupos
2y 3, con la distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar las medias del tiempo de Quick entre los grupos 2 y 3 observamos

que existen diferencias estadisticamente significativas a los 3 dias del trasplante. De

todas formas, observamos que cuantitativamente el grupo 3 tiene unos valores del

tiempo de protrombina superiores al grupo 2 en toda la evolucién postoperatoria.
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Resultados

3. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS PARAMETROS DE RNA TISULAR

3.1. Caspasa-3

Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1 vemos que existe una minima variacion de la expresion génica de
la caspasa-3. Tras los 90 minutos de parada cardiaca (PC) el valor medio del grupo es
de 0,707 £0,1583. Tras la implantacidn del injerto, a la hora de la reperfusion el valor
asciende a 1,039 +0,8568. En el momento de la eutanasia, en las muestras tomadas de

los animales 1G y 1K, el valor medio de caspasa-3 es de 0,639 +0,1095.

Caspasa-3 en el Grupo 1
2,0
1.8
- 1,6
o 14
S 1,2
g 1,0
= 0.8 T =
- 0.6
“ 04
0,2
0,0 T T
PC RP-1h EUT

Grafico 33: Valores medios de caspasa-3 en el grupo 1
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Resultados

PC RP-1h EUT
1F 0,5083 0,5778
1G 0,9485 0,8896 0,5618
1H 0,7012 0,9739
11 0,6586 2,7419
1J 0,4706
1K 0,7176 0,5824 0,7166
media 0,707 1,039 0,639
Desv. Estandar |0,1583 0,8568 0,1095

Tabla 30: Valores de la expresion génica de caspasa-3 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 1 en los
diferentes animales

Existe una importante variacion interindividual de los valores, tal como vemos
en la tabla, representada en el grafico mediante la linea de dispersién de la desviacion
estandar, sobre todo tras la reperfusion del injerto.

A pesar de ello, vemos que no existe una gran variacion en la evolucion de los

valores medios del grupo.
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Resultados

Grupo 2:

Evolucién general:
En este grupo observamos que los valores de caspasa-3 siguen una evolucién
bastante estable excepto en el periodo post-reperfusion, en el cual hay un animal (2F)

que realiza un pico considerable (12,5125).

Caspasa-3 en el grupo 2
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Grafico 34: Curva de los valores de caspasa-3 en el grupo 2 por animal

Donante:

En la muestra tomada del donante tenemos unos valores anormalmente altos,
qgue no son un reflejo correcto de la realidad, puesto que Unicamente existen

determinaciones de un sujeto.
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Resultados

Periodo PC:

A los 90 minutos de la parada cardiaca obtenemos unos valores similares a los
del grupo 1, ya que hasta aqui el experimento es idéntico. El valor medio es de 0,528
+2219. El animal con el valor més elevado es el 2G, con una cifra de caspasa-3 de

0,8154.

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la recirculacion normotérmica mantenemos una situacion
muy similar al periodo PC, con unos valores que practicamente no han variado,
manteniéndose la media en 0,713 +0,2011. El animal 2G sigue presentando los valores

de caspasa-3 mas elevados, con una cifra de 0,9196.

Caspasa-3 en el Grupo 2
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Grafico 35: Valores medios de caspasa-3 en el grupo 2
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Resultados

Periodo RP-1h:

A los 60 minutos de la reperfusion del injerto hepatico observamos un aumento
en la expresion génica de caspasa-3, como era de esperar. La media de caspasa-3 en este

periodo es de 2,950 +4,7490.

Llama la atencién ver como un animal que seguia una evoluciéon “normal” (en
comparacion con el resto del grupo) de la expresion génica de caspasa-3 realiza un pico
muy pronunciado en este periodo. Se trata del animal 2F con un valor de 12,5125. Este
animal fue uno de los que mayor pico de transaminasas tuvo en el periodo post-
trasplante, con mayor elevacion de la bilirrubina, y uno de los que més le cost6
recuperar la funcion de sintesis. Aun asi, mirando los resultados de los otros animales
del mismo grupo y del mismo animal en la RCN, es probable que gran parte de la
sobreexpresion observada en la RP-1h sea debido a la mala valoracién de esta muestra.
Teniendo en cuenta que la RT-PCR es una técnica muy sensible, es posible que al no
valorarse correctamente la cantidad de cDNA, haya una mayor cantidad que en las otras

reacciones y por este motivo da un valor tan elevado.

Periodo EUT:

En el momento de la eutanasia de los animales de este grupo 2, los valores
vuelven a disminuir hasta normalizarse. La media de caspasa-3 en este momento es de

0,819 +0,2415.
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Resultados

Donante PC RCN RP-1h EUT
2C 0,4181 0,7572 0,2608
2D 0,5751 0,8117 0,9417 0,7885
2E 0,5686 0,8579 2,5218 1,1695
2F 0,1583 0,4214 12,5125 0,6502
2G 1,132 0,8154 0,9196 0,8650 0,6684
2H 0,6328 0,5085 0,5991
media 1,132 0,528 0,713 2,950 0,819
Desv. Estandar 0,2219 0,2011 4,7490 0,2415

Tabla 31: Valores de la expresion génica de caspasa-3 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 2 en los

diferentes animales
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Resultados

Grupo 3:

Evolucion general:

La evolucion de la expresion génica de caspasa-3 es poco variable entre los
animales de este grupo. Aunque no existe ningun pico aislado de ningun animal y los
valores siempre se mantienen entre 0 y 1 (2-ACT) (excepto tras el periodo de parada

cardiaca en el animal 3F).

Caspasa-3 en el Grupo 3
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Grafico 36: Curva de los valores de caspasa-3 en el grupo 3 por animal

Donante:
Se tomaron muestras de tejido del donante en 3 animales, con determinaciones

entre 0,4y 0,8.
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Resultados

Periodo PC:

A los 90 minutos de parada cardiaca, los valores de caspasa-3 de los animales de
este grupo se sitdan entre 0,59 y 0,76; excepto para un animal (3F) que presenta unos
valores anormalmente elevados: 2,7949 pudiendo ser debido a la misma causa descrita

en en el animal 2F a la hora de la reperfusion.

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la recirculacion normotérmica existe una variacion entre los
diferentes animales, ain manteniéndose con valores bajos. Estos se encuentran entre
0,42 y 0,7. También en este periodo hay una excepcién: el animal 3H presenta una cifra

de expresion génica de caspasa-3 de 1,3210. El valor medio del grupo en este periodo es

de 0,7154 £0,3174.
Caspasa-3 en el Grupo 3
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Grafico 37: Valores medios de caspasa-3 en el grupo 3
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Resultados

Periodo MP:

Tras las 4 horas de perfusion en maquina del injerto hepatico, la expresion
génica de caspasa-3 aumenta levemente en todos los animales excepto en 3F y 3H, que
disminuye a 0,3856 y 0, 2946. El valor medio al final de este periodo para todos los

animales de este grupo es de 0,7007 £0,2894.

Periodo RP-1h:
Tras la reperfusion del injerto hepatico en el implante los valores de caspasa-3
vuelven a disminuir, con un valor medio de 0,5532 +0,3102. Disminuye en todos los

animles excepto en el animal 3F que presenta un aumento de 0,3856 a 0,6432.

Donante PC RCN MP RP-1h EUT

3F 2,7949 0,4970 0,3856 0,6432 0,5276
3H 1,3210 0,2946 0,0014

3l 0,7879 0,7604 0,6749 0,9602 0,9353 0,6113
3J 0,7866 0,6684 0,6792 0,8840 0,6129 0,6101
3K 0,4830 0,6731 0,6985 0,9265 0,6600 0,5061
3L 0,5979 0,4220 0,7535 0,4662 0,6506
media 0,6858 1,0989 0,7154 0,7007 0,5532 0,5812
Desv. Estandar | 0,1756 0,9498 0,3174 0,2894 0,3102 0,0614

Tabla 32: Valores de la expresion génica de caspasa-3 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 3 en los
diferentes animales

Periodo EUT:
En el momento de la eutanasia electiva de los animales de este grupo los valores
tienen poca variacion entre los animales. El rango de valores esta comprendido entre

0,5061 y 0,6113. El valor medio de este grupo en este momento es de 0,5812 +0,0614.
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Resultados

Comparacion entre grupos:

Al comparar los grupos 2 y 3 por el gréfico y la tabla de valores medios, vemos
que en el grupo 2 se produce un pico de expresion génica de caspasa-3 tras la
reperfusion, cosa que no se produce en el grupo 3, en el que no existe apenas variacion.
Este es el dato mas importante al comparar los grupos. El hecho de afadir el periodo de
perfusién en maquina con sangre oxigenada a 37°C evita la hiperexpresion génica de
caspasa-3 tras la reperfusion.

En el momento de la eutanasia los 3 grupos presentan unos valores medios muy

similares, siendo de 0,639; 0,819 y 0,5812 para los grupos 1, 2 y 3 respectivamente.

O Grupo 1 m Grupo 2 O Grupo 3
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B o [ @1 CH

Donante PC RCN MP RP-1h EUT

Media de induction factor de Caspasa-3

Evolucion temporal

Grafico 38: Evolucion temporal de la expresion génica de caspasa-3 en los diferentes grupos. Valores
medios con desviacion estandar.
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Resultados

Donante |PC RCN MP RP-1h EUT
Grupo 1 media 0,707 1,039 0,639
DE 0,1583 0,8568 0,1095
Grupo 2 media 1,1320 0,5281 0,7127 2,9501 0,8192
DE 0,2219 0,2011 4,7490 0,2415
Grupo 3 media 0,6858 1,0989 0,7154 0,7007 0,5532 0,5812
DE 0,1756 0,9498 0,3174 0,2894 0,3102 0,0614

Tabla 33: Valores de la expresion génica de caspasa-3 en RNAm mediante RT-PCR en todos los grupos.
Valores medios y desviacién estandar.
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Comparacion estadistica entre qrupos:

Resultados

En la siguiente tabla mostramos de forma resumida los valores medios de la

expresion génica de caspasa-3 en todos los grupos, asi como su desviacion estandar, el

error tipico en cada momento, y el intervalo de confianza para la media al 95%.

Intervalo de confianza para
Media Des,vi.acién Error tipico la media al 95%
tipica Limite Limite
inferior superior
Donante 1
2 1,1320
3 0,6858 0,1757 0,1014 0,2495 1,1222
pC 1 0,7068 0,1583 0,0708 0,5102 0,9035
2 0,5281 0,2219 0,0906 0,2952 0,7609
3 1,0989 0,9498 0,4248 -0,0804 2,2783
RCN 1
2 0,7127 0,2011 0,0821 0,5017 0,9238
3 0,7154 0,3174 0,1296 0,3823 1,0485
RP1h 1 1,0394 0,8568 0,3498 0,1402 1,9385
2 2,9502 4,7490 1,9388 -2,0336 7,9339
3 0,5532 0,3102 0,1266 0,2276 0,8787
EUT 1 0,6392 0,1095 0,0774 -0,3443 1,6227
2 0,8192 0,2415 0,1207 0,4349 1,2034
3 0,5812 0,0614 0,0275 0,5049 0,6574

Tabla 34: Estudio descriptivo estadistico de la expresion génica de caspasa-3 en todos los grupos.
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Grupoly?

Grupo 1 Grupo 2 F p
PC 0,707 0,528 2,264 0,167
RP-1h 1,039 2,950 0,941 0,355
EUT 0,639 0,819 0,924 0,391

Resultados

Tabla 35: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de caspasa-3 entre los grupos 1y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupoly3

Grupo 1 Grupo 3 F p
PC 0,707 1,099 0,829 0,389
RP-1h 1,039 0,553 1,708 0,220
EUT 0,639 0,581 0,890 0,389

Tabla 37: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de caspasa-3 entre los grupos 1y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Grupo2y3

Grupo 2 Grupo 3 F p
Donante 1,132 0,686 4,838 0,159
PC 0,528 1,099 2,075 0,184
RCN 0,713 0,715 0,000 0,986
RP-1h 2,950 0,553 1,522 0,246
EUT 0,819 0,581 4,637 0,068

Tabla 36: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de caspasa-3 entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Al realizar el estudio comparativo de las medias de cada grupo, vemos que no
existen diferencias estadisticamente significativas. Aunque destaca la diferencia
numérica existente en el momento de la reperfusién en el grupo 3, al compararlo sobre

todo con el grupo 2.
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Resultados

3.2. MCP-1

Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1 la expresién génica de MCP-1 no sufre ninguna variacion
exagerada en su evolucion. Si que vemos un aumento cuantitativo considerable tras la
reperfusion. Al final del periodo de 90 minutos de parada cardiaca el valor medio es de
0,2615 £0,2055. Tras la reperfusion del injerto, este valor aumenta a 0,8543 +£0,5132.
En el momento de la eutanasia, la media de los dos animales de los que se dispone

tejido hepatico presenta una expresion genica media de MCP-1 de 0,2133 +0,1674.
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Grafico 39: Valores medios de MCP-1 en el grupo 1
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Resultados

PC RP-1h EUT
1F 0,1787 0,5769
1G 0,1949 1,4728 0,3316
1H 0,6172 0,4823
11 0,2285 1,5549
1J 0,4759
1K 0,0884 0,5628 0,0949
media 0,2615 0,8543 0,2133
Desv. Estandar |0,2055 0,5132 0,1674

Tabla 38: Valores de la expresion génica de MCP-1 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 1 en los
diferentes animales
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general:

En el grupo 2 observamos un aumento generalizado de la expresion de MCP-1 a
partir del periodo de recirculacion normotérmica. Este incremento tendra su pico tras la
reperfusion del injerto hepatico, para normalizarse posteriormente en el momento de la

eutanasia.

Periodo Donante:

En la Unica muestra tomada del donante en el animal 2G, el valor de expresién

génica de MCP-1 fue de 0,0704.
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Grafico 40: Curva de los valores de MCP-1 en el grupo 2 por animal
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Resultados

Periodo PC:

Tras los 90 minutos de parada cardiaca, todos los animales muestran valores
similares, excepto 2C y 2F, que presentan un mayor aumento de la expresion de MCP-1
(de 0,3850 y 0,5392 respectivamente). Asi, la media de los valores de los diferentes

animales en este periodo es de 0,2797 £0,1595

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la recirculacién normotérmica se produce un aumento de la
expresion génica de MCP-1 en todos los animales. El valor medio al final de la RCN es
de 1,4357 £0,6965. Al igual que ocurria en el periodo anterior, los dos animales 2C y 2F
presentan una mayor expresion génica de MCP-1, en comparacion con el resto de los

animales del grupo 2. Los valores son de 1,9458 y de 2,5749 respectivamente.

Donante PC RCN RP-1h EUT

2C 0,3850 1,9458 2,3649

2D 0,2402 1,2049 2,8636 0,0816
2E 0,2600 1,2722 4,8197 0,2018
2F 0,5392 2,5749 11,9174 0,1840
2G 0,0704 0,1195 0,8132 1,5073 0,1520
2H 0,1344 0,8034 1,3120

media 0,0704 0,2797 1,4357 4,1308 0,1548
Desv. Estandar 0,1595 0,6965 4,0164 0,0530

Tabla 39: Valores de la expresion génica de MCP-1 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 2 en los
diferentes animales
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Resultados

Periodo RP-1h:

A la hora de la reperfusion del injerto hepatico es cuando los animales presentan
una mayor expresion génica de MCP-1. El pico medio es de 4,1308 +4,0164. En este
caso, el animal que presenta un valor mas elevado es el animal 2F, con un valor de
11,9174. La sobre-expresion génica en este periodo en este animal es muy exagerada,

sin poder descartar en este caso también un error de valoracion de cantidad de cDNA.

MCP-1 en el Grupo 2
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Grafico 41: Valores medios de MCP-1 en el grupo 2

Periodo EUT:

En el momento de la eutanasia los valores de todos los animales vuelven a

niveles bajos, con una media de 0,1548 +0,0530.

187



Resultados

Grupo 3:

Evolucion general:

En el grupo 3 la evolucion general es diferente a la del grupo 2, posiblemente
por el papel de la perfusion en maquina. Como observamos en el gréfico, el pico de
expresion de MCP-1 se produce al final del periodo de MP vy, llama la atencién la
importante disminucion de los valores tras la reperfusion del injerto hepatico. Al igual
que en los dos grupos anteriores, en el momento de la eutanasia los valores son

minimos.
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Grafico 42: Curva de los valores de MCP-1 en el grupo 3 por animal

Periodo donante:
En las tomas realizadas en los donantes de 3 animales a modo de control,

observamos en todos ellos niveles bajos, con un valor medio de 0,1247 +0,0267.
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Resultados

Periodo PC:

Tras los 90 minutos de parada cardiaca, todos los animales excepto uno (3F)
presentan unos niveles similares con un rango que va desde 0,0533 hasta 0,5798. El
animal 3F presenta una expresion anormalmente elevada, con un valor de 1,9766.
Recordemos que el animal 3F fue uno de los que peor evolucion presentd dentro de este

grupo. El valor medio del grupo en este periodo es de 0,5443 +0,7246.

Donante PC RCN MP RP-1h EUT

3F 1,9766 2,4538 5,7287 0,9139 0,1512
3H 0,5798 0,4646 4,1992 1,5029

3l 0,1501 0,1555 0,4967 0,8212 1,0732 0,1169
3J 0,1271 0,3126 0,5236 3,4724 3,5453 0,0429
3K 0,0968 0,1883 0,3827 1,3873 1,0503 0,0743
3L 0,0533 0,1917 1,9651 0,5807 0,2095
media 0,1247 0,5443 0,7522 2,9290 1,4444 0,1190
Desv. Estandar | 0,0267 0,7246 0,8422 1,8706 1,0713 0,0652

Tabla 40: Valores de la expresion génica de MCP-1 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 3 en los
diferentes animales

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la RCN, la expresion génica de MCP-1 no ha variado tanto
como en el grupo 2, a pesar de presentar las mismas condiciones. De hecho, obviando el
animal 3F, el resto del grupo presenta un rango de valores que se sitta entre 0,1917 y
0,5236. Para el animal 3F, el valor en este periodo es de 2,4538. El valor medio del

grupo en este periodo es de 0,7522 +0,8422.
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Resultados

Periodo MP:

Tras las 4 horas estando el injerto perfundiéndose en la maquina, la expresion
génica de MCP-1 aumenta en todos los animales de una manera sustancial. EIl animal 3F
continta con los valores mas elevados: 5,7287. Cabe destacar que existen dos animles
que presentan también un pico importante respecto al resto del grupo. Estos animales
son 3H y 3J, con valores de 4,1992 y 3,4724 respectivamente. El resto del grupo se
mantiene en un rango de valores que se encuentra entre 0,8212 y 1,9651. El valor medio

de expresion genica de MCP-1 del grupo 3 en este periodo es de 2,9290 +1,8706.

Periodo RP-1h:
Tras la reperfusion del injerto hepatico se produce un descenso importante de la
expresion génica de MCP-1, aunque mas elevados que tras la RCN. No observamos

grandes diferencias entre los animales. El valor medio en este periodo es de 1,4444

+1,0713.
MCP-1 en el Grupo 3
5]
5
s 4
s
< 3
L,
re) 2
1 =
1 T
0 — . IJ_l ; . ; ; —=
Donante PC RCN MP RP-1th  EUT

Grafico 43: Valores medios de MCP-1 en el grupo 3
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Resultados

Periodo EUT:
En el momento de la eutanasia, los valores de MCP-1 en todos los animales
presentan valores minimos. Asi, el valor medio de MCP-1 en este grupo en el momento

de la eutanasia es de 0,1190 +0,0652.

191



Resultados

Comparacion entre grupos:

Al comparar los diferentes grupos a nivel general sobre la evolucion de la
expresion genica de MCP-1 podemos destacar dos aspectos:

El primero es la minima alteracion que sufre el grupo 1 durante toda la
evolucion. En este grupo no existe periodo de RCN ni de MP, estando el 6rgano
directamente almacenado en frio tras el periodo de 90 minutos de parada cardiaca.

El segundo aspecto a destacar lo vemos en el grupo 3, en cémo el periodo previo
de MP parece que pudiera influir en una expresion de MCP-1 mucho menor en el

momento de la reperfusion, si lo comparamos con lo que ocurre en el grupo 2.
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Evolucion temporal

Grafico 44: Evolucion temporal de la expresion génica de MCP-1 en los diferentes grupos. Valores
medios con desviacién estandar.
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Resultados

Donante PC RCN MP RP-1h EUT
Grupo 1 [media 0,2615 0,8543 0,2133
DE 0,2055 0,5132 0,1674
Grupo 2 media 0,0704 0,2797 1,4357 4,1308 0,1548
DE 0,1595 0,6965 4,0164 0,0530
Grupo 3 | media 0,1247 0,5443 0,7522 2,9290 1,4444 0,1190
DE 0,0267 0,7246 0,8422 1,8706 1,0713 0,0652

Tabla 41: Valores de la expresion génica de MCP-1 en RNAm mediante RT-PCR en todos los grupos.
Valores medios y desviacion estandar.
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Comparacion estadistica entre qrupos:

Resultados

En la siguiente tabla mostramos de forma resumida los valores medios de la

expresion génica de MCP-1 en todos los grupos, asi como su desviacion estandar, el

error tipico en cada momento, y el intervalo de confianza para la media al 95%.

Intervalo de confianza
Media Des'vi.acién I?r.ror para la media al 95%
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Donante 1
2 0,0704
3 0,1247 0,0267 0,0154 0,0583 0,1911
pC 1 0,2615 0,2055 0,0919 0,0064 0,5167
2 0,2797 0,1595 0,0651 0,1124 0,4471
3 0,5444 0,7246 0,2958 -0,2161 1,3048
RCN 1
2 1,4357 0,6965 0,2843 0,7048 2,1666
3 0,7522 0,8422 0,3438 -0,1316 1,6360
RP1h 1 0,8543 0,5132 0,2095 0,3157 1,3928
2 4,1308 4,0164 1,6397 -0,0842 8,3458
3 1,4444 1,0712 0,4373 0,3202 2,5686
EUT 1 0,2133 0,1674 0,1184 -1,2905 1,7170
2 0,1549 0,0530 0,0265 0,0705 0,2392
3 0,1190 0,0652 0,0292 0,0380 0,2000

Tabla 42: Estudio descriptivo estadistico de la expresion génica de MCP-1 en todos los grupos.
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Resultados

Grupoly?

Grupo 1 Grupo 2 F p
PC 0,262 0,280 ,027 872
RP-1h 0,854 4,131 3,929 ,076
EUT 0,213 0,155 ,499 519

Tabla 43: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de MCP-1 entre los grupos 1y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupoly3

Grupo 1 Grupo 3 F p
PC 0,262 0,544 , 703 424
RP-1h 0,854 1,444 1,481 ,252
EUT 0,213 0,119 1,410 ,288

Tabla 44: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de MCP-1 entre los grupos 1y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupo2y3

Grupo 2 Grupo 3 F p
Donante 0,070 0,125 3,090 ,221
PC 0,280 0,544 ,763 ,403
RCN 1,436 0,752 2,347 ,157
RP-1h 4,131 1,444 2,506 ,144
EUT 0,155 0,119 787 ,404

Tabla 45: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de MCP-1 entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al realizar el estudio comparativo de los grupos entre si, observamos que no

existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Esto ocurre a pesar de las

diferencias numéricas evidentes, tal y como pasaba con la expresion génica de caspasa-

3 en el apartado anterior.
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Resultados

3.3. IL-6

Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1, al igual que en los pardmetros analizados previamente, no
observamos grandes diferencias en los valores de IL-6 de los diferentes periodos.
Tras el periodo de parada cardiaca, el valor medio de IL-6 es de 0,2156 +0,1092.
Vemos un aumento de la expresion génica de IL-6 tras la reperfusion del injerto,
Ilegando a un valor medio de 0,7806 +0,5383. En el momento de la eutanasia, el valor

medio de IL-6 de los 3 animales de los que disponemos muestras es de 0,0661 +0,0015.

IL-6 en el Grupo 1
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Grafico 45: Valores medios de IL-6 en el grupo 1
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Resultados

PC RP-1h EUT
1F 0,3740 1,1953
1G 0,1933 1,6192 0,0651
1H 0,2244 0,2250
1l 0,0671 0,3675
1J 0,4746
1K 0,2194 0,8018 0,0672
media 0,2156 0,7806 0,0661
Desv. Estandar |0,1092 0,5383 0,0015

Tabla 46: Valores de la expresion génica de IL-6 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 1 en los
diferentes animales
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general:
En el grupo 2 se produce un aumento de los niveles de IL-6 en todos los
animales, siendo maximo en el momento del periodo RP-1h. Posteriormente, los valores

disminuiran hasta normalizarse en el momento de la eutanasia.

Periodo Donante:
En la Unica muestra de control realizada en este grupo para el donante, el valor

de expresion genica de I1L-6 fue de 0,2022.
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Grafico 46: Curva de los valores de IL-6 en el grupo 2 por animal
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Resultados

Periodo PC:
A los 90 minutos de la parada cardiaca, no existe variacion apenas de la
expresion génica de IL-6, ni siquiera entre los distintos animales. El valor medio en este

periodo es de 0,1608 £0,1141.

Periodo RCN:
A los 60 minutos de la RCN existe un incremento de la expresion génica de IL-
6. La variacion entre los diferentes animales no es amplia, con un rango de valores

situado entre 0,2017 y 1,0521 para el animal 2H. El valor medio en este periodo es de

0,4646 +£0,3484.
Donante PC RCN RP-1h EUT

2C 0,1300 0,2234 1,8716

2D 0,0119 0,4742 3,4844 0,0294
2E 0,1097 0,1632 6,7196 0,0549
2F 0,1190 0,2017 0,8572 0,0481
2G 0,2022 0,3117 0,6733 6,7134 0,0847
2H 0,2826 1,0521 5,3513

media 0,2022 0,1608 0,4646 4,1663 0,0543
Desv. Estandar 0,1141 0,3484 2,4937 0,0230

Tabla 47: Valores de la expresion génica de IL-6 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 2 en los
diferentes animales

Periodo RP-1h:

A la hora de la reperfusion del injerto hepatico la expresion génica de IL-6 se
incrementa de manera considerable en todos los animales de este grupo. El animal 2E es
el que realiza un pico més elevado, con un valor de I1L-6 de 6,7196. El valor medio de

IL-6 en este periodo es de 4,1663 +2,4937.

199



Resultados

IL-6 en el Grupo 2
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Grafico 47: Valores medios de IL-6 en el grupo 2

Periodo EUT:

En el momento de la eutanasia los valores de IL-6 en este grupo estan en un

nivel minimo, con una media de 0,0543 +0,0230.
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Resultados

Grupo 3:

Evolucion general:

En el grupo 3 la evolucidn de la expresion génica de IL-6 no sigue un patron
homogéneo entre los diferentes animales. Hay animales que presentan el pico mayor en
el periodo MP (3J, 3L y 3H). Otros animales presentan el pico de IL-6 en el periodo RP-

1h (3K y 3I).
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Grafico 48: Curva de los valores de IL-6 en el grupo 3 por animal

Periodo Donante:
Las tres muestras que tenemos de control del donante en este grupo son muy

homogéneas en cuanto a sus valores, con un valor medio de 0,1567 +0,0262.
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Resultados

Periodo PC:
A los 90 minutos de la parada cardiaca, la expresion génica de IL-6 se situa en

un rango entre 0,1031 y 0,7347 para el animal 3K. El valor medio es de 0,3807 £0,2214.

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la RCN, la expresion génica de IL-6 es muy variable entre
los diferentes animales. EI animal 3H presenta una disminucion muy importante de la
expresion de IL-6, situandose en un valor de 0,0706. Pero para la mayoria de los
animales se produce un incremento en la expresién de IL-6. EI que presenta un mayor
aumento es el animal 3K, con un valor de 1,6083. El valor medio de todos los animales

en este periodo es de 0,5135 +0,5700.

Donante PC RCN MP RP-1h EUT

3F 0,2168 0,2087 0,4101 0,1614 0,0426
3H 0,4553 0,0706 0,3681 0,2395

3l 0,1638 0,3155 0,5219 0,4451 1,1917 0,0743
3J 0,1277 0,4588 0,5278 3,6168 2,9099 0,0558
3K 0,1786 0,7347 1,6083 0,6503 2,8305 0,0741
3L 0,1031 0,1438 1,9161 0,6770 0,1244
media 0,1567 0,3807 0,5135 1,2344 1,3350 0,0742
Desv. Estandar | 0,0262 0,2214 0,5700 1,3065 1,2448 0,0311

Tabla 48: Valores de la expresion génica de IL-6 en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 3 en los
diferentes animales
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Resultados

Periodo MP:

Tras 4 horas en la maquina de perfusion, la evolucion de la expresion gémica de
IL-6 también es muy dispar. El animal 3K presenta una disminucién notable en sus
niveles de IL-6, siendo de 0,6503. El animal 31 mantiene su mismo nivel de expresion
génica (levemente disminuido). Para el resto de los animales se produce un aumento de
la expresion de IL-6. Cabe destacar el pico que se produce en los animales 3J y 3L, con
unos valores de 3,6168 y 1,9161 respectivamente. Para el resto, la expresion de I1L-6 se
situa en un rango comprendido entre 0,3681 y 0,4101. El valor medio en este periodo es

de 1,2344 +1,3065.

Periodo RP-1h:

A la hora de la reperfusion, también encontramos una evolucion heterogénea
entre los diferentes animales. Los animales 31 y 3K presentan un pico en este periodo,
con valores de 1,1917 y de 2,8305. Por contra, los animales 3H y 3L presentan una
disminucion en la expresion de I1L-6, con valores de 0,2395 y de 0,6770. El valor medio

en este periodo es 1,3350 +1,2448.

Periodo EUT:
En el momento de la eutanasia, hay una disminucién brusca de la expresién
génica de IL-6 en todos los animales de los que disponemos muestras. Asi, el valor

medio en este periodo de IL-6 es de 0,0742 +0,0311.
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Resultados

IL-6 en el Grupo 3
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Grafico 49: Valores medios de IL-6 en el grupo 3

En el grafico de los valores medios de IL-6 en el grupo 3 observamos un
aumento medio de la expresion de I1L-6 hasta el periodo MP, manteniéndose con un leve

incremento en el periodo RP-1h, para disminuir bruscamente en el momento de la

eutanasia.
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Resultados

Comparacion entre grupos:

Al comparar la expresion genica de IL-6 en los 3 grupos destacan los mismos
aspectos que en la expresion de MCP-1, a saber:

La minima alteracion que sufre el grupo 1 durante toda la evolucion.

Al comparar los grupos 2 y 3 seguimos observando que tras la reperfusion del
injerto, la expresion génica de IL-6 es mucho menor en el grupo 3 que en el grupo 2. De

hecho, los niveles del grupo 3 son mas préximos al grupo 1 que al grupo 2.
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Evolucion temporal

Grafico 50: Evolucion temporal de la expresion génica de IL-6 en los diferentes grupos. Valores medios
con desviacion estandar.

Donante PC RCN MP RP-1h EUT
Grupo 1 media 0,2156 0,7806 0,0661
DE 0,1092 0,5383 0,0015
Grupo 2 | media 0,2022 0,1608 0,4646 4,1663 0,0543
DE 0,1141 0,3484 2,4937 0,0230
Grupo 3 media 0,1567 0,3807 0,5135 1,2344 1,3350 0,0742
DE 0,0262 0,2214 0,5700 1,3065 1,2448 0,0311

Tabla 49: Valores de la expresion génica de IL-6 en RNAm mediante RT-PCR en todos los grupos.
Valores medios y desviacidn estandar.
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Resultados

Comparacion estadistica entre qrupos:

En la siguiente tabla mostramos de forma resumida los valores medios de la
expresion génica de IL-6 en todos los grupos, asi como su desviacion estandar, el error

tipico en cada momento, y el intervalo de confianza para la media al 95%.

Intervalo de confianza
Media Destvi.acién Error tipico para la media al 95%
tipica Limite Limite
inferior superior
Donante 1 .
2 0,2022
3 0,1567 0,0262 0,0151 0,0917 0,2217
PC 1 0,2156 0,1092 0,0489 0,0800 0,3513
2 0,1608 0,1141 0,0466 0,0411 0,2805
3 0,3807 0,2214 0,0904 0,1483 0,6131
RCN 1 . . . . .
2 0,4647 0,3484 0,1422 0,0990 0,8303
3 0,5135 0,5700 0,2327 -0,0847  |1,1117
RP1h 1 0,7806 0,5383 0,2197 0,2157 1,3454
2 4,1663 2,4937 1,0180 1,5493 6,7832
3 1,3350 1,2448 0,5082 0,0286 2,6414
EUT 1 0,0662 0,0015 0,0011 0,0528 0,0795
2 0,0543 0,0230 0,0115 0,0177 0,0908
3 0,0742 0,0311 0,0139 0,0357 0,1128

Tabla 50: Estudio descriptivo estadistico de la expresidn génica de IL-6 en todos los grupos.
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Resultados

Grupoly?

Grupo 1 Grupo 2 F p
PC 0,216 0,161 ,654 ,440
RP-1h 0,781 4,166 10,568 ,009
EUT 0,066 0,054 474 ,529

Tabla 51: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de IL-6 entre los grupos 1 y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupoly3

Grupo 1 Grupo 3 F p
PC 0,216 0,381 2,283 ,165
RP-1h 0,781 1,335 1,003 ,340
EUT 0,066 0,074 121 742

Tabla 52: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de IL-6 entre los grupos 1 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupo2y3

Grupo 2 Grupo 3 F p
Donante 0,202 0,157 2,265 271
PC 0,161 0,381 4,675 ,056
RCN 0,465 0,514 ,032 ,861
RP-1h 4,166 1,335 6,192 ,032
EUT 0,054 0,074 1,140 321

Tabla 53: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de IL-6 entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

En el anélisis estadistico comparativo entre grupos encontramos diferencias

estadisticamente significativas a la hora de la reperfusion al comparar el grupo 2 con los

otrs dos grupos.
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Resultados

3.4. TNF-a

Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1 la expresion del TNF-a tiene un pico también en el momento de la
reperfusion del injerto. La media en este periodo es de 1,2131 +0,8490. En el periodo
PC y en el periodo EUT, los valores medios son 0,0475 +0,0240 y 0,0593 +0,0693

respectivamente.

TNF-a en el Grupo 1
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Grafico 51: Valores medios de TNF-a en el grupo 1
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PC RP-1h EUT
1F 0,0343 1,4924
1G 0,0287 1,0241 0,0103
1H 0,0754 0,5345
11 0,0716 2,7686
1J 0,4626
1K 0,0273 0,9967 0,1083
media 0,0475 1,2131 0,0593
Desv. Estandar |0,0240 0,8490 0,0693

Resultados

Tabla 54: Valores de la expresion génica de TNF-a en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 1 en los

diferentes animales
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general:
En el grupo 2 los animales presentan un pico de expresion génica de TNF-a en
el periodo RCN, que se mantiene en el periodo RP-1h, para disminuir hasta casi

normalizarse en el momento de la eutanasia.

Periodo Donante:
De la muestra de control tomada en el animal 2G, el valor de la expresion de

TNF-a fue de 0,0617.

TNF-a en el Grupo 2
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Grafico 52: Curva de los valores de TNF-a en el grupo 2 por animal
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Resultados

Periodo PC:
A los 90 minutos de la parada cardiaca la variacion entre los diferentes animales
se mueve entre cifras muy bajas. En este periodo el valor medio es de 0,0988 +0,1247.

Vemos que el aumento en la expresion de TNF-a en este periodo es minimo.

Periodo RCN:

Tras los 60 minutos de RCN, todos los animales presentan un aumento en la
expresion génica de TNF-a. Los tres animales que presentan un pico mas elevado son
los animales 2F, 2G y 2H, con cifras de 1,1675; 1,1597 y 0,9938 respectivamente. Para
los otros tres animales (2C, 2D y 2E) los valores fueron de 0,5046; 0,0756 y 0,4533

respectivamente. El valor medio de la expresion génica de PCR en este periodo es de

0,7257 £0,4475.
Donante PC RCN RP-1h EUT

2C 0,3447 0,5046 0,5794

2D 0,0274 0,0756 0,3998 0,0599
2E 0,0312 0,4533 0,4304 0,3380
2F 0,1135 1,1675 2,2894 0,0228
2G 0,0617 0,0348 1,1597 1,2873 0,2980
2H 0,0413 0,9938 0,4738

media 0,0617 0,0988 0,7257 0,9100 0,1797
Desv. Estandar 0,1247 0,4475 0,7530 0,1613

Tabla 55: Valores de la expresion génica de TNF-a en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 2 en los
diferentes animales
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Resultados

Periodo RP-1h:

Tras la reperfusion del injerto, la expresion de TNF-o se mantiene elevada, e
incluso aumenta en los animales 2D, 2C, 2F y 2G. En el animal 2E hay una muy leve
disminucion, pero en el animal 2H se produce una disminucion bastante brusca, con un
valor de TNF-a de 0,4738. El valor medio de la expresion génica de TNF-a en este

periodo es de 0,9100 £0,7530.

Periodo EUT:

En el momento de la eutanasia la expresion génica de TNF-a es bastante baja,

con un valor medio de 0,1797 +0,1613.

TNF-a en el Grupo 2
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Grafico 53: Valores medios de TNF-a en el grupo 2
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Resultados

En este grafico podemos observar claramente la evolucion media de la expresion
génica de TNF-a en el grupo 2. Hay un leve aumento tras los 90 minutos de parada
cardiaca, pero el pico de expresion se produce tras los 60 minutos de recirculacion
normotérmica. Este pico se mantiene, e incluso aumenta tras la reperfusion del injerto,
para seguir una evolucion con tendencia a la normalizacién en el momento de la

eutanasia, al 5° dia de seguimiento.
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Grupo 3:

Evolucion general:

Resultados

En el grupo 3 se observa que a nivel general todos los animales siguen un mismo

patrén en cuanto a la expresion génica de TNF-a. En el periodo de RCN se produce un

aumento de los valores de TNF-a en todos los animales, que sigue incrementandose

hasta realizar un pico en el periodo MP. Tras este pico, los valores de TNF-a

disminuyen de forma importante en el periodo RP-1h. Recordemos que ésto mismo

ocurria al analizar la expresién de MCP-1 en este grupo. En el momento de la eutanasia

hay un leve aumento de la expresion de TNF-a en comparacion con el periodo anterior,

aun manteniéndose en valores muy bajos, similares a los otros grupos.
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Grafico 54: Curva de los valores de TNF-a en el grupo 3 por animal
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Resultados

Periodo Donante:
De las tres muestras recogidas en el donante de este grupo, el valor medio de

expresion de TNF-a es de 0,0918 +0,0598.

Periodo PC:
A los 90 minutos de la parada cardiaca existe muy poca variacion de los valores
de TNF-a entre los diferente animales. El valor medio se mantiene bajo, incluso mas

bajo que en el periodo donante, siendo de 0,0751 +0,0419.

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la RCN se produce un incremento en todos lo animales de
la expresion génica de TNF-a. En dos animales el incremento es mas marcado, aunque
de forma absoluta el valor es bastante bajo. Estos animales son 3J y 3K, con unos
valores de TNF-o de 0,3657 y de 0,3252. El valor medio de todo el grupo en este

periodo es de 0,2134 +0,1089.

Donante PC RCN MP RP-1h EUT

3F 0,1210 0,2142 0,6441 0,0228 0,0779
3H 0,1077 0,1345 0,4175 0,0307

3l 0,0420 0,1053 0,1117 0,6133 0,2448 0,2652
3J 0,0752 0,0290 0,3657 0,4288 0,1343 0,1807
3K 0,1581 0,0613 0,3252 0,5031 0,0849 1,4221
3L 0,0263 0,1292 0,8801 0,0319 0,1412
media 0,0918 0,0751 0,2134 0,5811 0,0915 0,4174
Desv. Estandar | 0,0598 0,0419 0,1089 0,1735 0,0864 0,5657

Tabla 56: Valores de la expresion génica de TNF-a en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 3 en los
diferentes animales
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Resultados

Periodo MP:

A las 4 horas de estar el injerto perfundiéndose en la maquina es cuando se
produce el pico de expresion de TNF-a en todos los animales. Este pico es mas marcado
en el animal 3L, con un valor de 0,8801. El valor medio de todo el grupo en este

periodo es de 0,5811 +0,1735.

Periodo RP-1h:
A la hora de la reperfusion del injerto hepatico, la expresion génica de TNF-a
disminuye bruscamente. De hecho, obtenemos un valor medio en este periodo de 0,0915

+0,0864.

Periodo EUT:

En el momento de la eutanasia vuelve a haber un aumento de la expresion de
TNF-0, en comparacion con el periodo previo (RP-1h). Todos los animales presentan
este aumento, aun manteniéndose en cifras absolutas bastante bajas. Existe una hiper-
expresion de TNF- o desproporcionada en el animal 3K, con un valor de 1,4221. El

valor medio de TNF-a en este periodo es de 0,4174 +0,5657.
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Resultados

TNF-a en el Grupo 3
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Grafico 55: Valores medios de TNF-a en el grupo 3

En este grafico podemos observar la evolucion de los valores medios de TNF-a
en el grupo 3. Tal como describiamos por periodos y animales, vemos este aumento
progresivo hasta el pico realizado en el periodo MP. Llama la atencién la disminucién
brusca de TNF-a en el momento de la reperfusion, como si el periodo de perfusion en
maquina de cierta forma “protegiera” frente a la reperfusion. Este fendmeno también lo
observamos previamente al describir la evolucion de la expresion genica de MCP-1 en

este grupo.
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Comparacion entre grupos:

Resultados

En el siguiente grafico esta representada la evolucion de los valores medios de

expresion génica de TNF-a de los 3 grupos.

Es muy interesante observar el pico tan importante sufrido por el grupo 1 en el

periodo RP-1h, en comparacion con los otros grupos que han tenido un periodo

adicional de RCN. Igual de interesante es la diferencia que vemos entre los grupos 2 y 3

en este mismo periodo. El grupo 3 apenas presenta sobre-expresion génica de TNF-a en

este periodo, tras haber tenido un periodo adicional de perfusién en maquina durante 4

horas. Al final del seguimiento, en la eutanasia, también se mantiene una diferencia de

expresion de TNF-a entre estos dos grupos.
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Grafico 56: Evolucion temporal de la expresion génica de TNF-a en los diferentes grupos. Valores
medios con desviacién estandar.
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Resultados

Donante |PC RCN MP RP-1h EUT
Grupo 1 |media 0,0475 1,2131 0,0593
DE 0,0240 0,8490 0,0693
Grupo 2 media 0,0617 0,0988 0,7257 0,9100 0,1797
DE 0,1247 0,4475 0,7530 0,1613
Grupo 3 | media 0,0918 0,0751 0,2134 0,5811 0,0915 0,4174
DE 0,0598 0,0419 0,1089 0,1735 0,0864 0,5657

Tabla 57: Valores de la expresion génica de TNF-a en RNAm mediante RT-PCR en todos los grupos.
Valores medios y desviacion estandar.
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Resultados

Comparacion estadistica entre qrupos:

En la siguiente tabla mostramos de forma resumida los valores medios de la
expresion génica de TNF-a en todos los grupos, asi como su desviacion estandar, el

error tipico en cada momento, y el intervalo de confianza para la media al 95%.

Intervalo de confianza
Media Desivi.acién Error tipico para la media al 95%
tipica Limite Limite
inferior superior
Donante 1
2 0,0617 : . . .
3 0,0918 0,0598 0,0345 -0,0568 0,2403
PC 1 0,0475 0,0240 0,0107 0,0177 0,0772
2 0,0988 0,1247 0,0509 -0,0320 0,2297
3 0,0751 0,0419 0,0171 0,0311 0,1191
RCN 1
2 0,7258 0,4475 0,1827 0,2562 1,1953
3 0,2134 0,1090 0,0445 0,0991 0,3278
RP1h 1 1,2132 0,8490 0,3466 0,3222 2,1041
2 0,9100 0,7530 0,3074 0,1198 1,7002
3 0,0916 0,0864 0,0353 0,0009 0,1823
EUT 1 0,0593 0,0693 0,0490 -0,5633 0,6819
2 0,1797 0,1613 0,0806 -0,0769 0,4363
3 0,4174 0,5657 0,2530 -0,2850 1,1199

Tabla 58: Estudio descriptivo estadistico de la expresion génica de TNF-a en todos los grupos.
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Resultados

Grupoly?

Grupo 1 Grupo 2 F p
PC 0,047 0,099 ,809 ,392
RP-1h 1,213 0,910 428 ,528
EUT 0,059 0,180 ,933 ,389

Tabla 59: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de TNF-a entre los grupos 1y 2, con la

distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Al comparar el grupo 1 y con el grupo 2 no encontramos diferencias

estadisticamente significativas.

Grupoly3

Grupo 1 Grupo 3 F p
PC 0,047 0,075 1,693 ,225
RP-1h 1,213 0,092 10,364 ,009
EUT 0,059 0,417 ,713 ,437

Tabla 60: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de TNF-a entre los grupos 1y 3, con la

distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar el grupo 1 con el grupo 3 encontramos diferencias estadisticamente

significativas en el periodo RP-1h, con una p=0,009.

Grupo2y3

Grupo 2 Grupo 3 F p
Donante 0,062 0,092 ,190 ,706
PC 0,099 0,075 ,195 ,668
RCN 0,726 0,213 7,425 ,021
RP-1h 0,910 0,092 6,996 ,025
EUT 0,180 0,417 ,647 ,448

Tabla 61: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de TNF-a entre los grupos 2 y 3, con la

distribucidn F y el valor p de significacion estadistica
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Resultados

Al comparar el grupo 2 con el grupo 3 encontramos diferencias estadisticamente
significativas en el periodo RCN y en el periodo RP-1h. En el periodo RCN la p es de
0,021y en el periodo RP-1h la p es de 0,025.

En el periodo RCN no deberia existir esta diferencia estadistica puesto que la

metodologia es la misma para ambos grupos hasta este periodo.
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3.5. E-selectina

Grupo 1:

Evolucion general:

Resultados

En el grupo 1 partimos de unos valores medios de E-selectina a los 90 minutos

de la parada cardiaca de 0,0659 +0,0473. Se produce un aumento de los valores de E-

selectina en el momento de la reperfusion , con una media de 0,7169 +0,4358. En la

eutanasia realizada en los dos animales 1G y 1K, el valor medio de E-selectina es de

0,0812 +0,0109.
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Grafico 57: Valores medios de E-selectina en el grupo 1
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PC RP-1h EUT
1F 0,0553 0,5905
1G 0,1358 1,1424 0,0735
1H 0,0247 0,2344
11 0,0891 0,6305
1 0,3642
1K 0,0246 1,3397 0,0889
media 0,0659 0,7169 0,0812
Desv. Estandar |0,0473 0,4358 0,0109

Resultados

Tabla 62: Valores de la expresion génica de E-selectina en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 1 en los

diferentes animales
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general:

En el grupo 2 se mantienen unos niveles bajos de expresion de E-selectina hasta
el momento de la reperfusion, donde se produce un aumento en todos los animales. En
el momento de la eutanasia volvemos a encontrar unos niveles similares a los que

existian previo al trasplante.
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Grafico 58: Curva de los valores de E-selectina en el grupo 2 por animal

Periodo Donante:

En el animal 2G, en el que se tomd una muestra de tejido en el donante,

observamos un valor de E-selectina de 0,0111.
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Resultados

Periodo PC:

A los 90 minutos de la parada cardiaca, todos los animales tienen unos niveles
de expresion génica de E-selectina muy similares. El valor medio en este periodo es de

0,0411 +0,0291.

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la RCN, se produce un leve aumento en la expresion
genética de E-selectina. El nivel medio de expresion en este periodo es de 0,0954

+0,0467.

Periodo RP-1h:

A la hora de la reperfusion se produce un incremento importante en todos los
animales de este grupo. El animal 2E es el que realiza el pico de expresién mas acusado,

con un valor de 2,8174. Para el conjunto del grupo, el valor medio es de 1,6668

+0,9456.
Donante PC RCN RP-1h EUT

2C 0,0265 0,0944 0,3447

2D 0,0094 0,0771 0,8377 0,0195
2E 0,0363 0,0944 2,8174 0,0528
2F 0,0918 0,1124 2,3970 0,1521
2G 0,0111 0,0270 0,0253 2,0679 0,0861
2H 0,0557 0,1687 1,5363

media 0,0111 0,0411 0,0954 1,6668 0,0776
Desv. Estandar 0,0291 0,0467 0,9456 0,0566

Tabla 63: Valores de la expresion génica de E-selectina en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 2 en los
diferentes animales
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Resultados

Periodo EUT:

En el mometo de la eutanasia, la expresion de E-selectina vuelve a estar en
niveles similares a los previos al trasplante. Hay una disminucion de la expresion génica

en todos los animales, con un valor medio de 0,0776 +0,0566.
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Grafico 59: Valores medios de E-selectina en el grupo 2

En este gréfico vemos la evolucion de los valores medios de la expresion génica
de E-selectina en el grupo 2. El pico que se produce a la hora de la reperfusion del

injerto es considerable, para volver posteriormente a niveles similares a los previos.

227



Grupo 3:

Evolucion general:

Resultados

En el grupo 3, aunque no observemos un patrén idéntico en todos los animales,

si que hay una tendencia general. Esta es la misma que observamos al analizar la

expresion de MCP-1 y TNF-a. Ocurre también con la E-selectina un aumento en la

expresion en el periodo MP (a las 4 horas de estar el injerto perfundiéndose en la

maquina ex —situ a 37°C con sangre oxigenada), para disminuir posteriormente en el

periodo RP-1h. En este momento, la expresion de E-selectina es muy baja.
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Grafico 60: Curva de los valores de E-selectina en el grupo 3 por animal
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Resultados

Periodo Donante:
En las muestras tomadas en el donante en los animales 31, 3J y 3K, el valor

medio de expresion de E-selectina es de 0,0180 +0,0099.

Periodo PC:
A los 90 minutos de la parada cardiaca, tal como ocurre en los otros grupos, la
expresion de E-selectina se ve aumentada, pero manteniéndose en unos niveles bajos. El

valor medio en este periodo es de 0,0618 +0,0406.

Periodo RCN:

A los 60 minutos de la RCN, la expresion génica de E-selectina continla
aumentando, aunque manteniéndose también en niveles bajos. El valor medio es de
0,0984 +0,1068. Existe un animal, 3K que presenta unos niveles mucho mas altos que el

resto de su grupo. El valor de E-selectina en este animal es de 0,2837.

Donante PC RCN MP RP-1h EUT

3F 0,1029 0,0800 0,6124 0,1443 0,2531
3H 0,0434 0,0290 0,2846 0,1003

3l 0,0182 0,0564 0,1638 0,1045 0,1201 0,1096
3J 0,0080 0,0293 0,0127 0,2503 0,0771 0,0879
3K 0,0279 0,1194 0,2837 0,2683 0,1758 0,1407
3L 0,0192 0,0212 3,9147 0,3836 0,0974
media 0,0180 0,0618 0,0984 0,9058 0,1669 0,1377
Desv. Estandar | 0,0099 0,0406 0,1068 1,4835 0,1116 0,0675

Tabla 64: Valores de la expresion génica de E-selectina en RNAm mediante RT-PCR en el grupo 3 en los
diferentes animales
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Resultados

Periodo MP:

A las 4 horas de estar el injerto perfundiéndose en la maquina ex -situ es cuando
encontramos un incremento notable en la expresion génica de E-selectina. Esto se
produce en todos los animales excepto en el animal 3K y 3l, que disminuyen
sensiblemente su nivel de expresion génica a valores de 0,1045 y 0,2683
respectivamente. En este periodo MP, el animal 3L presenta un pico muy acentuado,
con un valor de 3,9147; esta sobre-expresion podria deberse a las mismas causas
técnicas que las observadas en el animal 2F a la hora de la reperfusion respecto a la
medicion de expresion génica de caspasa-3, ya que observamos que los valores
anteriores y posteriores en este mismo animal no difieren tampoco respecto a los valores
del resto de animales del mismo grupo. El valor medio de expresion de E-selectina en

todo el grupo 3 en este periodo MP es de 0,9058 +1,4835.

Periodo RP-1h:
A la hora de la reperfusion del injerto se produce una disminucién de la
expresion de E-selectina en todos los animales. Asi, el valor medio en este periodo es de

0,1669 +0,1116.

Periodo EUT:
En el momento de la eutanasia al 5° dia, existe una disminucion de la expresién
de E-selectina en todos los animales, excepto en el animal 3F, que aumenta a 0,2531. El

valor medio para todo el grupo en este periodo es de 0,1377 £0,0675.
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Resultados

E-selectina en el Grupo 3
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Grafico 61: Valores medios de E-selectina en el grupo 3

En el grafico de los valores medios vemos claramente lo que hemos expuesto
previamente: este incremento en la expresion génica de E-selectina en el periodo MP,
para después disminuir considerablemente en el momento de la reperfusion hepatica,

obteniendo unos valores que no observamos en los grupos 1y 2 en este periodo.
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Resultados

Comparacion entre grupos:

Al comparar los tres grupos observamos el mismo fendmeno que ocurre al
analizar la expresion de MCP-1 y de TNF-a. Como cabe esperar, no observamos
grandes diferencias en los periodos de donante, parada cardiaca y RCN. Pero en el
grupo 3, tras haber estado los injertos hepaticos 4 horas perfundiéndose en maquina, en
el momento de la reperfusion de este injerto la repercusion en la expresion génica de E-
selectina es minima, si lo comparamos con el grupo 2 que no tiene el periodo adicional
de perfusion ex—situ en maquina. En el momento de la eutanasia, la expresion génica de

E-selectina es muy baja para todos los animales de cualquier grupo.
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Grafico 62: Evolucidn temporal de la expresion génica de E-selectina en los diferentes grupos. Valores
medios con desviacion estandar.
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Resultados

Donante |PC RCN MP RP-1h EUT
Grupo 1 media 0,0659 0,7169 0,0812
DE 0,0473 0,4358 0,0109
Grupo 2 media 0,0111 0,0411 0,0954 1,6668 0,0776
DE 0,0291 0,0467 0,9456 0,0566
Grupo 3 media 0,0180 0,0618 0,0984 0,9058 0,1669 0,1377
DE 0,0099 0,0406 0,1068 1,4835 0,1116 0,0675

Tabla 65: Valores de la expresiéon génica de E-selectina en RNAm mediante RT-PCR en todos los
grupos. Valores medios y desviacién estandar.
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Comparacion estadistica entre qrupos:

En la siguiente tabla mostramos de forma resumida los valores medios de la
expresion génica de E-selectina en todos los grupos, asi como su desviacion estandar, el

error tipico en cada momento, y el intervalo de confianza para la media al 95%.

Intervalo de confianza para
Media Des:vi.acién Error tipico la media al 95%
tipica Limite Limite
inferior superior
Donante 1
2 0,0111
3 0,0180 0,0100 0,0057 -0,0067 0,0428
PC 1 0,0659 0,0473 0,0211 0,0072 0,1246
2 0,0411 0,0291 0,0119 0,0106 0,0716
3 0,0618 0,0406 0,0166 0,0191 0,1044
RCN 1
2 0,0954 0,0467 0,0191 0,0464 0,1444
3 0,0984 0,1068 0,0436 -0,0137 0,2105
RP1h 1 0,7170 0,4358 0,1779 0,2596 1,1743
2 1,6668 0,9456 0,3860 0,6745 2,6591
3 0,1669 0,1116 0,0455 0,0498 0,2840
EUT 1 0,0812 0,0109 0,0077 -0,0166 0,1790
2 0,0776 0,0566 0,0283 -0,0124 0,1677
3 0,1377 0,0675 0,0302 0,0539 0,2215

Tabla 66: Estudio descriptivo estadistico de la expresidn génica de E-selectina en todos los grupos.
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Grupoly?

Grupo 1 Grupo 2 F p
PC 0,066 0,041 1,145 0,312
RP-1h 0,717 1,667 4,994 0,049
EUT 0,081 0,078 0,007 0,937

Tabla 67: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de E-selectina entre los grupos 1y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupoly3

Grupo 1 Grupo 3 F p
PC 0,066 0,062 0,024 0,879
RP-1h 0,717 0,167 8,972 0,013
EUT 0,081 0,138 1,245 0,315

Tabla 68: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de E-selectina entre los grupos 1y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacién estadistica

Grupo2y3

Grupo 2 Grupo 3 F p
Donante 0,0111 0,018 0,364 0,608
PC 0,0411 0,0618 1,026 0,335
RCN 0,0954 0,0984 0,004 0,951
RP-1h 1,6668 0,1669 14,892 0,003
EUT 0,0776 0,1377 2,020 0,198

Tabla 69: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de E-selectina entre los grupos 2y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar

los diferentes grupos entre si,

encontramos diferencias

estadisticamente significativas en el momento de la reperfusion hepatica.

235



Resultados

4. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS PARAMETROS OBTENIDOS DE

SUERO

4.1. ELISA: Factor de vonWillebrand (VWF)

Factor de von Willebrand:

Es una glicoproteina presente en el plasma sanguineo y producida esencialmente por el
endotelio vascular, los megacariocitos y el tejido conectivo subendotelial. EI VWF es un
marcador de dafio endotelial, incrementandose en plasma cuando existe una lesion
endotelial. En los mecanismos de isquemia-reperfusion hay una activacion y lesion de
las células endoteliales sinusoidales, lo que se traduce en un aumento en la expresion de

moléculas de adhesion, entre las que se encuentra el factor de vonWillebrand.
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Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1 existe un aumento progresivo del VWF en suero desde el momento
de la reperfusion. Todos los animales tienen este incremento hasta el momento de su

fallecimiento, en las primeras 33 horas.

VWF en el Grupo 1
14
12 X
'_|10 %A —1F
-
‘Ea 3 e e —=-1G
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Donante Rec. 1h 3h 6h 12h 24h
basal

Grafico 63: Curva de los valores de Factor de vonWillebrand en el grupo 1 por animal

Los tres animales que sobreviven 24 horas, los animales 1H, 1J y 1K, presentan
en el momento de su fallecimiento cifras de VWF de 10,71; 12,23 y 3,80 pg/mL

respectivamente.
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Donante Ejgél 1th  |3h |6h |12h |24h
1F 3,45 3,23 1,71 4,12
1G 5,82 3,93 1,34 3,49 4,81
1H 4,79 3,84 3,18 4,74 9,36 8,34 10,71
11 5,86 5,28 5,15 8,38 7,95 10,73 12,23
1J 3,00 2,18 1,87
1K 3,27 3,34 1,65 1,88 3,41 3,43 3,80
media | 4,4 3,6 2,5 4,5 6,4 7,5 8,9
DE 1,3 1,0 1,5 2,4 2,7 3,7 45
EE 0,6 0,5 0,7 1,2 1,6 2,6 3,2

Tabla 70: Valores de Factor de vonWillebrand en suero mediante ELISA en el grupo 1

[ng/ml]

Evolucion media del vWF en el Grupo 1
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Grafico 64: Valores medios de Factor de vonWillebrand en suero en el grupo 1
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Grupo 2:

Evolucion general:

Resultados

En el grupo 2 la evolucion general de la concentracion de VWF en suero es muy

heterogénea. No sigue ningun patron comun, por lo que describiremos la evolucion

diferenciada por animal de manera individual.

vWF en el Grupo 2
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vWF (ng/mL)
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Grafico 65: Curva de los valores de Factor de vonWillebrand en el grupo 2 por animal

Los animales 2G y 2H son los que mantienen unos valores mas estables a lo

largo de la evolucidn, sin apenas variaciones, permaneciendo en valores entre 2 y 4

pug/mL durante toda el seguimiento post-trasplante (hasta el 3° dia en el caso del animal

2H, cuando fallece).
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El animal 2E presenta un pico de 11,98 pg/mL en la determinacion basal en el
receptor, para disminuir posteriormente tras la reperfusion, a 3,74 pg/mL, y presentar
posteriormente una evolucion ascendente. Realiza un pico de 18,62 pug/mL a las 12
horas tras la reperfusion. Tras este pico, hay una disminucion, hasta estabilizarse desde
el 2° dia en cifras que oscilan entre 10 y 12 pg/mL hasta el 5° dia.

El animal 2D presenta unos valores maximos de VWF en el donante basal y a las
6 horas tras la reperfusion, siendo aqui de 11,84 pug/mL. A continuacion, el valor de
VWF en suero en este animal disminuird para mantenerse entre 4 y 6 pg/mL hasta el 5°
dia de seguimiento.

El animal 2F presenta una disminucion del valor de VWF tras la reperfusion
hasta las 3 horas, siendo en ese momento de 3,66 pug/mL. Posteriormente presenta un
aumento continuo, con un pico de 10,18 pg/mL a las 12 horas. El valor de VWF
disminuye a 5,53 a las 24 horas, para volver a tener una rapida evolucién en ascenso al
2° dia, y estabilizarse hasta el 5° dia, donde presenta un valor de VWF de 11,27 pug/mL.

El animal 2C presenta unos valores de VWF en descenso hasta las 24 horas tras
la reperfusion. A partir de este momento realiza el primero de los 2 picos que presenta
en su evolucion. Estos son al 2° y al 4° dia, con unos valores de 14,33 y 15,31 pg/mL.
Llama la atencion tanto el aumento brusco como su disminucion brusca en estos dos

picos, pasando a 5,35 y 4,59 pg/mL al 3° y al 5° dia respectivamente.
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Donante | RCN E:SCAI th  |3h |eh |12h |24h |2d |3d |4d |5d
2C 3,18 3,81 9,77 5,49 4,74 5,04 14,33 |5,35 15,31 | 4,59
2D 10,72 2,92 5,53 11,84 |4,98 6,09 5,42 6,65 4,11 5,27
2E 511 3,51 11,98 |3,74 7,68 15,53 18,62 |13,05 |11,73 (11,25 [9,91 11,94
2F 577 7,73 6,01 3,66 5,62 10,18 |5,53 11,63 |11,83 (13,47 (11,27
2G 4,23 3,03 4,43 2,77 3,62 3,95 3,00 2,84 3,16 3,10 3,00 2,92
2H 3,16 2,29 3,39 3,52 3,21 3,36 2,48 3,25 3,54 3,37
media | 5,4 2,9 57 4,3 5,6 7,6 7,3 6,0 8,3 6,9 9,2 7,2
DE 2,8 0,6 3,5 1,4 3,0 4,9 6,2 3,7 4.8 3,8 55 4,1
EE 1,2 0,3 1.4 0,6 1,2 2,0 2,5 1,5 2,0 1,6 2,5 1,8

Tabla 71: Valores de Factor de vonWillebrand en suero mediante ELISA en el grupo 2

VWF en el Grupo 2

25 4

[ug/mL]
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Grafico 66: Valores medios de Factor de vonWillebrand en suero en el grupo 2
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El gréafico de los valores medios nos permite observar entre qué cifras de VWF se
encuentran los animales de este grupo, a pesar de la importante dispersion entre

animales. Vemos que la mayoria del tiempo presentan cifras entre 5y 10 pg/mL.
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Grupo 3:

Evolucion general:

Resultados

En el grupo 3, todos los animales excepto uno presentan una evolucion muy

homogénea durante los 5 dias de seguimiento. Desde el momento del trasplante todos

los animales, excepto el animal 3F, presentan cifras en suero de VWF entre 3y 5 pg/mL,

hasta el momento de la eutanasia al 5° dia..

25

vWF en el Grupo 3
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vWF (ng/mL)
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Grafico 67: Curva de los valores de Factor de vonWillebrand en el grupo 3 por animal
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El animal 3F presenta un aumento continuo del VWF tras la reperfusion, hasta

realizar el pico maximo a las 24 horas. El pico es de 19,76 pg/mL. Posteriormente ira

disminuyendo, hasta llegar al 5° dia a un valor de 10,06 pg/mL.

Donante | RCN Ej;l th  [3n  |eh  |12h |24h |2d |3d |4d |5d
3F 5,94 1,73 6,34 5,31 9,22 12,81 (19,76 |15,13 |12,25 |13,27 |10,06
3H 7,39 2,06 5,24
3l 3,77 2,05 4,43 3,41 3,31 3,95 3,85 4,15 3,91 4,76 4,06 4,39
3J 4,33 2,46 3,37 3,18 4,15 3,76 4,78 5,42 4,63 4,45 3,00
3K 3,04 2,39 3,67 2,86 3,58 4,46 4,18 5,30 4,27 3,28 3,18 4,34
3L 3,24 1,72 2,86 2,33 2,91 3,73 3,85 3,98 3,22 3,21 3,64 3,42
media | 4,6 2,1 4,3 2,9 39 5,0 6,2 7,6 6,4 5,6 57 5,0
DE 1,7 0,3 1,3 0,5 0,9 2,4 4.4 6,8 5,0 3,8 4,2 2,9
EE 0,7 0,1 0,5 0,2 0,4 1,0 1,8 2,8 2,0 15 1,7 1,2

Tabla 72: Valores de Factor de vonWillebrand en suero mediante ELISA en el grupo 3

vWF en el Grupo 3
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Grafico 68: Valores medios de Factor de vonWillebrand en suero en el grupo 3
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Comparacién entre grupos:

El grupo 1 sigue una evolucion media en ascenso hasta el fallecimiento de los
animales de este grupo a las 24 horas. Para los grupos 2 y 3, el valor medio a partir de

las 48 horas tras el trasplante es siempre superior en el grupo 2 respecto al grupo 3.

Evolucion de vWF
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& o
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Grafico 69: Evolucion temporal del factor de vonWillebrand en los diferentes grupos.
Rec.
Donante | RCN 1lh 3h 6h 12h [(24h |2d 3d 4d
basal
Grupo 1l |media |44 3,7 25 |45 |64 |75 (8,9
DE 1,3 1,0 1,5 2,4 2,7 3,7 4.5
Grupo 2 |media 54 2,9 5,7 4,3 5,6 7,6 7,3 6,0 8,3 6,9 9,2 7,2
DE 2,8 0,6 3,5 1,4 3,0 4,9 6,2 3,7 4.8 3,8 5,5 4,1
Grupo 3 [media |4,6 2,1 4.3 2,9 3,9 5,0 6,2 7,6 6,4 5,6 5,7 5,0
DE 1,7 0,3 1,3 0,5 0,9 2,4 4.4 6,8 5,0 3,8 4,2 2,9

Tabla 73: Valores de Factor de vonWillebrand mediante ELISA en todos los grupos. Valores medios y

desviacion estandar.
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Comparacion estadistica entre qrupos:

Intervalo de confianza

Media Des,vi.acién Igrror pa(a I_a media a}l 95%
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Donante 1 4,3650 1,29863 ,53016 3,0022 5,7278
2 5,3617 2,82239 1,15224 2,3997 8,3236
3 4,6183 1,71013 ,69816 2,8237 6,4130
RCN 1 . . . . .
2 2,9433 ,61460 ,35484 1,4166 4,4701
3 2,0683 ,31403 ,12820 1,7388 2,3979
Rec Basal 1 3,6333 1,02011 ,41646 2,5628 4,7039
2 5,7100 3,51591 1,43537 2,0203 9,3997
3 4,3183 1,29580 ,52901 2,9585 5,6782
1lh 1 2,4833 1,45412 ,59364 ,9573 4,0093
2 4,3140 1,38735 ,62044 2,5914 6,0366
3 2,9450 46794 ,23397 2,2004 3,6896
3h 1 4,5220 2,40512 1,07560 1,5356 7,5084
2 5,5880 2,96271 1,32497 1,9093 9,2667
3 3,8520 ,93135 ,41651 2,6956 5,0084
6h 1 6,3825 2,74658 1,37329 2,0121 10,7529
2 7,6317 4,90977 2,00440 2,4792 12,7842
3 5,0240 2,36380 1,05712 2,0890 7,9590
12 h 1 7,5000 3,72179 2,14877 -1,7454 16,7454
2 7,3333 6,16585 2,51720 ,8627 13,8040
3 6,1725 4,42773 2,21387 -,8730 13,2180
24 h 1 8,9133 4,49302 2,59405 -2,2479 20,0746
2 5,9667 3,69850 1,50991 2,0853 9,8480
3 7,5940 6,82119 3,05053 -,8756 16,0636
2 dias 1 . . . . .
2 8,3017 4,82879 1,97135 3,2342 13,3692
3 6,3900 4,95031 2,21385 ,2434 12,5366
3 dias 1 . . . . .
2 6,9250 3,81024 1,55552 2,9264 10,9236
3 5,6260 3,77360 1,68760 ,9405 10,3115
4 dias 1 . . . . .
2 9,1600 5,48656 2,45366 2,3475 15,9725
3 5,7200 4,24703 1,89933 ,4466 10,9934
5 dias 1
2 7,1980 4,11971 1,84239 2,0827 12,3133
3 5,0420 2,86788 1,28255 1,4811 8,6029

Tabla 74: Estudio descriptivo estadistico de vWF en suero en todos los grupos.

246

Resultados



Resultados

En la tabla de la pagina anterior mostramos de forma resumida los valores
medios del factor de vonWillebrand en todos los grupos, asi como su desviacion
estandar, el error tipico en cada momento, y el intervalo de confianza para la media al

95%.
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Grupoly?2
Grupo 1 |Grupo 2 |F p

Donante 4.4 54 ,617 ,450
Rec basal 3,6 5,7 1,931 ,195
RP-1h 2,5 4,3 4,502 ,063
3h 4,5 5,6 ,390 ,550
6h 6,4 7,6 ,209 ,660
12h 7,5 7,3 ,002 ,967
24h 8,9 6,0 1,118 ,326

Resultados

Tabla 75: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de factor de vonWillebrand entre los grupos

1y 2, con la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Grupoly3
Grupo 1 |Grupo 3 |F p

Donante 4,4 4,6 ,084 778
Rec basal 3,6 4,3 1,035 ,333
RP-1h 2,5 2,9 ,364 ,563
3h 4,5 3,9 337 577
6h 6,4 5,0 ,638 451
12h 7,5 6,2 ,175 ,693
24h 8,9 7,6 ,086 779

Tabla 76: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de factor de vonWillebrand entre los grupos

1y 3, con la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar el grupo 1 con los otros dos grupos no encontramos ninguna

diferencia estadisticamente significativa, a pesar de las diferencias numéricas de las

medias.
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Grupo2y3
Grupo 2 [Grupo 3 |F p

Donante 54 4,6 ,304 ,593
RCN 2,9 2,1 8,585 ,022
Rec basal 5,7 4,3 ,828 ,384
RP-1h 4,3 2,9 3,489 , 104
3h 5,6 3,9 1,562 247
6h 7,6 5,0 1,168 ,308
12h 7,3 6,2 ,104 , 755
24h 6,0 7,6 ,255 ,625
2 dias 8,3 6,4 418 ,534
3 dias 6,9 5,6 ,320 ,586
4 dias 9,2 5,7 1,229 ,300
5 dias 7,2 5,0 ,922 ,365

Tabla 77: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de factor de vonWillebrand entre los grupos
2y 3, con la distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar los grupos 2 y 3, unicamente encontramos diferencias
estadisticamente significativas tras el periodo de RCN, con una p=0,022. En el resto de
la evolucidn, aungue las diferencias numeéricas entre las medias son bastante evidentes,

sobre todo al 4° y 5° dias, no existe significacion estadistica.
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4.2. TBars: Thiobarbiturate reactive substances

Son productos finales de bajo peso molecular, cuyo principal componente es el
malondialdehido (MDA), que se forma durante la descomposicion de los productos de
la peroxidacion lipidica. La concentracion en plasma o en orina de los Thars es utilizada
como un indice de la peroxidacion lipidica y reflejo del estrés oxidativo. La
peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos. Este es el
proceso por el cual los radicales libres se aduefian de electrones procedentes de los
lipidos de las membranas celulares, llevando al dafio celular y a la necrosis celular. Los
productos iniciales en las células vivas son los radicales libres de oxigeno, generados
durante la isquemia. Tras la reperfusion, el oxigeno induce la peroxidacion lipidica. La
medicion de los Thars es un reflejo del nivel de peroxidacién de la membrana

plasmatica, lo que equivale al estrés oxidativo generado durante la isquemia.
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Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1 observamos una curva similar en todos los animales, con un
aumento progresivo del valor de Thars en todos ellos hasta el fallecimiento en las

primeras 33 horas.
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Grafico 70: Curva de los valores de TBars en el grupo 1 por animal
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Donante E:;I 1th |3 |eh |12h |24h
1F 2,54 2,58 1,20
1G 1,28 2,62 1,34 1,96 2,09
1H 0,92 1,48 0,71 1,78 2,38 2,80 4,15
11 1,23 1,02 1,22 1,75 2,34 4,69 5,35
1J 2,69 2,56 1,12 0,88
1K 0,75 1,42 1,39 1,79 2,25 2,87 2,43
media | 1,569 1,947 11,164 |1,632 (2,265 |3,453 |3,977
DE 0,836 0,719 (0,243 0,428 |0,129 (1,072 (1,468

Tabla 78: Valores de TBars en suero en el grupo 1

TBars (UM/L)
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Grafico 71: Valores medios de TBars en suero en el grupo 1

Resultados

En el grafico de valores medios vemos claramente esta evolucion en ascenso

continuo previo al fallecimiento de los animales, siendo de 3,977 UM/L a las 24 horas.
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Grupo 2:

Evolucion general:

En el grupo 2, los valores de TBars no siguen un patrén comun en la evolucion

de cada experimento.

Asi, los animales 2E y 2F presentan un aumento tras la reperfusién hasta
presentar un pico a las 24 horas, de 4,20 y 3,21 UM/L respectivamente. Posteriormente
los Thars irdn en descenso continuo, para estabilizarse al 3° dia, hasta el momento de la
eutanasia al 5° dia, donde presentan unos valores similares al resto de animales del

grupo, siendo de 1,98 y de 2,04 UM/L respectivamente.

TBarsen el Grupo 2
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Grafico 72: Curva de los valores de TBars en el grupo 2 por animal
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El resto de los animales del grupo que llegan al 5° dia no sufren grandes
variaciones en los valores de TBars, manteniéndose durante casi toda la evolucién con

cifras por debajo de 2 UM/L.

Llama la atencién que el animal 2H, que es el Unico que fallece en este grupo se

mantiene durante toda la evolucion con las cifras mas bajas de TBars.

Donante | RCN E:SC{;II th  |3h |eh |12h |24h |2d |3d |4d |sd

2C 1,32 0,90 2,27 1,63 1,99 2,05 1,36 1,25 1,39 1,69 2,37
2D 1,80 1,05 1,53 1,49 1,67 1,61 1,64 1,35 1,33 0,55 1,54 1,38
2E 1,66 1,11 1,42 1,07 1,69 2,44 3,74 4,20 3,19 1,96 2,40 1,98
2F 2,04 1,64 1,23 1,51 2,00 3,12 3,21 1,64 1,80 1,71 2,04
2G 1,88 1,12 1,95 0,63 1,24 1,99 2,95 2,29 1,36 1,76 1,59 2,22
2H 1,44 0,77 2,10 1,04 1,50 1,26 1,35 1,23 1,40 1,40

media | 1,690 0,990 (1,818 |1,092 |1,540 [1,882 |2,475 |2,273 |1,695 |[1,477 |1,786 |1,998
DE 0,272 0,151 (0,339 |0,314 |0,167 |0,402 |0,937 |1,214 |0,744 |0,508 |0,350 |0,378

Tabla 79: Valores de TBars en suero en el grupo 2

En el grafico de valores medios del grupo vemos el pico que sefialamos a las 12
horas tras la reperfusion, con una disminucion posterior. Se produce después un
aumento en los 2 Gltimos dias de seguimiento. El pico medio de las 12 horas es de 2,475

UM/L y el valor medio de TBars al 5° dia de seguimiento es de 1,998 UM/L.
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TBars en el Grupo 2
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Grafico 73: Valores medios de TBars en suero en el grupo 2
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Grupo 3:

Evolucion general:

En el grupo 3, podemos observar que la RCN provoca una disminucion de Thars
en suero en todos los animales. La evolucion posterior en el trasplante presenta
variaciones entre animales, pero manteniéndose en un rango durante su evolucién post-

operatoria con ciertas variaciones.
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Grafico 74: Curva de los valores de TBars en el grupo 3 por animal
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Resultados

Tras el implante del injerto hepatico en el receptor se produce un aumento de los
TBars en los animales, que realizan una serie de picos durante su evolucion, de forma
heterogénea. Al final de los 5 dias, los TBars estan comprendidos en un rango entre

1,38y 2,56 UM/L.

Donante | RCN th:scél 1th |3h |eh |12h [24h |2d |3d |4d |5d
3F  |211 099 |1,73 1,89 |2:83 |289 |1,91 |273 |1,75 |2,10 |2,94 |1,38
3H |o,96 0,76 | 0,99
3l 2,07 0,72 |1,49 1,27 (191 |164 (1,81 |155 (1,47 |152 |1,36 |1,47
33 233 0,89 [1,63 |131 |124 |142 1,35 |1,09 |1,60 |1.64 |1,59
3K 1,46 0,35 |1,74 1,27 {152 |1,30 (1,32 |2,45 |1,45 |1,68 |1,50 |1,61
3L [193 089 |1,94 |158 |1,83 |1,75 [1,94 |1,95 |151 |2,30 230 |2,56
media| 1,810 0,767 | 1,587 |1,444 1,866 |1,800|1,745(1,946|1,454 (1,840 |1,948 |1,722
DE [0507 |0,226|0,327 |0,292 | 0,601 | 0,635 | 0,289 | 0,540 | 0,236 | 0,341 | 0,661 | 0,478

Tabla 80: Valores de TBars en suero en el grupo 3

En el gréafico de los valores medios vemos que los valores de TBars se
mantienen estables, por debajo de 1,5 UM/L hasta las 3 horas tras la reperfusion del
injerto. En la evolucion posterior los valores medios se mantienen estables en un rango

entre 1,5y 2 UM/L, sin presentar ningun pico.

TBars en el Grupo 3

TBars (UM/L)

Grafico 75: Valores medios de TBars en suero en el grupo 3
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Comparacién entre grupos:

Resultados

Evolucion de TBars

2,0 M Grupo 1

TBars (UM/L)
hJ
n

1,5 - - m Grupo 2

Grupo 3

Grafico 76: Evolucion temporal de TBars en suero en los diferentes grupos.

Al comparar los diferentes grupos vemos que no existen muchas diferencias

entre los valores medios de los grupos 2 y 3. En el grupo control (1), el aumento es

continuo hasta el fallecimiento de todos sus animales en las primeras 33 horas. El grupo

2 realiza un pico a las 12-24 horas para disminuir posteriormente. A partir del 2° dia

post-trasplante los grupos 2 y 3 mantienen cifras similares, hasta el momento de la

eutanasia, en el que el valor de TBars en el grupo 2 es levemente superior al del grupo 3

(1,998 versus 1,722).
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Resultados

Rec.

Donante |RCN | " |1h [3h |6h |12h |24h |2d (3d |4d |5d
Grupo 1 | media |1,569 1,947 |1,164 [1,632 | 2,265 3,453 |3,977
DE  |0,836 0,719 [0,243 {0,428 {0,129 | 1072 | 1,468
Grupo 2 | media | 1,690 0,990 | 1,818 | 1,092 | 1,540 | 1,882 | 2,475 |2,273 | 1,695 | 1,477 | 1,786 | 1,998
DE  |o0,272 0,151 | 0,339 | 0,314 | 0,167 | 0,402 | 0,937 |1,214 | 0,744 | 0,508 | 0,350 | 0,378
Grupo 3 | media | 1,810 0,767 | 1,587 | 1,444 | 1,866 |1,800 | 1,745 |1,946 | 1,454 | 1,840 |1,948 | 1,722
DE  |o0,507 0,226 | 0,327 | 0,292 | 0,601 | 0,635 | 0,289 |0,540 | 0,236 | 0,341 | 0,661 | 0,478

Tabla 81: Valores de TBars en suero en todos los grupos. Valores medios y desviacion estandar.
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Comparacion estadistica entre qrupos:

Intervalo de confianza

. Desviacién |  Error para la media al 95%
Media . P
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Donante 1 1,5683 ,83545 ,34107 ,6916 2,4451
2 1,6900 ,27240 , 11121 1,4041 1,9759
3 1,8100 ,50742 ,20716 1,2775 2,3425
RCN 1 . . . . .
2 ,9900 ,15116 ,06760 ,8023 1,1777
3 , 7667 ,22633 ,09240 ,5291 1,0042
Rec Basal 1 1,9467 , 71896 ,29352 1,1922 2,7012
2 1,8183 ,33891 ,13836 1,4627 2,1740
3 1,5867 ,32745 ,13368 1,2430 1,9303
1h 1 1,1633 24271 ,09908 ,9086 1,4180
2 1,0920 ,31388 ,14037 , 7023 1,4817
3 1,4440 ,29186 ,13052 1,0816 1,8064
3h 1 1,6320 ,42833 ,19156 1,1002 2,1638
2 1,5400 ,16733 ,06831 1,3644 1,7156
3 1,8660 ,60086 ,26871 1,1199 2,6121
6h 1 2,2650 ,12871 ,06436 2,0602 2,4698
2 1,8817 ,40236 ,16426 1,4594 2,3039
3 1,8000 ,63455 ,28378 1,0121 2,5879
12h 1 3,4533 1,07156 ,61866 , 7914 6,1152
2 2,4750 ,93652 ,38233 1,4922 3,4578
3 1,7450 ,28873 ,14437 1,2856 2,2044
24 h 1 3,9767 1,46770 ,84738 ,3307 7,6226
2 2,2733 1,21367 ,49548 ,9997 3,5470
3 1,9460 ,54044 ,24169 1,2749 2,6171
2 dias 1 . ) . . .
2 1,6950 , 74412 ,30378 ,9141 2,4759
3 1,4540 ,23639 ,10572 1,1605 1,7475
3 dias 1 . . . . .
2 1,4767 ,50804 ,20741 ,9435 2,0098
3 1,8400 ,34088 ,15245 1,4167 2,2633
4 dias 1 . . . . .
2 1,7860 ,35033 , 15667 1,3510 2,2210
3 1,9480 ,66130 ,29574 1,1269 2,7691
5 dias 1 . . .
2 1,9980 ,37805 , 16907 1,5286 2,4674
3 1,7220 ATT67 ,21362 1,1289 2,3151

Tabla 82: Estudio descriptivo estadistico de TBars en suero en todos los grupos.
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Grupoly?2
Grupo 1 Grupo 2 F p

Donante 1,569 1,690 ,115 742
Rec. Basal |1,947 1,818 ,156 ,701
1h 1,164 1,092 ,181 ,680
3h 1,632 1,540 ,238 ,638
6h 2,265 1,882 3,284 ,108
12h 3,453 2,475 2,005 ,200
24 h 3,977 2,273 3,480 ,104

Resultados

Tabla 83: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de TBars entre los grupos 1 y 2, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Entre el grupo 1 y el grupo 2 no encontramos diferencias estadisticamente

significativas. Tan sélo diferencias numéricas entre sus valores medios en todas las

determinaciones realizadas tras el implante.

Grupoly3
Grupo 1 Grupo 3 F p

Donante 1,569 1,810 ,367 ,558
Rec. Basal |1,947 1,587 1,246 ,290
1lh 1,164 1,444 3,044 ,115
3h 1,632 1,866 ,503 ,498
6 h 2,265 1,800 2,026 ,198
12h 3,453 1,745 9,823 ,026
24 h 3,977 1,946 8,471 ,027

Tabla 84: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de TBars entre los grupos 1 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica
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Resultados

Entre el grupo 1 y el grupo 3 si que encontramos diferencias estadisticamente

significativas, a las 12 y a las 24 horas tras el implante. En estos dos periodos, la p es de

0,026 y 0,027 respectivamente.

Grupo2y3
Grupo 2 Grupo 3 F p

Donante 1,690 1,810 ,260 ,621
RCN 0,990 0,767 3,523 ,093
Rec. Basal |1,818 1,587 1,450 ,256
1lh 1,092 1,444 3,372 ,104
3h 1,540 1,866 1,647 ,231
6 h 1,882 1,800 ,068 ,801
12h 2,475 1,745 2,207 ,176
24 h 2,273 1,946 ,308 ,592
2 dias 1,695 1,454 476 ,507
3 dias 1,477 1,840 1,846 ,207
4 dias 1,786 1,948 ,234 ,641
5 dias 1,998 1,722 1,026 ,341

Tabla 85: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de TBars entre los grupos 2 y 3, con la
distribucidn F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar los grupos 2 y 3 no encontramos diferencias estadisticamente

significativas. Aunque si que observamos diferencias en las medias numéricas, sobre

todo a las 12 horas tras el implante, debido al pico que observamos en el grupo 2, que

no existe en el grupo 3.
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Resultados

4.3. Quimioluminiscencia: Sales biliares

Las sales biliares estdn producidas en el higado por la degradacion oxidativa del
colesterol. La bilis porcina contiene principalmente &cido hyocolico, hyodesoxicélico y
guemodesoxicolico. Se ha encontrado que los acidos biliares son un pardmetro mas
sensible y reflejan de manera mas temprana la funcion hepatica incipiente del injerto

hepatico que los pardmetros convencionales de funcion hepatica
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Resultados

Grupo 1:

Evolucion general:

En el grupo 1 se produce un incremento continuo en la determinacion de sales
biliares. Tan sélo el animal 1K presenta una disminucion en la dltima determinacion, a
las 24 horas, antes de su fallecimiento, con un valor de 88,4 uM. Los otros dos animales
que llegan a las 24 horas tras el implante (1H y 11) presentan cifras de sales biliares de

583,8 y de 488,3 uM respectivamente.
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Grafico 77: Curva de los valores de Sales biliares en el grupo 1 por animal
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Donante E:;I 1th |3 |eh |12h |24h
1F 94,3 30,6 158,4
1G 66,2 220,1 |286,2 |353,5 |368,7
1H 27,9 132,4 |1402,8 |435,8 (482,6 |474,1 |583,8
1l 33,5 87,5 373,4 (387,99 |397,7 |469,9 |488,3
1J 59,7 55,8 115,0 |261,2
1K [216  [175 [129,8 [213,6 [209 [208,6 88,4
media | 50,52 90,65 (244,26 330,41 | 364,49 | 384,21 | 386,83
DE 27,88 75,75 (127,09 (91,36 |114,39|152,10| 262,82

Tabla 86: Valores de Sales biliares en suero en el grupo 1

Resultados

En el gréafico de los valores medios vemos este incremento continuo de las cifras

de sales biliares en suero en el grupo 1. Esta cifra llega a 386,83 uM de media a las 24

horas tras la reperfusion.

Sales biliares en el Grupo 1
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Grafico 78: Valores medios de Sales biliares en suero en el grupo 1
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Resultados

Grupo 2:

Evolucion general:

En el grupo 2 volvemos a observar una evolucién poco homogénea para los

diferentes animales que lo componen.

Todos los animales presentan un aumento de los valores de sales biliares tras la

recirculacion normotérmica, con valores entre 100 y 170 uM aproximadamente.

Tras la reperfusion del injerto, los animales 2E y 2F presentan un pico de forma
rapida, que se inicia a la hora, para mantenerse durante 24 horas y empezar a disminuir
al 2° dia de seguimiento. Al 3° dia de seguimiento, para el animal 2E, el valor de sales
biliares es normal: 36,8 uM; estando aun algo elevado en el animal 2F (129,7 uM). Este
animal, 2F, presentard un nuevo aumento en la determinacion de sales biliares en el

momento de la eutanasia, siendo aqui de 212,1 uM.
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Grafico 79: Curva de los valores de Sales biliares en el grupo 2 por animal
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Resultados

El animal 2D apenas presenta variaciones importante de las sales biliares en
suero durante su evolucion. Presenta un pico a las 24 horas de 130,1 uM para disminuir
posteriormente. Los Gltimos dias presenta una tendencia suave al incremento, para

alcanzar un valor de 80,5 uM en el 5° dia.

El animal 2C presenta un pico tardio a las 12 horas, con un valor de 280,2 uM.
La evolucion posterior es una disminucion continua hasta el 4° dia con un valor de 68,8
uM. En el momento de la eutanasia presenta un aumento muy brusco en las sales

biliares, con una cifra de 527,2 uM.

Donante | RCN E:& th  |3h |eh |12h |24h |2d |3d |4d |5d
2C 43,7 170,3 | 35,6 181,2 |145,5 [280,2 |(163,0 |100,9 |65,3 68,8 527,2
2D 31,2 98,4 23,2 94,0 31,0 28,8 46,0 130,1 |62,4 44,8 65,7 80,5
2E 29,1 121,6 |26,3 355,5 |381,9 |351,7 |356,5 (471,3 [306,0 |36,8 38,6 39,9
2F 29,3 17,1 229,5 |358,9 |441,7 |369,7 [368,1 [(237,4 (129,7 (1124 |212,1
2G 37,1 166,5 |28,2 123,9 (240,9 (281,0 |247,0 |101,6 |100,7 |[56,0 35,0 69,9
2H 24 172,4 |54,1 152,8 [126,8 [79,3 54,9 1049 |67,3 27,3
media | 32,40 145,84 |1 30,75 191,13 |220,13 (221,33 |225,71 | 223,16 | 145,78 [ 59,98 | 64,12 | 185,91
DE 6,97 33,78 (12,94 (104,77 )|135,54|162,56 | 143,32 | 157,24 |101,20 | 36,71 |31,07 (201,90

Tabla 87: Valores de Sales biliares en suero en el grupo 2

En el gréafico de la siguiente pagina observamos la evolucion de los valores
medios de sales biliares en el grupo 2. Observamos este pico que se produce tras el
periodo de RCN, con un valor medio de 145,84 (+33,78). El segundo pico se inicia justo
después de la reperfusion, y se mantiene durante 24 horas, donde presenta un valor

medio de 223,16 (£157,24). A partir del 2° dia disminuyen los valores de las sales
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Resultados

biliares en suero hasta el 4° dia. En el momento de la eutanasia se produce de nuevo otro

pico de sales biliares, con un valor medio de 185,91 (+201,90).
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Grafico 80: Valores medios de Sales biliares en suero en el grupo 2
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Resultados

Grupo 3:

Evolucion general:

Al observar las curvas de los diferentes animales de este grupo no podemos

comcluir sobre una evolucion general de conjunto. Parece que en general no hay gran

variacion al obervar los animales 31, 3J y 3K, que no presentan ningun pico, y con unos

valores que oscilan entre 0 y 100 uM, para estabilizarse en 50 uM a los 5 dias de

seguimiento.
Sales biliares en el Grupo 3
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Grafico 81: Curva de los valores de Sales biliares en el grupo 3 por animal
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Resultados

Sin embargo, existen 2 animales que alteran este patron de grupo:

El animal 3F presenta su pico méaximo justo después de la reperfusion del injerto
hepatico, con un valor de 383,1 uM. A pesar de disminuir levemente a las 3 horas de la
reperfusion (307,2 uM), podemos decir que el pico se mantiene hasta las 6 horas
después de la reperfusién, con un valor de 379,1 uM. A las 12 horas se produce una
caida brusca del valor de las sales biliares en suero, con una cifra de 41,3 uM. A las 24
horas, vuelven a aumentar las sales biliares en suero, a 189,5 uM. A partir de este
momento la tendencia es hacia la disminucion hasta el momento de la eutanasia al 5°

dia, con un valor de sales biliares en suero de 94,2 uM.

El animal 3L presenta una evolucion muy diferente. De hecho, hasta las 6 horas
post-reperfusion, el valor de sales biliares en suero no presenta ninguna variacion
importante, con cifras en torno a 100 uM. EI pico en este animal se produce a las 12-24
horas tras el implante, con un valor de 290,1 uM. Tras disminuir bruscamente al 2° dia
su valos de sales biliares a 121,9 uM, vuelve a incrementarse hasta realizar un 2° pico al
4° dia de 295,7 uM y disminuir finalmente en el momento de la eutanasia al 5° dia hasta

174,5 uM.
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Resultados

Donante | RCN Ejscél 1th [3n |e6h |12h |24h |2d |3d |4d |sd

3F 107,5 143,0 | 110,4 (383,11307,2(379,1141,3 [189,5]|133,0(161,0|118,1 (94,2
3H 24,5 43,7 |65,2

3l 26,9 98,4 |26,7 77,3 56,3 |29,1 |38,4 |100,2|89,5 |66,7 |56,1 |43,4
3J 58,1 272,1131,9 1715|745 |87,9 71,9 |87,0 |43,9 |51,7 |48,2
3K 33,1 99,4 |19,6 299 |419 (17,3 |18,0 (36,0 |31,5 (32,2 |55,1 (33,1
3L 19,9 80,0 |100,3 |116,1(133,7|83,5 |266,7]290,1(121,9|187,3(295,7|174,5
media | 45,0 122,8 [ 59,0 155,6 | 122,71119,4 (91,1 |137,5(92,6 98,2 |(115,3|78,7
DE 33,5 79,9 |39,3 137,41108,9|148,6 |117,5|102,4|39,6 |71,0 |104,6 58,5

Tabla 89: Valores de Sales biliares en suero en el grupo 3

El gréfico de barras de la evolucion media de las sales biliares en el grupo 3 nos
muestra una evolucion con un pico medio a la hora de la reperfusion y a las 24 horas.
Resulta interesante observar cOmo estos “picos” no alcanzan la cifra de 160 y 140 uM

respectivamente.
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Grafico 82: Valores medios de Sales biliares en suero en el grupo 3
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Comparacién entre grupos:

Evolucion de las sales biliares
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Grafico 83: Evolucion temporal de las sales bliares en suero en los diferentes grupos.

En este gréafico observamos esta disminucién de las sales biliares en suero que se
produce en el grupo 3 desde la 12 hora tras la reperfusién, y que no observamos en los
otros grupos. Se puede valorar como se mantiene en el grupo 2 el pico de sales biliares

hasta las 24 horas, con cifras muy por encima de las del grupo 3.

Respecto al grupo 1, la evolucion es un incremento continuo hasta el

fallecimiento de todos sus animales a las 24 horas.

Donante | RCN Ezia 1h 3h 6h 12h  |24nh  |2d 3d 4d 5d
Grupo 1 | media |50,52 90,65 |244,26 | 330,41 | 364,49 | 384,21 | 386,83
DE [2788 75,75 | 127,00 |91,36 |114,39 | 152,10 | 262,82
Grupo 2 | media [32,40 [145,84 [30,75 |191,13 [ 220,13 | 221,33 | 225,71 | 223,16 | 145,78 | 59,98 |64,12 |185,91
DE 697 [33,78 |12,94 |104,77 | 13554 | 162,56 | 14332 [ 157,24 [ 101,20 | 36,71 |31,07 |201,90
Grupo 3| media 45,0 1228 |590 |1556 |1227 |1194 |911 1375 |926 [982 |1153 |787
DE [335 [799 [393 [1374 |1089 [1486 |1175 [1024 [396 |[71.0 [1046 |585

Tabla 90: Valores de sales biliares en suero en todos los grupos. Valores medios y desviacion estandar.
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Comparacion estadistica entre qrupos:

Intervalo de confianza

. Desviacion Error para la media al 95%
Media L Py
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Donante 1 50,533 27,8730 11,3791 21,282 79,784
2 32,400 6,9610 2,8418 25,095 39,705
3 45,000 33,4585 13,6594 9,888 80,112
RCN 1 . . . . .
2 145,840 33,7961 15,1141 103,877 187,803
3 122,767 79,9126 32,6242 | 38,904 206,630
Rec 1 90,650 75,7387 30,9202 11,167 170,133
Basal 2 30,750 |12,9489 |52864 |17,161 |44,339
3 59,017 39,2840 16,0376 17,791 100,243
1h 1 244,267 127,0844 |51,8820 110,900 377,634
2 191,140 104,7772 | 46,8578 61,042 321,238
3 155,580 137,3869 |61,4413 |-15,008 326,168
3h 1 330,400 |91,3508 40,8533 | 216,973 |443,827
2 220,117 135,5391 |55,3336 |77,877 362,356
3 122,720 108,8831 |48,6940 -12,476 257,916
6h 1 364,500 114,3791 |57,1896 182,497 546,503
2 221,333 162,5486 |66,3602 |50,749 391,918
3 119,380 148,5796 |66,4468 |-65,106 303,866
12h 1 384,200 152,0886 |87,8084 |6,391 762,009
2 225,717 143,3411 |58,5187 75,289 376,144
3 91,100 117,5249 |58,7624 -95,908 278,108
24 h 1 386,833 262,8249 |151,7420 |-266,060 |1039,726
2 223,167 157,2404 |64,1931 |58,153 388,180
3 137,540 102,4544 | 45,8190 10,326 264,754
2 dias 1 . . . . .
2 145,783 101,2150 |41,3209 |39,565 252,002
3 92,580 39,5753 17,6986 |43,441 141,719
3 dias 1 . . . . .
2 59,983 36,7172 14,9897 21,451 98,516
3 98,220 71,0271 31,7643 10,028 186,412
4 dias 1 . . . . .
2 64,100 31,0427 13,8827 25,555 102,645
3 115,340 104,5534 | 46,7577 -14,480 245,160
5 dias 1
2 185,920 201,8993 |90,2921 |-64,771 436,611
3 78,680 58,4671 26,1473 6,084 151,276

Tabla 91: Estudio descriptivo estadistico de las sales biliares en suero en todos los grupos.
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Grupoly?2
Grupo 1 Grupo 2 F p

Donante 50,52 32,40 2,390 ,153
Rec. Basal |90,65 30,75 3,646 ,085
1lh 244,26 191,13 ,556 475
3h 330,41 220,13 2,384 ,157
6 h 364,49 221,33 2,297 ,168
12h 384,21 225,71 2,360 ,168
24 h 386,83 223,16 1,433 ,270

Resultados

Tabla 92: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de sales biliares entre los grupos 1y 2, con

la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar los grupos 1 y 2 no se encuentran diferencias estadisticamente

significativas. Aunque numéricamente el valor de las sales biliares en el grupo 1 es

siempre bastante mas elevado respecto al grupo 2, la p nunca es inferior a 0,05.

Grupoly3
Grupo 1 Grupo 3 F p

Donante 50,52 45,0 ,097 , 762
Rec. Basal 90,65 59,0 ,825 ,385
1h 244,26 155,6 1,236 ,295
3h 330,41 122,7 10,676 ,011
6h 364,49 119,4 7,328 ,030
12 h 384,21 91,1 8,396 ,034
24 h 386,83 137,5 3,881 ,096

Tabla 93: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de sales biliares entre los grupos 1y 3, con

la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar los grupos 1 y 3 si encontramos diferencias estadisticamente significativas,

alas 3, 6 y 12 horas de la reperfusion, con una p=0,011; p=0,030 y p=0,034.
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Grupo2y3
Grupo 2 Grupo 3 F p

Donante 32,40 45,0 ,816 ,388
RCN 145,84 122,8 ,358 ,564
Rec. Basal 30,75 59,0 2,802 ,125
1lh 191,13 155,6 ,212 ,658
3h 220,13 122,7 1,672 ,228
6h 221,33 119,4 1,158 ,310
12 h 225,71 91,1 2,413 ,159
24 h 223,16 137,5 1,087 324
2 dias 145,78 92,6 1,209 ,300
3 dias 59,98 98,2 1,333 ,278
4 dias 64,12 115,3 1,104 324
5 dias 185,91 78,7 1,301 ,287

Resultados

Tabla 94: Prueba ANOVA para comparacion de las medias de sales biliares entre los grupos 2 y 3, con

la distribucion F y el valor p de significacion estadistica

Al comparar los grupos 2 y 3 no encontramos diferencias estadisticamente

significativas. A

las 12 horas es donde esperdbamos encontrar

diferencias

estadisticamente significativas por la gran diferencia numérica: 225,71 versus 91,1. Pero

en este periodo la p es de 0,159 por lo que no existe significacion estadistica.
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5. ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO

5.1. Necrosis coagulativa

La necrosis coagulativa hepatica se produce a causa de la isquemia tisular, que
genera una coagulacion de las proteinas intracelulares, haciéndola inviable. La necrosis
coagulativa es una forma de muerte celular en la cual los hepatocitos pierden la
cohesidn entre ellos y el nacleo sufre una degeneracién cariolitica. Estos cambios son
tipicos de las lesiones isquémicas.

Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxigeno al 6rgano y se detiene la
cadena respiratoria mitocondrial, lo que comporta una deplecion en los valores de ATP.
La degradacion de ATP estimula la glucélisis anaerdbica con la consiguiente formacién
de acido lactico. La acidosis resultante, ademéas de alterar la cinética normal de las
enzimas, supone un sistema menos efectivo para producir ATP y las células se ven
privadas de la energia necesaria para mantener la homeostasis. El fallo en la
homeostasis celular se caracteriza por la pérdida de gradiente de los iones de sodio y de
calcio a través de las membranas celulares. Este hecho provoca un edema intracelular y
el consiguiente hinchamiento de las células de Kupffer y las células endoteliales. Estos
fendmenos inducen una alteracién en los organulos citoplasmaticos y en la integridad de

la membrana, y pueden desencadenar la muerte celular.
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Hemos utilizado una escala semicuantitativa para valorar el grado de necrosis
coagulativa en las muestras de tejido tomadas. Asi:

0 : ausencia de necrosis coagulativa

1: 1/3 del campo con necrosis coagulativa

2 : 2/3 del campo con necrosis coagulativa

3: > 2/3 del campo con necrosis coagulativa

Foto 20: Necrosis coagulativa centrolobulillar (grado 1)

277



Grupo 1:

Resultados

En el grupo 1 vemos que, tras 90 minutos de parada cardiaca y 4 horas de

almacenamiento en frio, todos los injertos presentan cierto grado de necrosis a la hora

de la reperfusion. Para los animales 1F, 1H y 11 esta necrosis coagulativa debida a

isquemia ocupa 1/3 del parénquima hepatico. En el animal 1G la necrosis ocupa hasta

2/3 del parénquima hepatico; y en los animales 1J y 1K la necrosis es extensa, siendo

superior a 2/3 del parénquima hepatico. Esta afectacion histologica observada en todos

los animales de este grupo se ve correlacionada con la mortalidad precoz (en las

primeras 33 horas) de todos ellos.

PC RP-1h
1F 0 1
1G 0 2
1H 0 1
11 0 1
1J 0 3
1K 0 3

Tabla 95: Valores de escala semicuantitativa de

presencia de necrosis coagulativa (0 a 3) en el grupo 1
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Grupo 2:
PC RCN RP-1h Eut

2C 0 0 0 0
2D 0 0 1 0
2E 0 1 1 1
2F 0 0 1 2
2G 0 1 1 0
2H 0 1 2

Tabla 96: Valores de escala semicuantitativa de presencia de necrosis coagulativa (0 a 3) en el grupo 2

En el grupo 2 la evolucion de la presencia de necrosis coagulativa es totalmente

diferente a la del grupo 1.

Parada Cardiaca:
Al igual que en el grupo 1 (y, como veremos, en el grupo 3), tras 90 minutos de
parada cardiaca no existen signos histolégicos de necrosis coagulativa en ninguno de los

animales.

Recirculacion Normotérmica:

Tras 60 minutos de recirculacion normotérmica, vemos una afectacion
isquemica discreta, tan sélo en la mitad de los animales. De hecho, los animales 2C, 2D
y 2F no presentan ninguna alteracion histologica en cuanto a la evaluacion de la

necrosis coagulativa. En los animales 2E, 2G y 2H existe una afectacion necrotica hasta
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1/3 del campo de evaluacion.

Reperfusion:

A la hora de la reperfusion, tan solo el animal 2C no presenta ninguna afectacion
isquémica estructural del parénquima hepatico. Los animales 2D y 2F ya presentan una
afectacion necrética de hasta 1/3 del campo evaluado. Los animales que ya presentaban
una afectacion necrética tras la RCN, siguen manteniendo su grado de necrosis (2E y
2G), e incluso, en el animal 2H hay un empeoramiento, con un aumento en la extension

de la necrosis a 2/3 del parénquima hepatico.

Eutanasia:

En el momento de la eutanasia electiva (todos los animales excepto 2H, que
fallecio a las 80 horas tras la reperfusion), el animal 2C continta sin presentar ningln
area de necrosis coagulativa en la muestra de tejido hepatico analizado. En los animales
2D y 2G, que habian presentado un grado 1 de necrosis coagulativa a la hora de la
reperfusion, en las muestras de la eutanasia electiva no se observan signos de necrosis
coagulativa. El animal 2E continGa presentando una afectacion de 1/3 del parénquima
hepético analizado. Y el animal 2F presenta un empeoramiento histolégico al 5° dia del

trasplante, con una afectacion de 2/3 del parénguima hepatico.
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Grupo 3:
PC RCN MP RP-1h Eut
3F 0 1 0 1 0
3H 0 0 0 0 0
3l 0 0 0 0 0
3J 0 0 1 1 0
3K 0 0 0 0 0
3L 0 0 1 0 0

Tabla 97: Valores de escala semicuantitativa de presencia de necrosis coagulativa (0 a 3) en el grupo 3

En el grupo 3 el analisis de la necrosis coagulativa presenta también una

evolucion totalmente diferente a los grupos previos.

Parada Cardiaca:

Igual que en los grupos anteriores, no observamos cambios necroticos isquémicos a

nivel histolégico en las muestras tomadas a los 90 minutos de la parada cardiaca.

Recirculacion Normotérmica:

Tras 60 minutos de recirculacién normotérmica observamos cambios necr6ticos a nivel

histologico Gnicamente en el animal 3F, con un grado 1 de necrosis.
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Maquina de Perfusion “ex —situ”:

Tras 4 horas de estar el injerto hepéatico perfundiéndose en la maquina con
sangre oxigenada a 37°C, observamos pocos cambios en las muestras. El animal 3F, que
presentaba un grado 1 de necrosis, no presenta ningun signo de necrosis isquémico en
este momento. Tan solo los animales 3J y 3L presentan una necrosis coagulativa grado

1, estando ausente en los otros 4 animales.

Reperfusion:

A la hora de la reperfusion del injerto observamos un grado 1 de necrosis
coagulativa en los animales 3F y 3J. En el resto de los animales hay ausencia de

necrosis en este periodo.

Eutanasia:

Al realizar la eutanasia electiva al 5° dia en todos los animales de este grupo, las
muestras histolégicas no presentaban ningun tipo de necrosis. Se observa una

normalidad histologica completa en este aspecto.
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Comparacién entre grupos:

PC RCN MP RP-1h Eut
1F 0 1
1G 0 2
1H 0 1
11 0 1
1J 0 3
1K 0 3
2C 0 0 0 0
2D 0 0 1 0
2E 0 1 1 1
2F 0 0 1 2
2G 0 1 1 0
2H 0 1 2
3F 0 1 0 1 0
3H 0 0 0 0 0
3l 0 0 0 0 0
3J 0 0 1 1 0
3K 0 0 0 0 0
3L 0 0 1 0 0

Resultados

Tabla 98: Valores de escala semicuantitativa de presencia de necrosis coagulativa (0 a 3) en los 3

grupos
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En el grupo 1 fallecen todos los animales antes de las 33 horas post-reperfusion.
Esto nos impide comparar histologicamente las muestras de la necropsia, puesto que no
fueron procedimientos electivos. Los animales estaban muertos y las muestras
presentaban una grave alteracion necrotica en ese momento. Lo que si observamos es un
importante dafio isquémico reflejado en las muestras tomadas tras la reperfusion del
injerto hepatico que no ha tenido un periodo de recirculacién normotérmica tras los 90

minutos de parada cardiaca.

Al comparar los grupos 2 y 3 vemos que en el momento de la reperfusion del
injerto ya implantado, el dafio isquémico a nivel histoldgico es bastante mayor en el
grupo 2, comparado con el grupo 3, que apenas presenta necrosis en las muestras de
tejido. En este grupo, los injertos han estado 4 horas en la maquina de perfusion, y tras
este periodo previo al implante, tampoco existia necrosis coagulativa en 4 de los 6
animales del grupo. En el momento de la eutanasia electiva al 5° dia los animales del
grupo 2 presentan necrosis coagulativa grado 1 y 2 en 2 de los animales que han
sobrevivido (de los 6 iniciales). En el grupo 3, en la eutanasia electiva no existe ningln

rastro de necrosis en ninguna de las muestras analizadas.
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5.2. Microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular

A nivel celular, otro de los cambios histoldgicos asociados a la isquemia y a la
necrosis isquémica es la microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular. Esta puede
estar presente en algunas células aisladas, o puede llegar a ser difusa, en relacion
también a las consecuencias del dafio isquémico sobre la célula. Este tipo de lesion
histolégica se observa de forma més temprana que la necrosis coagulativa en las
lesiones por isquemia. Por ello hemos utilizado la misma escala semicuantitativa para
cuantificar el grado de microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular. Asi:

0 : ausencia de microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular

1 : 1/3 del campo con microvesiculacién citoplasmatica hepatocelular

2 : 2/3 del campo con microvesiculacién citoplasmatica hepatocelular

3 : > 2/3 del campo con microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular
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Resultados

Grupo 1:
PC RP-1h
1F 3 3
1G 3 3
1H 3 2
11 3 3
1J 3 2
1K 1 3

Tabla 99: Valores de escala semicuantitativa de presencia de microvesiculacion citoplasmatica

hepatocelular (0 a 3) en el grupo 1

Parada Cardiaca:

Tras 90 minutos de parada cardiaca, todos los animales de este grupo excepto
uno (1K) presentan una microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular difusa. En el

animal 1K tan solo esta afecto 1/3 de los hepatocitos.

Reperfusion:

A la hora de la reperfusion del higado todas las muestras presentan una
afectacion extensa Hay 2 animales que presentan microvesiculacion en 2/3 de los
hepatocitos. Los otros 4 animales presentan una microvesiculacion citoplasmatica

hepatocelular difusa.
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Grupo 2:
PC RCN RP-1h Eut

2C 2 2 3 0
2D 2 2 2 0
2E 3 3 3 1
2F 3 3 3 1
2G 3 3 3 2
2H 3 2 2

Tabla 100: Valores de escala semicuantitativa de presencia de microvesiculacion citoplasmatica

hepatocelular (0 a 3) en el grupo 2

Parada Cardiaca:

Al igual que en el grupo 1, existe una afectacion importante en todos los
animales de este grupo en cuanto a microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular tras
los 90 minutos de parada cardiaca. En todos los animales excepto en dos (2C y 2D) la

afectacion es difusa. En estos 2 animales la afectacion es de 2/3 de los hepatocitos.

Recirculacion Normotérmica:

Tras los 60 minutos de recirculacion normotérmica las muestras de tejido
presentan el mismo grado de microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular que tras la
parada cardiaca. Tan sélo el animal 2H presenta una variacion del grado de

microvesiculas. Se observan en este caso menos, pasando de un grado 3 a un grado 2.
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Reperfusion:

A la hora del implante del injerto el grado de microvesiculacion citoplasmética
hepatocelular continta siendo el mismo para los diferentes animales, excepto para uno
(2C). EI animal 2C ha pasado de tener microvesiculas citoplasmaticas en 2/3 de sus
hepatocitos, a presentar una extension difusa de microvesiculas. Asi, tras la reperfusion
del injerto, la microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular es difusa en 4 de los 6

animales, presentando una extension de 2/3 en 2 animales.

Eutanasia:

Al 5° dia de seguimiento, en el momento de la eutanasia electiva, hay una
mejoria global importante en todos los animales. De los 5 animales que quedan vivos al
5° dia en este grupo, 2 de ellos (2C y 2D) no presentan microvesiculas citoplasmaticas
en sus hepatocitos. En 2 animales méas (2E y 2F) tan s6lo se observan microvesiculas en
los citoplasmas de 1/3 de sus hepatocitos. Y en 1 animal (2G) se observan en 2/3 de los
hepatocitos (en este animal se habian observado en las muestras tisulares anteriores

siempre una extension difusa).
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Grupo 3:
PC RCN MP RP-1h Eut
3F 3 3 2 3 0
3H 1 1 0 1 0
3l 2 1 3 2 0
3J 3 2 1 1 0
3K 0 2 1 1 0
3L 3 3 1 1 0

Tabla 101: Valores de escala semicuantitativa de presencia de microvesiculacion citoplasmatica

hepatocelular (0 a 3) en el grupo 3

Parada Cardiaca:

En el periodo post-parada cardiaca todos los animales excepto uno (3K) tienen
una afectacion por microvesiculacion de causa isquémica. En la mitad de los animales
(3F, 3J y 3L) la afectacion es difusa. En los animales 3H y 3l la microvesiculas

citoplasmaticas se observan en 1/3 y 2/3 de los hepatocitos respectivamente.

Recirculacion Normotérmica:

Tras los 60 minutos de recirculacién normotérmica, todos los animales presentan
microvesiculas en los citoplasmas de sus hepatocitos, de forma mas o menos extensa.
En 2 animales (3H y 3I) hay 1/3 de los hepatocitos afectos. En otros 2 animales (2J y
2K) hay 2/3 de sus hepatocitos afectos. Y en otros 2 animales (3F y 3L) la afectacion

hepatocitaria es difusa.
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Maquina de Perfusion “ex —situ”:

Tras las 4 horas de perfusion en méaquina y previo al implante del injerto
hepético, observamos una mejoria histolégica global (excepto en 1 animal: 3I) del
porcentaje de hepatocitos con microvesiculacion citoplasmética. EI animal 3H no
presenta microvesiculas en sus hepatocitos. Los animales 3J, 3K y 3L presentan solo
microvesiculas en 1/3 de sus hepatocitos (tras la RCN: 2, 2 y 3). Y el animal 3F
presenta una afectacion de 2/3 de sus hepatocitos (siendo la afectacion difusa tras el
periodo de RCN). El animal 3l es el que ha presentado un empeoramiento histolégico,

con una afectacion difusa tras el periodo de MP, siendo de 1/3 antes de este periodo.

Reperfusion:

Tras el implante del injerto hepatico no observamos casi variaciones en cuanto a
la microvesiculacion citoplasmatica. Todas las muestras tienen una afectacion
histoldgica, aunque menos extensa que los otros grupos. Hay 4 animales en los que se
observan microvesiculas citoplasmaticas en 1/3 de sus hepatocitos (3H, 3J, 3K y 3L).
En un animal (3F), la afectacion es difusa, siendo de 2/3 previo al implante. Y en un

animal (31), la afectacion es de 2/3 de los hepatocitos, siendo difusa previo al implante.

Eutanasia:

En el momento de la eutanasia electiva al 5° dia de seguimiento en todas las

muestras hay ausencia de microvesiculas citoplasmaticas.
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Comparacién entre grupos:

PC RCN MP RP-1h Eut
1F 3 3
1G 3 3
1H 3 2
11 3 3
1J 3 2
1K 1 3
2C 2 2 3 0
2D 2 2 2 0
2E 3 3 3 1
2F 3 3 3 1
2G 3 3 3 2
2H 3 2 2
3F 3 3 2 3 0
3H 1 1 0 1 0
3l 2 1 3 2 0
3J 3 2 1 1 0
3K 0 2 1 1 0
3L 3 3 1 1 0

Resultados

Tabla 102: Valores de escala semicuantitativa de presencia de microvesiculacion citoplasmatica

hepatocelular (0 a 3) en los 3 grupos

Al comparar los 3 grupos, tras los 90 minutos de parada cardiaca existe una

afectacion histoldgica importante de presencia de microvesiculas citoplasmaticas. En
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todos los grupos hay afectacion difusa en la mayoria de sus animales. Tan solo alguna

excepcion aislada de poca afectacion, o nula, como los animales 1K, 3H y 3K.

Tras el periodo de recirculacion normotérmica no existe casi ninguna variacion

en cuanto al grado de afectacion de microvesiculas en las muestras de los grupos 2 y 3.

A la hora de la reperfusion del injerto hepatico, tanto el grupo 1 como el grupo 2
presentan una importante afectacion histoldgica. En los 2 grupos, 4 de los 6 animales
presentan una afectacion difusa de sus hepatocitos, y en los 2 animales restantes las
microvesiculas afectan 2/3 de sus hepatocitos. En cambio, en el grupo 3 no existe una
afectacion tan importante. Las lesiones han revertido en algunos de los casos. De los 6
animales del grupo, 4 de ellos presentan una afectacién de 1/3 de los hepatocitos, hay un
animal con una afectacion difusa, y otro en el que las microvesiculas estan presentas en
2/3 de los hepatocitos. En este grupo 3, que tiene un periodo afiadido de 4 horas de
perfusion en maquina, ya existe esta mejoria histoldgica tras este periodo. Es en este

periodo en el que hay una mejoria de las lesiones histoldgicas.

Por altimo, en el momento de la eutanasia electiva realizada en los grupos 2 y 3
vemos que en el grupo 3 no existen microvesiculas citoplasmaticas en ninguno de los
animales, mientras que éstas estan presentes en 3 de los 5 animales que sobreviven a los

5 dias del grupo 2. En los dos animales restantes no existe afectacion histoldgica.
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5.3. Epitelio biliar

El epitelio biliar es muy sensible a la isquemia. Se producen lesiones
degenerativas de los conductos biliares, con afectacion tanto intra como extrahepética
de forma relativamente temprana (no precoz). En las muestras de tejido hepatico se ha
valorado la presencia (=1) o ausencia (=0) de lesiones degenerativas de los conductos

biliares intrahepaticos.

Foto 22: Lesiones degenerativas del epitelio biliar
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Grupo 1:
PC RP-1h
1F 0 0
1G 0 0
1H 0 0
11 0 0
1J 0 0
1K 0 0

Tabla 103: Valores de escala semicuantitativa de presencia de lesiones degenerativas del epitelio

biliar debidas a isquemia (0-1) en el grupo 1

En el grupo 1 no observamos alteraciones histoldgicas degenerativas del epitelio
biliar en ninguna de las muestras obtenidas tras los 90 minutos de parada cardiaca, ni

tras la reperfusion del injerto hepatico en el implante.

295



Grupo 2:
PC RCN RP-1h Eut

2C 0 0 0 1
2D 1 0 1 1
2E 0 0 0 1
2F 0 0 0 1
2G 0 0 0 1
2H 0 0 0

Resultados

Tabla 104: Valores de escala semicuantitativa de presencia de lesiones degenerativas del epitelio

biliar debidas a isquemia (0-1) en el grupo 2

En el grupo 2 vemos un patron similar al grupo 1, en el que no existen lesiones

histoldgicas biliares durante el dia del trasplante. No se observan lesiones de este tipo ni

tras los 90 minutos de parada cardiaca, ni tras los 60 minutos de recirculacién

normotérmica, ni a la hora de la reperfusion tras el implante del injerto hepético. Tan

solo en 1 animal (2D) de forma aislada se observa el epitelio biliar lesionado en las

muestras de la parada cardiaca (PC) y de la reperfusion (RP-1h).

En el momento de la eutanasia, todas las muestras de este grupo presentan

lesiones degenerativas del epitelio biliar, consecuencia del dafio isquémico inicial.

296



Resultados

Grupo 3:
PC RCN MP RP-1h Eut
3F 0 0 0 0 0
3H 0 0 0 0 0
3l 0 0 0 0 0
3J 0 0 0 0 0
3K 0 0 0 0 1
3L 0 0 0 0 1

Tabla 105: Valores de escala semicuantitativa de presencia de lesiones degenerativas del epitelio

biliar debidas a isquemia (0-1) en el grupo 3

En el grupo 3 vemos el mismo patrén que en los demas grupos en los periodos
peri-trasplante. Asi, no observamos ninguna alteracion estructural del epitelio biliar en
ninguna de los periodos siguientes: post-parada cardiaca, tras la recirculacion
normotérmica, después de las 4 horas en maquina de perfusion, ni tras la reperfusion del

injerto hepatico en el receptor.

En el momento de la eutanasia vemos que la afectacion isquémica del epitelio
biliar esta presente en tan sélo 2 de los 6 animales de este grupo, presentando los otros 4

animales unos conductillos biliares histolégicamente normales.
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Comparacién entre grupos:

PC RCN MP RP-1h Eut
1F 0 0
1G 0 0
1H 0 0
11 0 0
1J 0 0
1K 0 0
2C 0 0 0 1
2D 1 0 1 1
2E 0 0 0 1
2F 0 0 0 1
2G 0 0 0 1
2H 0 0 0
3F 0 0 0 0 0
3H 0 0 0 0 0
3l 0 0 0 0 0
3J 0 0 0 0 0
3K 0 0 0 0 1
3L 0 0 0 0 1

Resultados

Tabla 106: Valores de escala semicuantitativa de presencia de lesiones degenerativas del epitelio

biliar debidas a isquemia (0-1) en los 3 grupos
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Las lesiones degenerativas del epitelio biliar las observamos en el momento de
la eutanasia en los grupos 2 y 3. No es un cambio histologico precoz tras el dafio
isquéemico, puesto que se habrian observado en las muestras de los periodos anteriores

estudiados.

La comparacion, por lo tanto, de esta alteracion histolégica la podemos hacer
Unicamente en el momento de la eutanasia electiva. Esto es, entre los grupos 2 'y 3. En el
grupo 2 vemos que el 100% de sus animales (los cinco que estan vivos al 5° dia)
presentan lesiones degenerativas del epitelio biliar. En cambio, en el grupo 3, s6lo
vemos que estan afectos 1/3 de los animales del grupo, presentando una histologia

normal los 2/3 restantes.
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5.4. Dilatacion-Congestion sinusoidal

La isquemia hepética puede conducir a una atrofia centrolobulillar por la mayor
afectacion inicial del area 3 de Rappaport. Esta atrofia causa una dilatacion sinusoidal,
la cual puede crear una apariencia de congestion (por la existencia de sinusoides
dilatados repletos de células sanguineas).

Para valorar la dilatacién sinusoidal por un lado, y la congestion sinusoidal por
otro, hemos utilizado la misma escala semicuantitativa que para la necrosis coagulativa
y la microvesiculacion citoplasmatica hepatocelular. Asi:

0 : ausencia de dilatacion/congestion sinusoidal

1:1/3 del campo con dilatacion/congestion sinusoidal

2 : 2/3 del campo con dilatacion/congestion sinusoidal

3 : > 2/3 del campo con dilatacion/congestion sinusoidal
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5.4.1. Dilatacion sinusoidal:

Grupo 1:
PC RP-1h
1F 0 3
1G 1 3
1H 2 2
1l 2 2
1J 0 3
1K 1 2

Resultados

Tabla 107: Valores de escala semicuantitativa de presencia de dilatacion sinusoidal (0-3) en el grupo 1

En el grupo 1 vemos que la dilatacion sinusoidal es un cambio histologico que

ya aparece de forma temprana tras un dafio isquémico.

Parada Cardiaca:

Tras los 90 minutos de parada cardiaca, de los animales de este grupo hay 2 en

los que no se observa ninguna dilatacion de los sinusoides hepaticos. Hay 2 animales

mas en los que la presencia de dilatacion sinusoidal se ve hasta en un 1/3 del

parénquima hepatico. En los 2 animales restantes, la afectacion sinusoidal ocupa hasta

2/3 de las muestras examinadas. No existe ningin animal con una afectacion difusa.
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Reperfusion:

A la hora de la reperfusion, la mitad de los animales presentan una afectacion de
2/3 de los sinusoides y la otra mitad presenta una afectacion difusa de practicamente

todos los sinusoides (grado 3).
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Grupo 2:
PC RCN RP-1h Eut

2C 2 2 3 1
2D 2 1 3 0
2E 0 2 3 1
2F 3 3 3 2
2G 1 2 2 1
2H 1 2 3

Tabla 108: Valores de escala semicuantitativa de presencia de dilatacion sinusoidal (0-3) en el grupo 2

Parada Cardiaca:

En el grupo 2, tras los 90 minutos de parada cardiaca se observa una afectacion
también bastante variable. Existe un animal (2E) en el que no existe ninguna alteracion
histolégica. Hay dos animales (2G y 2H) en los que existe dilatacion en 1/3 de los
sinusoides hepaticos. En otros dos animales (2C y 2D) la afectacion ocupa 2/3 de los

sinusoides hepaticos. Y en el animal 2F la dilatacion sinusoidal es difusa.

Recirculacion Normotérmica:

Tras el periodo de 60 minutos de recirculacion normotérmica, en 2 animales (2C
y 2F) no ha habido variacion en cuanto a las lesiones ya existentes. En 3 animales (2E,

2G y 2H) existe un empeoramiento de la afectacion sinusoidal. Y en el animal 2D existe
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una mejoria histolégica, pasando de una afectacion de 2/3 de los sinusoides hepaticos

tras el periodo PC a una afectacion de 1/3 de los sinusoides hepéticos tras la RCN.

Reperfusion:

A la hora de la reperfusion del injerto hepatico la dilatacion sinusoidal es difusa
en la mayoria de los casos. Esto lo observamos en 5 de los 6 animales de este grupo,

con una afectacion grado 2 en el animal 2G.

Eutanasia:

En el momento de la eutanasia electiva realizada en este grupo hay una mejoria
importante de las lesiones observadas tras la reperfusion del injerto. De hecho, en el
animal 2D no existe ninguna afectacion de dilatacion sinusoidal. En los animales 2C, 2E
y 2G existe una afectacion de 1/3 de los sinusoides hepaticos. En el animal 2F, la

dilatacion se observa en 2/3 de los sinusoides hepaticos.
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Grupo 3:
PC RCN MP RP-1h Eut
3F 0 1 2 2 0
3H 2 1 2 2 0
3l 2 1 2 2 1
3J 1 2 2 1 0
3K 1 0 1 2 0
3L 1 2 1 2 1

Tabla 109: Valores de escala semicuantitativa de presencia de dilatacion sinusoidal (0-3) en el grupo 3

Parada Cardiaca:

En el grupo 3, tras la parada cardiaca también observamos una afectacion
variable entre los diferentes animales. Asi, el animal 3F no presenta ninguna alteracion
histologica del tipo dilatacion sinusoidal. Los animales 3J, 3K y 3L presentan una
dilatacion de 1/3 de los sinusoides hepaticos. Y en los animales 3H y 31 estan afectos

2/3 de los sinusoides hepaticos.

Recirculacion Normotérmica:

Tras los 60 minutos de recirculacion normotérmica, la respuesta histologica
también es variable en este grupo. Asi, en los animales 3F, 3J y 3L existe un

empeoramiento del grado de afectacion sinusoidal, y en los animales 3H, 31 y 3K hay

306



Resultados

una mejoria del grado histoldgica de dilatacion sinusoidal, como observamos en la

tabla.

Magquina de Perfusion “ex —situ”:

A las 4 horas de estar el injerto en la maquina de perfusion ex-situ, todos los
animales presentan una afectacion histologica de sus sinusoides hepaticos. Hay 2
animales (3K y 3L) con un grado 1 de dilatacion sinusoidal y 4 animales (3F, 3H, 3l y
3J) con un grado 2. En general ha habido un empeoramiento histoldgico tras este

periodo de perfusion en maquina.

Reperfusion:

A la hora de la reperfusion, en 5 de los 6 animales del grupo la afectacién
sinusoidal ocupa 2/3 de la muestra histolégica. En 1 animal (3J), la afectacion tan sélo

es de 1/3 de los sinusoides.

Eutanasia:

En el momento de la eutanasia electiva al 5° dia de seguimiento, la recuperacién
es global en todos los animales, con una mejoria histoldgica respecto al periodo RP-1h.
Observamos que en 4 de los 6 animales del grupo hay ausencia de lesién histologica, y

en los otros 2 animales, la afectacion es tan sélo de 1/3 de los sinusoides hepaticos.
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Comparacién entre grupos:

PC RCN MP RP-1h Eut
1F 0 3
1G 1 3
1H 2 2
11 2 2
1J 0 3
1K 1 2
2C 2 2 3 1
2D 2 1 3 0
2E 0 2 3 1
2F 3 3 3 2
2G 1 2 2 1
2H 1 2 3
3F 0 1 2 2 0
3H 2 1 2 2 0
3l 2 1 2 2 1
3J 1 2 2 1 0
3K 1 0 1 2 0
3L 1 2 1 2 1

Resultados

Tabla 110: Valores de escala semicuantitativa de presencia de dilatacidon sinusoidal (0-3) en los 3

grupos
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Al comparar los diferentes grupos hemos de fijarnos, primero en el periodo tras

la reperfusion del injerto, y después en el momento de la eutanasia.

Reperfusion:

A la hora de la reperfusion del injerto hepatico, la afectacion histoldgica de los
grupos 1 y 2 es casi idéntica. En lo que respecta la dilatacion sinusoidal, no hay
diferencias entre estos 2 grupos a pesar del periodo de RCN al que estan sometidos los
animales del grupo 2. En cuanto al grupo 3, la afectacion histolégica es menor,
presentando 5 de sus 6 animales una afectacion de 2/3 de los sinusoides hepaticos, y el
sexto animal una afectacion de 1/3. No existe en este grupo ningln caso con una

afectacion difusa (grado 3), que es algo comdn en los otros grupos.

Eutanasia:

En el momento de la eutanasia, en el grupo 3 la mayoria de sus animales han
revertido la lesion histologica, con una ausencia de dilatacion sinusoidal en 4 de los 6
animales del grupo. En el grupo 2 tan sélo vemos 1 animal sin lesiones histoldgicas,

predominando el grado 1 (en 3 animales), y un caso de grado 2.
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5.4.2. Congestion sinusoidal:

Comparacion entre grupos:

PC RCN MP RP-1h Eut
1F 0 2
1G 1 2
1H 2 0
11 2 1
1J 2 2
1K 3 2
2C 2 0 0 0
2D 3 0 1 0
2E 3 1 1 0
2F 3 1 2 2
2G 0 0 1 0
2H 1 0 3
3F 3 0 0 2 0
3H 2 0 0 1 0
3l 2 2 0 2 0
3J 2 0 0 2 0
3K 2 0 0 1 0
3L 2 0 0 1 0

Resultados

Tabla 111: Valores de escala semicuantitativa de presencia de congestion sinusoidal (0-3) en los 3

grupos
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La congestion sinusoidal es una afectacion histoldgica que no presenta, como
vemos en la tabla comparativa entre grupos, diferencias importantes entre los 3 grupos.
El Unico dato que escapa a la normalidad es el grado 2 de congestion en el animal 2F en
el momento de la eutanasia. Pero esta valoracion histoldgica también puede variar en la

toma de la muestra.

En general, la congestion sinusoidal es importante y casi difusa en algunos casos
tras los 90 minutos de parada cardiaca. A los 60 minutos de la recirculacion
normotérmica (grupos 2 y 3) no se suele observar ningln tipo de congestiéon en los
sinusoides hepéticos. Tras 4 horas de perfusion en maquina (grupo 3), la congestion
sinusoidal es nula. Tas la reperfusién del injerto hepético se observa de nuevo una
congestién mas o menos variable en casi todos los animales, siendo en general de grado
102.Y,alos 5 dias de seguimiento, en el momento de la eutanasia electiva, tampoco

observamos congestion sinusoidal en las muestras de tejido hepatico analizadas.
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VI. DISCUSION
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1. Donante a corazdn parado: probleméatica actual

Como ya hemos desarrollado en la introduccion, los donantes a corazon parado

son una fuente de injertos hepaticos.

Esta fuente, por un lado, es una fuente real, ya que aumenta el nimero de
trasplantes anuales. Con las mejorias de la coordinacion de los diferentes servicios
involucrados, cada afio aumenta no s6lo el niumero de donantes potenciales, sino

también el niamero de trasplantes efectivos realizados.

Ademas, esta fuente de drganos es una fuente segura y eficaz con el protocolo
actual. Siguiendo y respetando los tiempos de seguridad de reanimacién béasica, RCP
avanzada, puesta en RCN,... etc., asi como los intervalos de seguridad de flujos de
bomba y evolucion de parametros bioquimicos, se llevan a cabo trasplantes hepaticos
con injertos validos. Estos trasplantes realizados no han presentado mas morbilidad o

mortalidad que los trasplantes convencionales de donantes en muerte encefélica.

De todas formas, para acabar de implementar los trasplantes de donante a
corazén parado como otra fuente igual de valida que los donantes de muerte encefélica,
y que los DCP no sean una alternativa “marginal” o “suboptima”, hay que centrarse en

dos puntos claves: aumentar la seguridad y aumentar la eficacia de estos trasplantes.
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La problemaética actual de la donacion a corazon parado se basa en recuperar los
higados no validos. Al mejorar estos dos puntos conseguiriamos aumentar el nimero de

injertos trasplantados.
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2. Recuperacion de higados no validos

A pesar de que se respeten los tiempos de seguridad de un potencial donante a
corazon parado, en el momento de la extraccion existen aspectos subjetivos de no
validez del injerto. Estos criterios se pueden dividir en 2 apartados: por un lado el
aspecto macroscopico del higado, teniendo en cuenta la coloracién, consistencia,
aspecto de la via biliar, esteatosis, fibrosis, traumatismo, perfusion,...etc. y, por otro
lado, el funcionamiento en bomba de RCN, es decir, la evolucién de los flujos
vasculares y la evolucion de los parametros bioquimicos durante el tiempo en RCN

previo a la extraccion.

Existen injertos hepaticos no validos en el momento de realizar la extraccion.
Injertos procedentes de donantes que cumplian los criterios de inclusién pero que, ya
sea por una mala evolucidn de las transaminasas, ya sea por el aspecto macroscopico del

higado, etc., finalmente se descartan y se pierden.

El propdsito de esta tesis doctoral es encontrar la forma de mejorar los injertos
hepéticos. Y esta cuestion tiene respuesta en la bomba de perfusion ex-situ. Hace una
década, con nuestros trabajos experimentales ya quedé demostrada la eficacia de la
recirculacion normotérmica tras un periodo de isquemia caliente para poder recuperar
injertos hepaticos validos para el trasplante. Actualmente es imprescindible la
utilizacion de la RCN. A pesar del esfuerzo, el nimero de injertos que se utilizan son
una minoria. Es por ello que se introduce ahora la maquina de perfusion ex-situ como
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método de preservacion, frente al almacenamiento en frio convencional, que permita la

evaluacion objetiva y recuperacion de potenciales injertos.
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3. Resultados del experimento

3.1. Supervivencia:

El estudio experimental disefiado confirma la hipotesis planteada inicialmente,
en donde se sugeria que la posibilidad de perfundir el érgano ex-situ mejoraria las
posibilidades de utilizar estos 6rganos para trasplante. La supervivencia, cuando se
utiliza la bomba de perfusion ex-situ, aumenta de forma dréastica y sugiere un papel
extraordinario de este tipo de perfusion en los mecanismos de reversibilidad del injerto

dafado por la parada cardiaca.

3.1.1. Importancia del tiempo de isquemia

En el disefio del estudio, el periodo de parada cardiaca utilizado es de especial
importancia. Se decidi6 utilizar un periodo en donde las posibilidades de supervivencia
eran aparentemente nulas. Estudios previos sefialan la importancia del tiempo de parada
cardiaca en la evolucion post-trasplante. Monbaliu, Garcia-Valdecasas y Fukao han
demostrado previamente como la supervivencia disminuia en funcion del tiempo de

isquemia caliente.

Monbaliu y cols.*® realizaron un modelo experimental de trasplante de donante a

corazén parado en cerdos con tiempos de parada cardiaca que iban de 0 a 60 minutos.
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Tras preservacion en frio durante 4 horas previo al trasplante pudo comprobar que la
supervivencia disminuia de forma progresiva. De tal forma, el grupo de 60 minutos
presentd una supervivencia de 0%. Mientras, en el grupo de 0 y de 15 minutos la

supervivencia fue de 100% y 83% a los 4 dias.

Nuestro grupo, en un modelo experimental en cerdos de trasplante hepatico de
donante a corazén parado, también dividié los grupos en funcién del tiempo de parada
cardiaca al que habfan sido sometidos: 20, 30 y 40 min“*. Posteriormente entraban en un
periodo de 30 minutos de recirculacién normotérmica, para ser extraidos a continuacion
y almacenados en frio. Estos 3 grupos presentaron supervivencias de 100%, 70% y 50%

respectivamente.

En el trabajo de Fukao y cols.*®

se reproduce un modelo experimental de
trasplante de donante a corazén parado en cerdo utilizando 4 grupos con diferentes
tiempos de parada cardiaca (0, 30, 60 y 90 minutos). Tras el periodo de parada cardiaca,
el higado se extraia para ser preservado mediante almacenamiento en frio. Si bien en el

grupo de 60 minutos algunos animales sobrevivieron, lo que queddé claro es que con 90

minutos ningln animal sobrevivié mas all4 de 12 horas.

Es importante resaltar este periodo de 90 minutos de parada cardiaca

aparentemente incompatible con la vida.
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3.1.2. Valor de la Recirculacion Normotérmica (RCN)

Un hecho sorprendente de nuestros resultados es el efecto positivo de la RCN.
Mientras que en los animales mantenidos con isquemia fria ninguno sobrevivid, el mero
hecho de colocar estos 6rganos en RCN durante 1 hora permitié conseguir una
supervivencia para nosotros sorprendente. Este hecho confirma la importancia de

obtener los 6rganos mediante esta metodologia.

En la actualidad, la utilizacion sistematica en la clinica de la RCN tras la parada
cardiaca nos ha permitido obtener 6érganos para trasplante de una calidad relativamente
buena. Nuestros resultados han sido publicados en 2007. Més recientemente, en 20009,
Jiménez-Galanes y cols*, utilizando nuestra metodologia, han podido confirmar
nuestros resultados en la clinica, con una supervivencia acumulada al afio de 85,5% para

el paciente y de 80% para el injerto.

Ateniéndonos Unicamente a la supervivencia, nuestros resultados nos permiten
sugerir que la RCN es capaz de mejorar por si sola la calidad de los injertos
provenientes de donante a coraz6n parado, confirmado inicialmente por la

experimentacidn con resultados anteriores, asi como por la practica clinica a posteriori.
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3.2. Efecto de la bomba de perfusion ex—situ

3.2.1. Funcién hepatica:

3.2.1.1. Funcion hepatocelular

El estudio de la funcionalidad del injerto, reflejado por un lado en los valores
analiticos de bioquimica hepética y de coagulacion, apoya de forma consistente la
hipétesis inicial. Las diferencias entre los grupos son tan importantes que no cabe duda
sobre el papel beneficioso de la bomba ex-situ, obteniendo un 6rgano éptimo para el

trasplante.

Como hemos visto en los resultados, al analizar estos cuatro parametros de
funcion hepética (GOT, LDH, bilirrubina y tiempo de Quick), podemos decir que, en el
grupo control sin RCN ni MP, en el que la supervivencia de sus animales se limita a las
primeras 33 horas, éstos van asociados a una malfuncion hepéatica. Esta malfuncion
hepatica se refleja en el empeoramiento progresivo de los valores analiticos estudiados
en todos los animales del grupo, asociado al dafio isquémico inicial de 90 minutos en
parada cardiaca. Este periodo de isquemia caliente, sequido de la extraccion del injerto
hepéatico para el almacenamiento en frio durante 4 horas previo al implante es lo

suficientemente deletéreo como para que la recuperacion del injerto sea imposible. Este
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método de preservacion tras un periodo de isquemia caliente inicial no es valido para

asegurar la viabilidad y supervivencia del injerto trasplantado.

Tal como ya se estudid en los trabajos experimentales de nuestro grupo la pasada
década, desarrollados en la introduccion de este trabajo, es necesario un periodo de
recirculacién normotérmica tras el periodo de isquemia caliente inicial en el modelo de
donante a corazon parado. En el grupo 2, en el que existe este periodo de RCN de 60
minutos tras los 90 minutos de parda cardiaca, se logra una supervivencia del 83% a los
5 dias. En cuanto a la funcionalidad del injerto trasplantado, vemos que existe una
recuperacion tras el implante con una buena evolucién post-trasplante, tras un pico de
los valores analiticos a las 24 horas. La recuperacion posterior es satisfactoria, siendo
mas 0 menos rapida y efectiva segun el animal estudiado. Comparar este grupo con el
grupo control nos sirve para reafirmar la RCN como un periodo indispensable tras un
periodo de parada cardiaca mas o menos prolongado en el modelo de donante a corazon

parado.

Respecto al experimento actual, en el que se introduce un periodo adicional de
perfusion normotérmica en maquina ex-situ durante 4 horas, los resultados en cuanto a
funcién hepética son muy positivos. En comparacion con el grupo 2, vemos que la
recuperacion del dafio isquémico inicial en el grupo 3 es mucho mas rapida y eficaz en

los parametros analizados. Este periodo de perfusion en maquina ex-situ con sangre

323



Discusion

oxigenada a 37°C permite mejorar el funcionalismo del injerto hepético tras el

trasplante. Los resultados son mucho mejores globalmente que en el grupo 2.

En el experimento de Fukao®® se determinan GOT y LDH en el seguimiento. Las
diferencias entre los grupos son importantes. A las 4 horas post-reperfusion, en el grupo
de 90 minutos de parada cardiaca, la GOT y la LDH se sitian por encima de 2500 y
8000 UI/L respectivamente. Estas cifras superan los valores medios obtenidos en
nuestro disefio experimental, en el que vemos el papel beneficioso, de reversibilidad de

lesion, de la maquina de perfusion ex-situ asociado a la RCN.

En nuestros trabajos experimentales anteriores ya observamos el dafio
hepatocelular provocado por la isquemia caliente en el injerto trasplantado. En el grupo
de animales con RCN tras el periodo de parada cardiaca se vieron unos picos de
transaminasas a los 3 dias del trasplante (determinaciones analiticas post-implante: tras
la reperfusion, a los 3 dias y a los 5 dias), con una normalizacion posterior a los 5 dias.
Este pico era mayor en funcion del tiempo de parada cardiaca (20, 30 o 40 minutos). El
grupo de animales sin RCN tras la parada cardiaca, como ya hemos dicho

anteriormente, no sobrevivié mas de 12 horas.

En resumen, persiste una lesion tras la utilizacién de la bomba. La lesion es
sensiblemente inferior a cuando no se utiliza la bomba y esto se traduce en una menor

cifra de transaminasas, LDH, bilirrubina y una cifra de tiempo de Quick mayor. Todo
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esto es consecuencia de una recuperacion de la célula hepatica durante la RCN y la

bomba de perfusion ex-situ.

De nuevo los resultados obtenidos del estudio de la funcion hepatica en los
andlisis de sangre nos respaldan y confirman que la mejor forma de poder recuperar un
higado procedente de un donante a corazon parado es por medio de la utilizacion de la
RCN. Si ademés se afiade la perfusion normotérmica ex-situ como método de
preservacion, el dafio hepatocelular resultante de la isquemia caliente inicial disminuye
considerablemente y la funcién hepética se restablece de una forma mucho mas rapida y

eficaz.
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3.2.1.2. Funcion de la célula endotelial

Tambien se ha estudiado la funcionalidad hepatica del injerto analizando 3

pardmetros en suero: Factor de vonWillebrand, Thars y sales biliares.

Como ya hemos descrito previamente, la isquemia caliente provoca una
activacion y lesion de las células endoteliales sinusoidales, lo que se traduce en un
aumento en la expresion de moléculas de adhesion, entre las que se encuentra el factor
de vonWillebrand. Ya en 1999 Basile y cols.>” en un estudio clinico de trasplante
hepético establecieron una correlacion entre los niveles de factor de vonWillebrand

post-trasplante y la funcionalidad precoz del injerto hepatico.

Durante el proceso de isquemia caliente se generan radicales libres de oxigeno.
Cuando se reperfunde el injerto hepatico, el oxigeno induce la peroxidacion lipidica. El
grado de peroxidacion lipidica se correlaciona con la concentracion de Thars en plasma
0 en orina, y nos permite medir de forma indirecta el dafio celular y la necrosis celular
producida. La medicion de los Thars es un reflejo del estrés oxidativo generado durante

la isquemia.
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En cuanto a la medicidn de las sales biliares, en los trabajos experimentales de
Monbaliu®® utilizando un modelo porcino de donante a corazén parado se observé que
los higados expuestos a periodos prolongados de isquemia caliente tenian un mayor
riesgo de presentar un fallo primario del injerto, mayor riesgo de muerte del receptor, y

mayor formacion de sales biliares (sobrepasando los niveles tdxicos) tras el trasplante.

En el trabajo experimental de Porte® con modelo porcino de DCP se sugiere que
la toxicidad por las sales biliares contribuye a la patogénesis de la lesion de la via biliar

tras un trasplante hepético con un injerto procedente de un DCP.

Por esta razén, cuando nosotros analizamos en los animales las sales biliares, la
medicién, ademéas de ser un reflejo del dafio isquémico producido, nos sirve también

como marcador predictor de colangiopatia isquémica.

Del anélisis de nuestros resultados se desprende que de nuevo se confirma la
primera hipoétesis, al observar la evolucion de estos pardmetros cuando un injerto es
sometido a almacenamiento en frio tras un periodo prolongado de isquemia caliente. El
periodo de RCN es indispensable para asegurar la viabilidad del injerto procedente de

un donante a corazén parado.

Estos parametros estan directamente relacionados con el dafio isquémico
producido tras la parada cardiaca del animal y con la funcionalidad del injerto hepatico.
Al afadir el periodo de RCN tras la isquemia caliente conseguimos atenuar este dafio.
Esto queda reflejado en una menor lesion isquémica y una funcionalidad hepética

menos afectada.
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Al comparar los 2 grupos en los que existe el periodo de RCN (con o sin periodo
de MP posterior), no observamos diferencias, excepto en las determinaciones de factor
de vonWillebrand, relacionado con la lesion endotelial por la isquemia. Aqui si que
observamos diferencias, en beneficio de los animales en los que el injerto hepatico se ha
perfundido ex-situ con sangre oxigenada a 37°C mediante la maquina de perfusion.
Existe un menor dafio isquémico a este nivel con una recuperacion mas precoz. Estos
datos apoyan el hecho de que la perfusion ex—situ con sangre oxigenada a 37°C tras una
isquemia caliente prolongada presenta un papel protector del injerto frente al dafio

isquémico inicial.

En 2005, Rogiers y cols.?® también realizaron un estudio clinico valorando la
evolucidn de los niveles de factor de vonWillebrand en los receptores de un trasplante
hepético previo a dicho trasplante y durante el implante del injerto. Se establecieron 2
grupos de receptores en funcion del dafio hepatocelular posterior (mayor o menor),
observando que los niveles de factor de vonWillebrand podian servir como marcador de

lesion hepética.

En los resultados experimentales obtenidos, por un lado vemos de nuevo como
la utilizacion de la bomba de RCN tras un periodo de isquemia caliente disminuye el
dafo hepatocelular producido por ésta. Como marcador de funcionalidad del injerto, el
VWEF presenta una mayor expresion cuando no existe el periodo de RCN. Y en los dos

grupos en los que se utiliza la RCN, la expresion de vVWF es mayor cuando no existe la
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perfusion ex—situ con sangre oxigenada a 37°C. Este método de preservacion es el que

mantiene el injerto hepético en las condiciones méas dptimas para ser trasplantado.
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3.2.2. Histologia:

El tejido hepatico sometido a un periodo mas o menos prolongado de isquemia
caliente sufre unos cambios histologicos evidentes. Se han analizado los cambios
relacionados con este tipo de agresion, a saber, la necrosis coagulativa, la
microvesiculacion citoplasméatica hepatocelular, la lesion degenerativa del epitelio
biliar, y la dilatacion-congestion sinusoidal. Estos hallazgos estan relacionados con la
fase aguda de la lesion, con la funcién hepética y con la lesion a largo plazo (en relacion

a la via biliar).

En cada uno de estos apartados hemos visto un patrén similar de respuesta

histoldgica en las muestras de cada grupo.

Cuando se realiza el almacenamiento en frio tras la parada cardiaca, sin periodo
adicional de RCN, en las muestras obtenidas tras la reperfusion del injerto lo que existe
es un dafio histoldgico importante y generalmente difuso. Se pueden considerar estos
hallazgos patoldgicos como cambios histolégicos irreversibles secundarios a la

isquemia caliente.

Al introducir el periodo de RCN tras el periodo inicial de isquemia caliente (en
el grupo de animales sin MP), hay un dafio importante con una afectacion histolégica en

las muestras obtenidas tras la reperfusion del injerto. Este dafio isquémico no suele ser
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tan extenso como cuando no existe RCN y, de hecho, con una supervivencia del 83% de
los animales, se observa en las muestras de la eutanasia electiva del 5° dia de
seguimiento una reversibilidad de las lesiones previas. Esta mejoria es evidente, aunque
no suele ser completa ni global (no se observa, ni en todos los animales ni en todos los

pardmetros analizados).

Al afadir el periodo de perfusion ex-situ del injerto hepatico tras la RCN, con
sangre oxigenada a 37°C, observamos que estos injertos hepaticos presentan un menor
grado de lesion histolégica tras la reperfusion del 6rgano. Tras este periodo en MP, el
injerto hepético presenta un menor grado de dafio isquémico tras la reperfusion en el
implante. La afectacion es menor que con RCN sin MP en cuanto a intensidad y
extension de las lesiones. A los 5 dias de seguimiento, en la eutanasia electiva,
observamos que en la mayoria de los animales existe una reversibilidad completa de las

lesiones histoldgicas observadas.

Desde el punto de vista histolégico, por un lado podemos confirmar que la RCN
es un periodo indispensable para asegurar la viabilidad de un injerto hepéatico que ha
sufrido un periodo de isquemia caliente prolongado. No s6lo se observa un dafio
histoldgico de naturaleza isquémica de menor gravedad, sino que estas lesiones son

reversibles, con un menor grado de afectacion a los 5 dias de seguimiento.
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Ademas, podemos decir también que el periodo de perfusion ex—situ con sangre
oxigenada permite al injerto hepatico procedente de un donante a corazon parado
asegurar un menor grado de dafio histologico isquémico y una reversibilidad completa

de estas lesiones a los 5 dias de seguimiento.

Monbaliu y cols.®® estudiaron en 2008 la extensién de los hallazgos
histopatoldgicos en un modelo porcino de DCP y su relacién con el tiempo de isquemia
caliente; ademas de su capacidad de predecir la apariciéon de fallo primario del injerto,
dafio hepatocelular y supervivencia. Teniendo en cuenta en la valoracion AP tras una
isquemia caliente la vacuolizacion hepatocelular, la necrosis hepatocitaria y la
cogestion-dilatacion sinusoidal, se centraron sobre todo en la vacuolizacion
hepatocelular, como marcador de viabilidad del injerto, utilizando como escala un score

semicuantitativo (de 0 a 3).

Utilizaron 5 grupos segun el diferente tiempo de isquemia caliente (de 0 a 60
minutos). EI método de preservacion era el almacenamiento en frio durante 4 horas
previo al implante. Se observd que la vacuolizacion del citoplasma hepatocitario (la
extension) estaba asociado a un incremento del tiempo de isquemia caliente, un mayor
riesgo de desarrollar un FPI conduciendo a la muerte del receptor y el concomitante

dafo hepatocelular.

332



Discusion

En los trabajos realizados previamente por nuestro grupo en modelo porcino de
donante a corazon parado, ya se pudo observar la correlacion entre el tiempo de
isquemia caliente y el dafio histolégico*®®. Se evaluaron 4 pardmetros histolégicos:
dilatacion-congestion sinusoidal, vacuolizacion hepatocelular, necrosis hepatocitaria y
degeneracion de la via biliar. Se observaron diferencias histopatoldgicas a los 5 dias de
seguimiento en los animales que habian sobrevivido: 100%, 70% y 50% de los 3 grupos
establecidos segun el tiempo de parada cardiaca: 20, 30 y 40 minutos. El grado de
lesiones histoldgicas estaba directamente relacionado con el tiempo de isquemia

caliente.

Hu y cols®™ también investigaron en 2006 la histologia del injerto hepatico
procedente de rata, tras sufrir diferentes tiempos de isquemia caliente, con el objetivo de
establecer el limite maximo que puede tolerar el tejido hepatico la isquemia caliente.
Utilizaron 7 grupos segun el diferente tiempo de isquemia caliente (de 0 a 60 minutos).
Se realizaron valoraciones histologicas tras el implante, a las 6, 24 y 48 horas. En los
grupos con tiempos de isquemia caliente hasta 30 minutos observaron varios grados de
degeneracion hepatocitaria, sin signos de necrosis. En el grupo de 45 minutos se
encuentra ya necrosis focal centrolobulillar en las muestras tomadas. Y en los injertos
de las ratas de 60 minutos de isquemia caliente, la necrosis era difusa o parcheada en
algunos casos, con alteraciones histolégicas también a nivel de los sinusoides
(dilatacion y congestion). Establecieron que cuando el periodo de isquemia caliente esta
comprendido entre 0 y 30 minutos, el dafio producido es reversible, siendo critico a los
45 minutos, e irreversible a los 60 minutos.
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En el trabajo de Fukao y cols de 1997°° también se realizé una evaluacién
histologica de los 4 grupos de animales segun el diferente tiempo de isquemia (de 0 a 90
minutos). Los injertos procedentes de cerdos eran preservados en frio durante 4 horas
antes del implante. La valoracion histologica se realiz6 a la hora de la reperfusion del
injerto hepatico. El grupo sin periodo de isquemia caliente no presentaba alteracion de
la estructura hepatocitaria. En los grupos sometidos a isquemia caliente ya se observaba
vacuolizacion citoplasmatica leve (en el grupo de 15 minutos), siendo cada vez mas
grave y difusa conforme se prolongaba el periodo de isquemia caliente. En el grupo de
90 minutos, la afectacidn era difusa, asi como la necrosis hepatocitaria y la dilatacion
sinusoidal. Recordemos que en este grupo todos los animales murieron en las primeras

12 horas tras el trasplante.

Al comparar los trabajos publicados con los resultados descritos, vemos que, al
afiadir el periodo de RCN tras el periodo de isquemia caliente, podemos prolongar de
forma considerable lo que tanto se ha estudiado en los modelos experimentales de

donante a corazon parado: el limite tolerable de tiempo de isquemia caliente.

Al afadir como periodo de preservacion el periodo de perfusion ex-situ con
sangre oxigenada a 37°C, se consigue alcanzar el segundo objetivo marcado por los
estudios histologicos experimentales de donante a corazon parado: la reversibilidad
histoldgica de las lesiones producidas por el dafio isquémico inicial. Esta reversibilidad
histoldgica se produce de una manera mas rapida y con una eficacia demostrada en las
muestras histoldgicas, ademas de los parametros analiticos, clinicos y de expresion de

citoguinas, como veremos a continuacion.
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3.2.3. Respuesta inflamatoria:

Tras un periodo de isquemia caliente se provoca un estrés oxidativo en los
hepatocitos y la estimulacién de las células de Kupffer después de la I/R. La intensidad
del estrés oxidativo en la celular hepética y el nivel de activacion de la célula de Kupffer
dependen del tiempo de isquemia al que ha estado sometido el higado. A mayor tiempo
de isquemia existird una mayor respuesta inflamatoria tras la reperfusion del injerto

hepaético, reflejado en una mayor concentracién de citoquinas.

En un estudio experimental de donante a corazén parado en modelo porcino
publicado por Monbaliu en 2007%* se estudian los parametros implicados en el
desarrollo del fallo primario del injerto (FPI). Se utilizaron diferentes periodos de
isquemia caliente. Las citoquinas estudiadas fueron TNF-a e IL-6. En los animales que
desarrollaron un FPI, las concentraciones de estas dos citoquinas eran mucho mayores

gue en los animales sin FPI.

Por lo tanto, nuestro interés en estudiar determinadas citoquinas mediante PCR-
RNA en tejido hepatico se debe a la relacidn existente entre la respuesta inflamatoria
que se produce tras la I/R y la funcionalidad posterior del injerto hepatico trasplantado.

A menor lesion, funcionara mejor el higado.
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Cuando se utiliza el periodo de RCN tras la isquemia caliente, al comparar los
injertos que fueron almacenados en frio con los injertos que fueron perfundidos con la
bomba ex-situ, observamos que hay un patron de comportamiento que se repite para la
mayoria de los valores analizados. Tras el periodo de parada cardiaca de 90 minutos y
los 60 minutos de RCN, en los injertos almacenados en frio se produce un pico
importante de estos factores pro-inflamatorios tras la reperfusion, como cabia esperar.
En cambio, al utilizar la perfusién ex—situ con sangre oxigenada a 37°C, existe un
patron diferente. Tras este periodo de perfusién en maquina, se produce el pico de
expresion de todas las citoquinas analizadas, para encontrar niveles de expresion muy
inferiores tras la reperfusion del injerto. En este punto, al analizar estos dos métodos de
preservacion, la diferencia numérica de expresion es importante. El periodo de
perfusion ex—situ en maquina jugaria un papel “protector”, permitiendo que tras la

reperfusion la respuesta inflamatoria sea mucho menor.

En el reciente trabajo de Mortensen y cols.®® de 2009 se describen los cambios
de las citoquinas durante un periodo de isquemia caliente de 60 minutos en un modelo
experimental en cerdo, mediante clampaje del hilio hepético. Las citoquinas analizadas
fueron: IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a. Al cabo de 60 minutos se observan unos valores de
interleuquinas levemente aumentadas en comparacion con el valor basal. No asi el TNF-
a, que aumenta inicialmente a los 30 minutos, para después disminuir a los 60 minutos,

a valores incluso inferiores al basal. Este estudio no presenta un seguimiento tras la
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reperfusion mas alla de 3 horas, describiendo las variaciones de citoquinas durante el
fendmeno de I/R tras una isquemia caliente. Las variaciones de transaminasas, tiempo
de Quick y bilirrubina observadas son minimas y en un periodo muy breve de tiempo de

seguimiento tras la reperfusion.

Satomi y cols.?® realizaron un modelo experimental de donante a corazén parado
en ratas, utilizando un periodo de isquemia caliente de 30 minutos seguido de 6 horas de
almacenamiento en frio previo a la reperfusion del injerto in vitro en un sistema de
perfusion. El grupo control no presentaba un periodo de isquemia caliente. Este sistema
utilizaba una solucion bicarbonatada tampon, oxigenada, perfundida por la vena porta
con un flujo continuo durante 60 minutos. Las citoquinas analizadas fueron TNF-a, IL-1
e IL-6. Las determinaciones fueron a nivel basal, tras el periodo de isquemia caliente y
tras la reperfusion del injerto. Los valores de las citoquinas eran superiores (el doble
para las interleuquinas) en el grupo de DCP, con minima variacion para el TNF-o. No se
analizaron transaminasas ni tiempo de Quick, debido al disefio del estudio. En cambio,
si que se realizd un estudio histologico de muestras de tejido hepatico. En el grupo
control sin isquemia caliente, la estructura hepatocelular estaba bien conservada, con
una ligera alteracion en el area perisinusoidal. En el grupo con periodo de isquemia
caliente, la estructura del sinusoide hepéatico estaba muy deteriorada, con cambios

hidropicos en el parénquima hepatocitario.

Vemos que van paralelos el nivel de expresidn de las citoquinas y el dafio del

injerto hepatico. En este caso es el dafio estructural, aunque podemos decir que a mayor
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expresion de este tipo de citoquinas, se puede esperar una funcionalidad del injerto
hepatico mas mermada. El nivel de expresion de citoquinas podriamos utilizarlo como

marcador predictor de la funcionalidad del injerto hepatico tras el trasplante.

Los trabajos publicados son descriptivos en cuanto a las variaciones de las
citoquinas durante el mecanismo de isquemia-reperfusion (I/R) en el trasplante
hepéatico. Otros trabajos muestran como se puede atenuar esta respuesta mediante
sustancias citoprotectoras o actuando directamente a nivel de las células de Kupffer. En
nuestro trabajo vemos como evolucionan los parametros de las citoquinas utilizando 2
modelos diferentes de preservacion. Por un lado, nuestro sistema convencional de
preservacion tras una isquemia caliente: RCN y almacenamiento en frio. Por otro lado,
la perfusion ex—situ con sangre oxigenada a 37°C tras el periodo de RCN. Unicamente
podemos comparar estos 2 modelos de preservacion, con los resultados que ya hemos
observado: una menor respuesta inflamatoria cuando utilizamos la perfusion ex-situ

como método de preservacion.
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CONCLUSIONES

1. Se confirma el valor de la recirculacion normotérmica en la obtencion de injertos

procedentes de donantes a corazon parado.

2. Contestando la hipdtesis de trabajo, la bomba de perfusion ex-situ es capaz de
mejorar las condiciones de los injertos hepéaticos obtenidos a corazon parado,
permitiendo su evaluacion y realizacion del trasplante con seguridad, mediante

la reversion de las lesiones producidas durante la isquemia caliente.

3. Estariamos en condiciones de iniciar la aplicacion clinica de esta metodologia.
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