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1. 1. RESEÑA HISTÓRICA  

 

 Durante las últimas décadas la Medicina ha avanzado de manera muy 

importante, y dentro de ésta, el trasplante de órganos y tejidos fue uno de los 

campos médicos que presentó mayor desarrollo, alcanzando objetivos antes no 

pensados. 

 

 Durante el siglo XX, se han producido avances importantes que tuvieron 

gran influencia en la evolución de la historia de los trasplantes. Entre ellos 

podemos destacar a Alexis Carrel quien desarrolló las suturas vasculares y 

realizó los primeros trasplantes experimentales en animales con éxito,a 

principio del siglo pasado, la utilización de bombas de perfusión y circulación 

extracorpórea, el desarrollo de la inmunología y las drogas antirrechazo. 

 

 Sin duda alguna, el descubrimiento de la ciclosporina por J.F. Borel en 

1970 a partir del hongo Tlipoccladium Inflatum Gams y su introducción en el 

mercado a partir de la década del 80 marco un antes y un después en la "era de 

los trasplantes", ya que a partir de ese momento se comenzaron a obtener 

resultados clínicos muy satisfactorios, convirtiéndose el trasplante de órganos 

en una opción terapéutica válida para pacientes que sufren una falla terminal 

de la función de algún órgano. 

 

 En lo referente al trasplante hepático tuvo sus orígenes en el laboratorio 

de experimentación de los doctores Thomas Starzl y Francis Moore durante el 

fin del decenio de 1950 y principio de 1960. Fue T. Starzl quien realizó el 1º de 

marzo de 1963 el primer trasplante hepático humano, pero debido a los malos 

resultados clínicos obtenidos (supervivencia al año menor al 30 %), esta práctica 

estuvo considerada durante casi 20 años, como una práctica experimental.  

 



A partir del año 1980, coincidiendo con la introducción de la 

ciclosporina, los resultados comenzaron a mejorar ostensiblemente, por lo tanto 

el trasplante hepático se transformó en una alternativa válida para el 

tratamiento de diferentes enfermedades hepáticas.(1) 

 

 El primer trasplante hepático en España fue realizado en el año 1984, en 

el Hospital de Bellvitge de Barcelona, y desde ese momento hasta finales de 

2000 se han llevado a cabo más de 7700 trasplantes hepáticos en todo el país.(2) 

El número de trasplantes hepáticos realizados en España ha aumentado 

considerablemente desde principio de 1990 hasta la fecha. Desde 1984 hasta el 

año 1990, por ejemplo, se han realizado 407 trasplantes de hígado, mientras que 

durante el año 1990 se realizaron 313 trasplantes hepáticos y a partir de ese 

momento se presentó un aumento paulatino y sostenido de la actividad 

trasplantadora llegándose a trasplantar casi 1000 hígados en 1999. 
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Figura 1: Evolución de los trasplantes hepáticos en España desde 1984 

hasta 1999.(3) 

 



Durante los últimos años España ha ocupado un privilegiado lugar 

dentro del concierto internacional en lo referente a la donación de órganos. En 

1989 la tasa de donantes por millón de población (p.m.p.) de España era del 

14,3, aumentando en 1995 a  27 donantes p.m.p. y en el año 2000 llegó hasta  

33,9 donantes p.m.p.(3)  

 

Junto con el aumento del número de donantes se ha producido un 

aumento de pacientes que ingresan a las listas de espera, que podemos ver 

reflejado en el tiempo que están los paciente en ellas, ya que por el año 1991 

más del 75 % de los pacientes eran trasplantados antes de los tres meses y en la 

actualidad solamente el 55 % de los pacientes son trasplantados antes de ese 

período de tiempo. 

 

 En lo que refiere a la mortalidad en listas de espera, durante el año 2000 

se ha mantenido la tendencia estable de los últimos años, cifrándose 

actualmente el porcentaje de muerte en lista de espera, para pacientes que 

esperan un injerto hepático en el 7,6%. A este porcentaje de pacientes, no 

debemos olvidar de sumarle aquellos pacientes que son retirados de las listas 

de espera por no cumplir los requisitos necesarios para ser candidatos a recibir 

un trasplante hepático, hecho que aumentaría el porcentaje total de pacientes 

que necesitan un trasplante y no llegan a él por diferentes causas (muerte, 

exclusión de lista). 

  



 

1. 2. DIFERENTES SOLUCIONES ANTE LA FALTA DE 

DONANTES 

 

Actualmente España es uno de los países que presenta la  mayor tasa de 

donantes por millón de habitantes a nivel mundial: 33,9 por millón de 

habitantes (datos del año 2000). Ver tabla 1. Sin embargo, esto no soluciona el 

problema de la falta de órganos para trasplante, ya que el número de pacientes 

que ingresan a las listas de espera es mayor que el número de donantes 

existentes. 

 

 

  

España 

 

 U.S.A. 

 

Francia 

 

R. Unido 

 

Canadá 

 

Donantes p.m.p. 

 

33,9 

 

22,9 

 

16,2 

 

13 

 

12,5 

 

Tabla 1: Tasas de donantes por millón de población (p.m.p.) de 

diferentes países.(4) 

 

 

Es por ello que los diferentes grupos trasplantadores han ido cambiando 

algunos criterios en la selección de los posibles donantes. Dentro de las 

modificaciones que se han ido presentando a lo largo de los años, el criterio en 

relación con la edad de los donantes fue quizás la que mayor importancia ha 

tenido. En el año 1990 se consideraba como edad límite para ser donante de 

hígado, los 55 años, mientras que en la actualidad no existe un límite máximo 

fijado para la edad del donante. Esto lo podemos ver reflejado en el aumento de 

la edad media de los donantes en España, que en el año 1991 era de 27 años y 

llegando a los 47 a fines de 2000.(3,5-8) 

 



También son aceptados donantes con patologías crónicas como la 

hipertensión arterial, diabetes mellitus y más recientemente se han utilizado 

hígados de donantes con positividad para los anticuerpos contra hepatitis C 

(HCV +).(7,9) Otros datos que se tenían en cuenta como contraindicaciones y en 

la actualidad han quedado relegados son la estancia prolongada en unidades de 

cuidados intensivos prolongadas y la utilización de drogas vasoactivas.(10)  

 

La esteatosis del injerto también ha sido un tema de largas discusiones. 

Actualmente se sabe que la macroesteatosis es la que se relaciona con mayores 

posibilidades de presentar una no función primaria (NFP). Es por ello, que 

algunos grupos de trasplantes aconsejan realizar biopsias por congelación en 

hígados cuyo aspecto macroscópico es esteatósico o existan antecedentes que 

indiquen que pueda ser un hígado con un alto porcentaje de esteatosis. Dicho 

procedimiento es útil para cuantificar el grado de esteatosis presente como así 

también para poder diferenciar entre la microesteatosis y la macroesteatosis, 

por ser ésta ultima un factor de riesgo de NFP.(7,11,12) 

 

 

 

♦ Aumento en la edad de los donantes 

♦ Donantes con patologías crónicas 

♦ Split o bipartición hepática 

♦ Donantes vivos 

♦ Donantes a corazón parado 

 

 

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

 

En lo referente al trasplante de hígado diferentes técnicas han ido 

surgiendo para suplir la falta de órganos. Dentro de ellas podemos destacar a la 

bipartición hepática o split, técnica por la cual de un hígado podemos obtener 



dos injertos para ser trasplantados principalmente en la población 

pediátrica.(13-16)  

 

Otra alternativa, quizas la más novedosa, es la realización de trasplante 

hepático con donantes vivos. Esto fue posible gracias al avance en cirugía 

hepática, al desarrollo de las técnicas de bipartición hepática y a un buen 

conocimiento de la anatomía del hígado por parte de los cirujanos. S. Raia, fue 

el primer cirujano en describir está técnica a fines de la década del 80.(17) Esta 

técnica ha sido por años, la principal alternativa de obtención de órganos en 

países como Japón, quienes no contaban con legislación sobre el concepto de 

muerte cerebral. Así comenzaron con está técnica para la realización de 

trasplante hepático, principalmente en la población pediátrica, obteniendo el 

segmento lateral izquierdo del donante (segmentos II y III). 

 

Posteriormente y de la mano de los buenos resultados obtenidos se 

comenzaron a realizar trasplantes hepáticos con donantes vivos en adultos, 

realizándose al principio con segmentos laterales izquierdos, en receptores mas 

bien pequeños, y en 1994 Y. Yamaoka reportó el primer caso de trasplante 

hepático realizado con el lóbulo derecho de un donante vivo.(18) Esta técnica 

fue muy aceptada por los diferentes grupos trasplantadores, ya que el lóbulo 

hepático derecho representa aproximadamente el 60 % de la masa hepática, lo 

que supone un buen tamaño de hígado para poder asegurar la buena función 

del injerto en un receptor adulto. Actualmente este tipo de trasplantes, ha 

llegado a representar hasta el 25 % del total de los trasplantes que se realizan en 

algunos centros.(19) En el año 2000, en el Hospital Clinic i Provincial de 

Barcelona, se ha llevado a cabo con éxito, el primer trasplante hepático en 

España, realizado con el lóbulo derecho de un donante vivo adulto. 

 

Los donantes a corazón parado, que fueron la única fuente de órganos al 

comienzo de los trasplantes en la década del 50 hasta que se aceptó el concepto 

de muerte encefálica, constituyen otra posible fuente de obtención de 



órganos.(20) El principal inconveniente que se presenta con este tipo de 

donantes es el tiempo de isquemia caliente a la cual estan sometidos los órganos 

y que se ha demostrado que es muy perjudicial para la función de los mismos. 

Diferentes autores han podido demostrar en transplante renal que la utilización 

de donantes a corazón parado permite obtener resultados muy similares a los 

obtenidos con donantes a corazón latiente.(21-25) Sin embargo, la experiencia 

en transplantes hepáticos con este tipo de donantes continúa siendo escasa.(26-

28)  

 

 

 

 

 



 

1. 3. DONANTES A CORAZÓN PARADO 

 

  Podemos definir como donante a corazón parado aquella persona que 

presenta una parada cardiorrespiratoria irreversible tras maniobras de 

reanimación y presenta un período de isquemia caliente dentro del tiempo que 

se puede considerar óptimo, para poder realizar las maniobras de enfriamiento 

y preservación  de órganos. 

 

  Actualmente más del 95 % de los donantes en España son cadavéricos a 

corazón latiente, mientras que solamente el 2, 5 % de los donantes en 1999 han 

sido a corazón parado.(3) En diferentes centros de Estados Unidos, casi el 10 %  

del total de trasplantes hepáticos se han realizado con hígados obtenidos de 

donantes a corazón parado. En el hospital San Carlos de Madrid, desde 1996, el 

50 % de los órganos obtenidos fueron a partir de donantes a corazón parado. 

(26,28-30) 

 

  La obtención de órganos para trasplante a partir de donantes a corazón 

parado continua siendo en la actualidad un reto importante para la medicina. 

La situación actual nos permite obtener riñones en buenas condiciones para 

trasplante y es una situación contemplada de forma habitual en la práctica 

clínica. Lamentablemente no sucede lo mismo con relación al trasplante 

hepático. No debemos olvidar la ventaja que presenta en este aspecto el 

trasplante renal, ya que si un riñón procedente de un donante a corazón parado, 

es trasplantado y no funciona inmediatamente el paciente tiene la posibilidad 

de ser sometido a hemodiálisis, mientras que si un hígado trasplantado 

presenta una mal función primaria, el paciente necesita urgente un retrasplante 

ya que sino el único desenlace será la muerte del mismo. 

 

  Como hemos hecho referencia anteriormente, durante los últimos años, 

impulsados por la necesidad de aumentar el número de órganos disponibles 



para trasplantes, se han vuelto a utilizar órganos obtenidos de donantes a 

corazón parado. Es por ello, en 1995, en Maastricht se ha llevado a cabo la 

primer reunión internacional sobre extracción de órganos a corazón parado. En 

esta reunión se unificaron diferentes criterios y se clasificó a los donantes a 

corazón parado de la siguiente manera (31): 

 

 

Categoría 1 

Paciente que ingresa en parada cardíaca de tiempo indeterminado. 

El sujeto sufre una parada cardíaca y se traslada al hospital sin habérsele 

practicado maniobras de reanimación previas. El mayor inconveniente que 

presentan estos donantes es el desconocimiento exacto del tiempo de la parada 

cardíaca.  

 

 

Categoría II 

Individuos en parada cardíaca en los cuales las maniobras de reanimación 

son inefectivas 

Son pacientes que estando ingresados en un hospital les sobreviene la parada 

cardiaca. A diferencia de la anterior categoría de donantes a corazón parado, 

conocemos todos los datos desde el momento de la parada cardiorrespiratoria. 

La actuación de los equipos de preservación debe ser rápida para lograr tener 

tiempos de isquemia caliente cortos. 

 

 

Categoría III 

Pacientes en los cuales se espera la parada cardíaca 

En este grupo se incluyen los pacientes a los que se les retira la ventilación 

mecánica y/o el soporte terapéutico. Por el momento en España no se 

consideran como posibles donantes de órganos. 



 

Categoría IV 

Donante en muerte cerebral que sufre una parada cardíaca antes del 

procedimiento de extracción. 

En este tipo de donantes a corazón parado la situación es más controlada ya que 

conocemos la historia clínica y podemos prever la parada cardíaca. Es el tipo de 

donantes a corazón parado más frecuente en nuestro medio. 

 

Tabla 3: Donantes a corazón parado: Clasificación de Maastrich 

 

 De la clasificación anterior podemos diferenciar dos grupos de donantes 

a corazón parado: los no controlados que serían los correspondientes al grupo 

1-2 y los controlados  representados por el grupo 3 y 4.  

 

 Existen diferentes publicaciones donde se presentan experiencias con 

donantes a corazón parado controlados, donde la supervivencia y las 

complicaciones postoperatorias son similares a las que presentan los pacientes 

trasplantados con hígados obtenidos de donantes a corazón latiente. Por otro 

lado, es de nuestro conocimiento que la incidencia de mal función primaria es 

mayor en los pacientes trasplantados con hígados obtenidos de donantes a 

corazón parado no controlados.(32,33) A pesar de ser escasa, existe una 

pequeña experiencia con la utilización de hígados provenientes de donantes a 

corazón parado no controlados.(34)         

 

Como hemos hecho referencia anteriormente, uno de los mayores 

inconvenientes  cuando se obtiene un hígado de un donante a corazón parado 

es la posibilidad que ese injerto desarrolle una mal función primaria que lleve a 

la pérdida de ese injerto. Diferentes factores se encuentran implicados en su 

patogenia. Entre ellos tenemos a la isquemia caliente, la isquemia fría y la lesión 

por isquemia-reperfusión quienes llevan a que exista daño de las células 

endoteliales, activación de las células de Kupffer, adherencias de leucocitos, 



formación de radicales libres, etc. Diferentes estudios experimentales proponen 

el uso de varios agentes hepatoprotectores para disminuir el daño hepático, 

tales agentes disminuyen la formación de radicales libres, inhiben la adhesión 

leucocitaria, etc. (35-37) 

 

Por lo dicho anteriormente queda claro que el principal inconveniente 

que presentan los donantes a corazón parado es el período de isquemia caliente 

o sea el tiempo que el paciente está en parada cardíaca al que van a estar 

sometidos los diferentes órganos.  

 

A pesar de los grandes esfuerzos para identificar cual es el tiempo de 

parada cardíaca ideal para poder obtener órganos de donantes a corazón 

parado, no existe en la actualidad una clara definición al respecto. La mayoría 

de los tiempos publicados son sobre la base de estudios experimentales en ratas 

y cerdos. Así mismo, se debe diferenciar aquellos trabajos donde se hace 

referencia a la tolerancia del hígado a la isquemia caliente en relación con 

cirugía hepática resectiva y aquellos trabajos que se refieren al tiempo de 

parada cardíaca al cual van a estar sometidos los órganos, en caso de donantes a 

corazón parado.  

 

Desde hace mucho tiempo la tolerancia del hígado a la isquemia ha sido 

un tema que ha preocupado a los cirujanos. Diferentes trabajos relacionados con 

cirugía hepática resectiva, han podido demostrar que el hígado humano, tolera 

en normotermia, sin mayores problemas tiempos de isquemia caliente de 60 

minutos.(38-40) 

 

En relación al tema del tiempo de parada cardíaca y trasplante hepático 

con donantes a corazón parado, Richter y colaboradores publican que existen 

evidencias que los hígados pueden toleran un tiempo de isquemia caliente que 

llegue a los 30 minutos y que períodos de 60 minutos de parada cardíaca se 

acompañan de malos resultados, ya que estos tiempos producen una deficiente 



perfusión acinar y sinusoidal lo que traerá mayores alteraciones en la función 

del injerto. Por otro lado, Schön asegura, en un modelo de perfusión 

normotérmica ex-situ, que tras 75 minutos de parada cardíaca se pueden 

recuperar hígados para trasplantes.(41,42) 

 

Existen evidencias histológicas que demuestran que a medida que el 

tiempo de parada cardíaca aumenta por encima de los 20 minutos, la histología 

de los hígados de cerdos trasplantados con injertos obtenidos de donantes a 

corazón parado presenta lesiones importantes a nivel de la vía biliar, lo que 

condiciona la viabilidad de dicho injerto.(43) Por su parte, sin hacer referencia a 

cambios histológicos y basándose sobre cambios en la carga energética y los 

valores de ASAT, Takada y colaboradores sugieren que el tiempo de parada 

cardíaca en cerdos debería ser menor de 60 minutos.(44) 

 

El mismo Takada, en un modelo de trasplante hepático con donante a 

corazón parado en cerdos, publica que si se realiza el pretratamiento del 

donante con bloqueantes de las endotelinas y del factor activador de plaquetas 

se puede obtener una supervivencia del 100 % al séptimo día del trasplante, 

cuando los hígados son sometidos a 90 minutos de parada cardíaca. Este mismo 

grupo investigador, presenta resultados similares con el uso de FK 506, un 

inmunosupresor que ha demostrado tener cierta protección contra la lesión por 

isquemia-reperfusión.(45,46) 

 

Avalado por su experiencia en trasplante hepático con donante a corazón 

parado en humanos, Yanaga aconseja que el tiempo de parada cardíaca debe 

estar entre quince y treinta minutos. Gómez y colaboradores publican en 1997 

su experiencia clínica, en donde han sugerido que el tiempo de parada cardíaca 

compatible con una buena función del injerto debería ser menos de 15 

minutos.(34,47) Quizas los resultados mas llamativos son los que publicados 

por Hong y colaboradores, de la Universidad de Hiroshima, Japón, quienes 

presentan su experiencia clínica en trasplante hepático con donante a corazón 



parado donde comentan que con tiempos de isquemia caliente entre los 32 y 45 

minutos, no han tenido ningún caso de no función primaria.(48)  

 

1. 4. DONANTES A CORAZÓN PARADO: TÉCNICAS DE 

OBTENCIÓN DE ÓRGANOS. 

 

Los donantes a corazón parado han sido utilizados durante muchos años 

como una fuente alternativa para obtener riñones para trasplantes. Con el 

avance de la medicina y un mejor entendimiento de la lesión por isquemia 

reperfusión, se han ido obteniendo resultados similares a los que se presentan 

con donantes a corazón latiente. Avalados por la experiencia en trasplante renal 

con donantes a corazón parado, sumados a la falta de hígados para trasplantes, 

los diferentes equipos trasplantadores han comenzado a utilizar hígados 

provenientes de donantes a corazón parado.  

 

El principal objetivo, una vez identificado un posible donante a corazón 

parado, es disminuir al máximo posible el tiempo de isquemia caliente. A lo 

largo de los años diferentes alternativas fueron surgiendo con el propósito de 

disminuir o revertir las lesiones que se producen durante el tiempo de parada 

cardíaca. Durante la década del 70 y durante muchos años se ha empleado 

como técnica de enfriamiento de órganos la perfusión in situ de los órganos por 

medio de catéteres femorales, posteriormente surgió el enfriamiento corporal 

total y más recientemente se ha empleado la recirculación normotérmica. 

 

   

 

 1. 4. 1.  Enfriamiento in situ  

 



El objetivo básico de estos métodos es realizar el enfriamiento de los 

órganos abdominales, para disminuir la temperatura de los mismos, haciendo 

que la isquemia caliente sea lo más corta posible.  

 

Se comenzó a realizar por medio de un catéter colocado en la arteria y 

vena femorales. El catéter arterial se utiliza para la infusión de los líquidos de 

preservación, mientras que el catéter venoso se utiliza para la salida de sangre. 

Posteriormente se utilizó el catéter femoral de doble balón diseñado por  

Garcia-Rinaldi en 1975 y que fuera ampliamente utilizado por los diferentes 

equipos trasplantadores. Se procede a la disección de la arteria femoral y se 

introduce el catéter con dos balones que, una vez hinchados, se sitúan por 

encima y por debajo de las arterias renales. Con este método se enfría 

selectivamente el área renal.(22,49,50) 

 

  La perfusión de los líquidos de preservación ha sido un tema que 

también se ha estudiado. Se ha comprobado que la perfusión a altas presiones 

(más de 70 mmHg) consigue un enfriamiento más rápido como asi también una 

disminución en la resistencia intraparenquimatosas hecho que tendría 

importancia en la futura función del injerto.(49,51-55)  

 

  Con el tiempo fueron surgiendo diferentes variaciones en éste tipo de 

procedimiento, una de ellas fue la utilización de bombas de perfusión para 

realizar el enfriamiento argumentando que con este procedimiento se logran 

mejores presiones de perfusión a nivel intraparenquimatoso.  

 

 El tiempo entre la parada cardíaca y la extracción pueden ser hasta 2-3 horas 

cuando se utilizan máquinas de perfusión, mientras que cuando se perfunde 

con gravedad se recomienda que sea de 1 hora. Otra alternativa utilizada ha 

sido la administración de fentolamina, previa a la infusión de los líquidos de 

lavado, para producir una mayor relajación vascular y permitir de esta menera 

una buena perfusión de los órganos con el líquido de preservación.(56,57)  



 

 

 

 

  

 1. 4. 2.  Enfriamiento corporal total 

 

  Esté método consiste en la realización de todo el cuerpo por medio de 

una bomba de circulación extracorpórea. Se ha descripto en un principio para la 

preservación del corazón y pulmón y a partir de ahí, se comenzó a utilizar para 

el enfriamiento de órganos abdominales (principalmente riñones) en países 

donde el concepto de muerte cerebral no existía y los donantes a corazón 

parado eran la única fuente de órganos para trasplantes. El enfriamiento de 

todo el cuerpo se realiza con Ringer lactato y con la misma sangre del paciente. 

Esto último permite mantener una buena oxigenación de los órganos mientras 

se disminuye la temperatura de los mismos. Así mismo, el flujo de la bomba de 

recirculación que se utiliza es alto, 2000-3000 ml/min., lo que permite que exista 

una alta perfusión de los órganos evitando así que se produzca vasoconstricción 

y que aumente el daño isquémico. El tiempo aproximado de enfriamiento con 

este método es de 20 a 30 minutos. En relación al trasplante hepático, ha sido 

demostrdo que este método es superior a las técnicas de lavado in situ.(58-64) 

 

Diferentes trabajos experimentales han demostrado que la hemoper-

fusión de riñones previo a la isquemia fría mejora la viabilidad de los órganos a 

transplantar. Por su parte, Hosino T., presenta en 1994, que la realización de un 

período de hemoperfusión a 37ºC antes del enfriamiento corporal total, es 

beneficioso en la obtencion de hígados de donantes a corazón parado. Por su 

parte, Tojimbara, en 1995 publica un trabajo experimental de trasplante 

hepático en ratas con donantes a corazón parado, donde demuestra que 

realizando el lavado del hígado con solución de Wisconsin a 37 ºC, la lesión por 



isquemia reperfusión es menor tanto desde el punto de vista bioquímico como 

histológico.(37,65-68) 

  La realización de un período de hemoperfusión antes del enfriamiento 

corporal total ha demostrado ser eficaz en la obtención tanto de riñones como 

hígados para trasplantes con buenos resultados clínicos.(69) Este procedimiento 

se ha denominado recirculación normotérmica. Más adelante explicaremos 

detalladamente como se realiza dicho procedimiento.(30) 

 



   

 1. 5. LESIÓN POR ISQUEMIA REPERFUSIÓN 

 

Durante el proceso de obtención de un órgano a partir de un donante a 

corazón parado y su posterior implante en el receptor, existen etapas en las que 

se  producen  diferentes lesiones en el injerto, derivadas las mismas de la falta 

de irrigación sanguínea de dicho órgano, del almacenamiento en frío del mismo 

y de su posterior reoxigenación una vez implantado, por lo tanto estudiaremos 

separadamente lo que ocurre durante estos tres períodos bien diferenciados 

(26): 

 

1-  Isquemia caliente: Es el período de tiempo durante el cual el individuo 

está en parada cardiorrespiratoria. 

 

2-  Isquemia fría: Abarca el período desde la entrada de los líquidos de 

enfriamiento hasta la reperfusión del órgano una vez implantado. 

 

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

receptor. 

 

El entendimiento de los mecanismos productores de la lesión por 

isquemia-reperfusión, como así también  de los mediadores de dicha lesión es 

muy importante, debido a que este fenómeno puede llevar a una lesión del 

injerto de intensidad variable. La misma puede variar desde una lesión leve que 

provocará una disfunción inicial del injerto, hasta una lesión importante que 

puede llevar a una mal función primaria del injerto con pérdida de la viabilidad 

del mismo. 

 

 

 

 



 

1. 5. 1.  Lesiones por isquemia caliente. 

 

Una vez producida la parada cardíaca se interrumpe el aporte de 

oxigeno a todos los tejidos del organismo. Dependiendo del tiempo de la 

isquemia caliente las lesiones que se producen podrán ser reversibles o no. Así 

mismo, esto último también va a depender de la resistencia que tenga el tejido a 

la hipoxia. 

 

El primer acontecimiento que se presenta durante la isquemia de 

cualquier órgano es la transformación del metabolismo celular, que pasa de ser 

aerobio a anaerobio, debido a la falta de aporte de oxigeno a la célula. Esto trae 

aparejado una serie de cambios importantes tanto en el interior de la célula  

como a nivel de su  membrana plasmática. 

 

En el interior de la célula debido a la disminución en la fosforilación 

oxidativa, se comienza a consumir el ATP existente, siendo este un mecanismo 

que utiliza la célula para mantener su homeostasis. El ATP es hidrolizado a 

ADP y AMP.(70) El AMP posteriormente es  catabolizado a hipoxantina, siendo 

ésta última importante en la lesión por reperfusión. Así mismo se estimula la 

glucólisis anaerobia formándose ácido láctico, lo que produce la disminución 

del ph intracelular con la consiguiente acidosis intracelular. La depleción de los 

depósitos de energía celular lleva a un fracaso en la homeostasis celular que 

simultáneamente llevará a un trastorno en los gradientes transmembrana. (71) 

 

En el ámbito de la membrana plasmática se produce una alteración de la 

actividad de la bomba Na-K-ATPasa, que es la encargada de mantener el 

equilibrio iónico entre la célula y el espacio intersticial, produciéndose una 

alteración del transporte de sodio, calcio y potasio. Los iones sodio penetran 

dentro de la célula, arrastrando así un gran volúmen de agua y los iones potasio 

salen de la célula para mantener el equilibrio iónico en el espacio intersticial. 



Ello conduce a la aparición de edema celular y a diferentes alteraciones 

citoplasmáticas (autólisis de lisosomas, dilatación del retículo endoplasmático), 

que llevarán inevitablemente a la muerte de la célula. 

 

Como consecuencia de los cambios antes citados, se produce también un 

aumento del calcio intracitoplasmático, que activará diferentes sistemas 

enzimáticos, que se verán implicados en las repuestas inflamatorias que se 

producirán más tarde durante la reperfusión  

 

  

 

♦ Transformación del metabolismo celular 

♦ Menor producción de ATP 

♦ Disminución de la función de la bomba Na+/K+   

♦ Edema celular  

♦ Aumento del Ca+ intracelular  

 

Tabla 4: Mecanismos patogénicos implicados en la lesión por isquemia. 

 

 

Los cambios celulares antes citados, aún pueden ser reversibles si se 

restablece el aporte de oxígenos a la célula si esto último no sucede, se 

producirá la muerte celular ya que comienza la salida de diferentes enzimas al 

citoplasma lo que provoca la digestión celular. Consecuentemente empieza la 

degradación de los fosfolípidos de la membrana celular lo que conduce 

inevitablemente a la muerte celular.  

 

 

 

 



 

 

1. 5. 2.  Lesión por preservación 

 

La meta primaria de la preservación es mantener la integridad de todos 

los sistemas celulares. Esto puede ser posible con el almacenamiento del órgano 

a trasplantar a bajas temperaturas (almacenamiento hipotérmico) y con el uso 

de soluciones de preservación apropiadas. Es por ello que todo órgano a 

trasplantar debe ser exanguinado, lavado con alguna solución de preservación 

y posteriormente preservado a bajas temperaturas (4º). 

 

 La razón primaria por la cual, la hipotermia mantiene viable los órganos 

preservados es por medio de la disminución del metabolismo celular, es decir 

que disminuye la velocidad a la cual las enzimas intracelulares degradan los 

componentes necesarios para la viabilidad del órgano. Este proceso es 

reversible con la reperfusión del órgano. Queda claro que el almacenamiento 

hipotérmico, no impide la muerte celular, sino que solamente la retrasa. Así la 

mayoría de los sistemas enzimáticos presentan una disminución de 1,5 a 2 veces 

su actividad por cada 10 ºC que se disminuye la temperatura.(72)  

 

Las soluciones de preservación cumplen una función muy importante en 

lo referente a la preservación de los órganos, ya que su composición electrolítica 

esta ideada para prevenir el edema que produce la hipotermia y la acidosis 

intracelular producto de la isquemia. También las soluciones de preservación 

tienen que prevenir el edema intersticial que se produce por el uso de las 

mismas.   

 

Así mismo, el lavado con las soluciones de preservación, tiene la función 

de lavar el árbol intravascular de células sanguíneas, aglutininas y diferentes 

factores de la coagulación. La realización de un mal lavado puede llevar a una 



disfunción de la microcirculación del órgano que trae aparejado trastornos de la 

reperfusión y en la función del mismo.  

 

 1. 5. 3. Lesión por reperfusión 

  

 Cuando se produce la llegada de sangre oxigenada al hígado 

trasplantado, debido a la reperfusión, comienzan a producirse diferentes tipos 

de fenómenos, los cuales se caracterizan por dañar al órgano trasplantado. Esto 

es lo que se conoce con el nombre de lesión por reperfusión. Esta es el resultado 

de la interacción de sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras que actúan 

al nivel de la microcirculación hepática.(73-75) 

 

En lo referente a trasplante hepático, diferentes trabajos han demostrado 

que el principal lugar de impacto de la lesión por isquemia reperfusión es la 

microcirculación hepática y más específicamente la célula endotelial sinusoidal. 

(76-78) 

 

 Existen diferentes mediadores y acontecimientos los cuales han sido 

fuertemente implicados dentro de la patogenia de la lesión por reperfusión 

entre los cuales podemos citar la producción radicales libres de oxígeno y 

diferentes citoquinas inflamatorias, la adhesión de leucocitos y plaquetas a la 

pared sinusoidal, la activación de las células de Kupffer, la producción de óxido 

nítrico, endotelinas y factor de necrosis tumoral-alfa (FNT-α), la activación del 

complemento. (79) Así mismo, también conocemos que los diferentes tejidos, 

cuentan con sistemas enzimáticos encargados de proteger contra la lesión 

producida por la isquemia-reperfusión.(36,80-82) 

 

 

 

 1. 5. 3. 1. Producción de radicales libres 

 



 Como hemos hecho referencia anteriormente, la llegada de oxígeno a la 

célula, luego de un período de isquemia desencadena cambios importantes a 

nivel celular. Uno de los primeros fenómenos que ocurren es la producción de 

radicales libres de oxígeno (RLO). 

 

Los RLO son moléculas inestables que tienen uno o varios electrones no 

apareados en su estructura y han sido implicados en la lesión por isquemia 

reperfusión.(83,84) Los radicales libres se producen por la reducción del 

oxigeno molecular, según el número de electrones de oxígeno que se reducen 

vamos a tener diferentes tipos de radicales libres. Con la reducción de un 

electrón tendremos superóxido (O2-), con la de dos; peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y con la reducción de tres: radical hidroxilo (OH-).(84,85) 

 

O2  O2- Superóxido 

 

  O2-  H2O2 Peróxido de hidrógeno 

 

H2O2    OH- Hidroxilo 

 

 Durante la isquemia, a nivel intracelular se acumula hipoxantina, 

derivada del metabolismo del ATP, necesario para mantener los niveles 

energéticos celulares. Paralelamente, ocurre la conversión de xantina 

deshidrogenasa tipo D, a xantina oxidasa O, por acción de una proteasa 

dependiente del Ca++. Durante la reperfusión, ésta última enzima es la 

encargada de transformar la hipoxantina en xantina generándose de esta 

manera peróxido de hidrógeno, anión hidroxilo y ácido úrico.(36,83,86,87) Ver 

figura 2. 

 

El mecanismo por el cual los RLO producen daño celular es por su acción 

al nivel de la membrana plamática donde producen la peroxidación de los 

lípidos.(88,89) Este daño, también provoca alteraciones en las organelas 



citoplasmáticas, como los lisosomas y las mitocondrias. También los RLO 

producidos en diferentes células producen señales que determinan el aumento 

de sustancias proinflamatorias, como por ejemplo aumento de TNF-α, 

expresión de moléculas de adhesión, formación de factor activador de 

plaquetas, reclutamiento de leucocitos y producción de diferentes tipos de 

interleuquinas.(90)  

 

  

 

   ATP 

                 

       

   ADP 

        

              

  AMP                Xantino-deshidrogenasa 

       

 

        Adenosina     Xantino-oxidasa 

        

  

        Hipoxantina           Xantina                     Ac. Úrico 

                                                                                                Superóxido 

        O 2                                                            Peróxido H. 

                                                                                                          Hidroxilo 

   Reperfusión       

            

 

Figura 2: Vía de degradación del ATP y formación de radicales libres a 

partir de la xantino oxidasa. 

 



 

 

 

1. 5. 3. 2. Adhesión leucocitaria 

 

 Tanto en la isquemia como en la reperfusión se puede observar un 

aumento de la adhesión de los polimorfonucleares a las células endoteliales, lo 

que puede provocar un aumento de la permeabilidad y aparición de edema 

celular. Los neutrófilos provocan lesión celular por medio de mediadores 

citotóxicos como pueden ser los radicales libres y por medio de proteasa tales la 

catepsina y la elastasa.(91,92) 

 

Uno de los eventos que ocurre inmediatamente tras la reperfusión es el 

aumento de la expresión de p-selectina por parte de las células endoteliales, que 

es una de las principales señales que existen para la adhesión de los leucocitos a 

la pared del sinusoide.(93,94) Así mismo también existe un aumento en la 

adhesión de las plaquetas en los sinusoides hepáticos, acontecimiento que se 

acompaña de un aumento de la apoptosis en las células endoteliales, lo que 

traerá aparejado mayor daño hepático tras la reperfusión.(95,96)  

 

 

1. 5. 3. 3. Activación de células de Kupffer 

 

 Quizás uno de los fenómenos que mayores implicancia tenga en la lesión 

por reperfusión es la  activación de las células de Kupffer. Con la activación de 

las células de Kupffer se presenta un aumento en la producción de los radicales 

libres, de diferentes citoquinas y sustancias vasoconstrictoras, de la síntesis de 

FNT-α, lo que producirá lesión endotelial, mayor adhesión leucocitaria y por 

último un grado mayor de lesión parenquimatosa.(97,98)  

 



Ha sido demostrado en diferentes trabajos de experimentación que el 

pretratamiento de los animales donantes con diferentes bloqueantes de la 

actividad de las células de Kupffer se acompaña de menor daño hepático tras la 

reperfusión del injerto.(81,99-101) 

 

   

1. 5. 3. 4. Producción de FNT-α y sustancias vasoactivas 

  

 El FNT-α ha sido implicado tanto en la lesión hepática como pulmonar 

tras el trasplante hepático. Tiene su origen en diferentes células, entre ellas, las 

células de Kupffer, células intestinales, células del epitelio biliar, y células 

endoteliales.(102) Esta citoquina propaga la repuesta inflamatoria por el hígado 

y órganos vecinos por medio de la inducción de moléculas de adhesión I, 

también provoca la activación de sustancia procoagulantes y depósitos de 

fibrina, incremento de la IL 1 y del factor activador de plaquetas. Así mismo ha 

sido demostrado que aumenta la adhesión de leucocitos tanto en el hígado 

como en el pulmón. (90,98,103-105)  

  

 El óxido nítrico (ON) es otra de las sustancias que se encuentran 

implicadas en la patogenia de la lesión por isquemia-reperfusión. Existen 

evidencias que demuestran la importancia fundamental del ON en la protección 

de la microcirculación bajo condiciones patológicas.(74,75,106,107) 

 

 Diversos autores, ponen de manifiesto, la posibilidad que el ON tenga 

también efectos deletéreos sobre el hígado en presencia de radicales libres, 

como puede ser por ejemplo el superóxido, que al unirse al ON formarían 

peroxinitrito quien tiene efectos citotóxicos al producir la peroxidación de 

lípidos.(108-110)  

  

 Las endotelinas son sustancias vasoconstrictoras que han sido aisladas 

del endotelio vascular.(111,112) Paralelamente a todos los cambios señalados, 



ha sido demostrado que durante reperfusión hay un aumento de la endotelina 1 

(ET-1) en el tejido hepático y en plasma.(75,113) A nivel del sinusoide hepático, 

la ET-1 produce una disminución del calibre de los mismos, disminuyendo el 

flujo sanguíneo dentro de ellos.(114,115) En diferentes modelos experimentales 

se ha utilizado antagonistas de los receptores de endotelina tanto en donantes 

como en los receptores, logrando una disminución de la lesión de las células 

endoteliales durante la reperfusión. (45,75,116,117) 

 

 Durante la isquemia reperfusión se liberan tanto por células de Kupffer, 

como por células endoteliales y otras células, diferentes tipos de citoquinas. 

Entre ellas podemos citar a la interleuquina 1 (IL 1), IL 6, IL 8, IL 10 e IL12. 

Camargo y colaboradores, han demostrado en un modelo experimental en 

ratas, que minutos después de la reperfusión se produce un aumento de IL 6, 

que tiene un efecto protector contra la isquemia caliente por medio de sus 

propiedades antinflamatorias y también por disminuir la producción de FNT-α

.(118) En contraste la IL 1, IL 10, IL 12 aumentan también tras la reperfusión y  

tendrían efectos perjudiciales, a través de la producción de radicales libres y por 

incrementar la producción de FNT-α.(98,119) Otras sustancias que también 

aumenta durante la reperfusión, producto de la lipoperoxidación son el 

leucotrieno B4, la prostaciclina y las prostagandinas E y F.(120,121) 

 

 

 1. 5. 3. 5. Mecanismos celulares de defensa.  

 

Por otro lado, además debemos recordar que los propios tejidos cuentan 

con diferentes enzimas que intentarán defender la célula de la agresión, entre 

las que podemos nombrar la superóxido disminutasa, la catalasa y la glutation 

reductasa cuya principal función es eliminar los radicales libres formados a 

partir del oxígeno.(85,122)  

 



La superóxido disminutasa (SOD) cataliza la reacción entre dos 

radicales superóxido y generando peróxido de hidrógeno y O2.  

 

        SOD 

2 O2- + 2 H+   H2O2 + O2                           

 

La catalasa cataliza la conversión de peróxido de hidrógeno en agua y 

oxigeno molecular. 

 

          Catalasa 

 2 H2O2    O2 + 2 H2O 

 

Por su parte la glutation peroxidasa cataliza la oxidación del glutatión 

reducido y el peróxido de hidrógeno. 

 

   Glutation peroxidasa 

H2O2  + 2 GSH    GSSG + 2 H2O 

 

  

 Queda claro que del balance en la producción de todas estas sustancias 

dependerá el estado final de la microcirculación y principalmente de las células 

endoteliales del sinusoide hepático que es el principal blanco de toda la 

agresión.(76),(123)(78,124) 

 



1. 6. UTILIZACIÓN DE LA RECIRCULACIÓN NORMOTÉRMICA 

EN LA OBTENCIÓN DE ÓRGANOS A PARTIR DE  DONANTES A 

CORAZÓN PARADO: ESTADO ACTUAL. 

 

 Durante los últimos años nuestro grupo investigador a centrado su  

actividad en un programa de trasplante hepático experimental en cerdos, con 

donantes a corazón parado y utilización de by-pass cardiopulmonar con 

oxigenación tisular a 37 ºC. A este procedimiento se lo ha denominado 

RECIRCULACIÓN NORMOTÉRMICA (RN).  

 

 El primer objetivo planteado fue demostrar la utilidad que tiene la 

realización de RN antes del enfriamiento corporal total y la obtención de los 

órganos. Se ha podido demostrar que la supervivencia en cerdos trasplantados 

con hígados obtenidos de donantes a corazón parado y utilización de RN es 

similar a la obtenida en cerdos trasplantados con hígados obtenidos de 

donantes a corazón latiente. Por otro lado, si durante la obtención de hígados a 

partir de donantes a corazón parado no se realiza la RN, la supervivencia al 

quinto día de los cerdos trasplantados es nula. Ello demuestra que la utilización 

de circulación extracorpórea a 37° y oxigenación tisular es indispensable para 

obtener hígados de donantes a corazón parado y a su vez es capaz de revertir la 

lesión por isquemia que sucede después de la parada cardiaca y que se traduce 

en lesión hepatocitaria y sinusoidal, evidenciadas indirectamente por la 

elevación plasmática de las transaminasas, α-GST y el ácido hialurónico y 

directamente por la lesión histológica.(125) Es sabido que después de un 

determinado tiempo de parada cardíaca, la carga energética celular comienza a 

disminuir y esto repercute de manera negativa en la función de los hígados 

trasplantados. Se ha podido demostrar, que tras la realización de la RN la carga 

energética de los hígados se recupera a valores observado antes del período de 

isquemia caliente.(126) 

 



 En un intento de determinar cual es el tiempo ideal de parada cardíaca 

que se relaciona con una buena función postrasplante se ha trabajado, 

siguiendo la misma línea de investigación, con tiempos de isquemia caliente de 

20, 30 y 40 minutos. La supervivencia del injerto a los cinco días se relaciona de 

forma inversamente proporcional con el tiempo de isquemia caliente, es decir 

100, 70 y 50% para tiempos de isquemia caliente de 20, 30 y 40 minutos 

respectivamente. Esto nos habla de la sensibilidad que tiene el hígado a tiempos 

prolongados de isquemia caliente.(127,128) 

 

  Durante el mismo estudio experimental se ha evaluado el flujo 

sanguíneo hepático y el cociente de extracción de oxígeno como predictores de 

la viabilidad del injerto. En este aspecto se ha observado que los flujos 

sanguíneos elevados de la bomba de circulación extracorpórea, vena porta y 

arteria hepática se correlacionan positivamente con la supervivencia del injerto, 

obteniéndose el mayor flujo de bomba en aquellos donantes con menor tiempo 

de isquemia caliente.(129) También se ha comprobado que aquellos cerdos en 

donde la extracción hepática de oxígeno en el animal donante durante la 

recirculación normotérmica es mayor, existe una disminución de la 

supervivencia al quinto día postrasplante.  

 

 Por otro lado la utilización de diferentes sustancias farmacológicas, que 

se han mostrado capaces en estudios previos de reducir la lesión por isquemia 

reperfusión, durante la RN, ha permitido posteriormente comprobar que el 

periodo de isquemia caliente puede aumentar hasta los 40 minutos sin 

perjudicar la supervivencia ni perjudicar la viabilidad del injerto, tanto a corto 

(preservación de la función hepatocelular) como a largo plazo (conservación de 

la indemnidad de la vía biliar especialmente sensible a los periodos de 

isquemia). Dentro de las sustancias farmacológicas utilizadas por nuestro grupo 

están la L-Arginina, quien es un precursor de la síntesis del óxido nítrico, la S-

adenosyl-metionina (Same), que actúa mediante la elevación de los niveles 

intracelulares de glutation y de adenosina y la glicina que tiene un efecto 



estabilizante de membrana lo que disminuye la activación de las células de 

Kupffer y por consiguiente la síntesis de sustancias vasoconstrictoras.(130-135) 

 

Por lo descripto anteriormente, queda claro el beneficio que produce la 

realización de la recirculación normotérmica previo al enfriamiento corporal 

total, pero es poco lo conocido acerca de su mecanismo de acción.  

 

Durante los últimos años nuestro grupo ha podido demostrar que la RN 

consigue aumentar los niveles de adenosina circulantes y ésta sería la 

responsable del efecto beneficioso de la RN. El hecho del aumento de la 

adenosina durante la RN y la extracción del hígado, o sea antes de la isquemia-

reperfusión se asemeja al mecanismo de protección que confiere en el hígado el 

precondicionamiento isquémico (PI).  

 

El PI consiste en provocar un breve período de isquemia, seguido de otro 

de reperfusión, en un órgano que posteriormente será sometido a períodos de 

isquemia y reperfusión más prolongados. Con ello se consigue que el órgano o 

tejido sea más resistente a la lesión por isquemia-reperfusión. Este fenómeno ha 

sido descripto en primer lugar en el corazón y posteriormente fue aplicado a 

diferentes órganos entre los que se encuentra el hígado.(136-139) 

 

El mecanismo exacto por el cual actúa el PI hoy día no ha sido aclarado 

totalmente. Es conocido que la realización del PI provoca un aumento en los 

niveles circulantes de adenosina y ésta actúa a nivel hepático por medio de la 

activación de los receptores A2. Por otro lado se postula que el efecto 

beneficioso de la adenosina estaría mediado por el aumento de la producción 

de óxido nítrico principalmente a partir  las células endoteliales.(140,141) 

 

Es por ello que nos hemos planteado la posibilidad de estar frente a 

fenómenos similares y decidimos evaluar la importancia del aumento de 

adenosina que se observa durante la RN y determinar por medio de que 



mecanismo actúa. A diferencia de los que ocurre en el PI, donde se actúa antes 

de un período de isquemia, la RN revierte las lesiones que se producen durante 

la isquemia, es decir que estamos actuando después del período isquémico. 

 

De la evaluación de los resultados de este estudio se puede deducir que 

la RN actúa por medio de un mecanismo de acondicionamiento en el hígado, 

por medio de los receptores A1 y A2.  

 

Es fácil de comprender esta acción a nivel de dos receptores distintos. 

Los receptores A2 una vez que son estimulados producen como repuesta un 

aumento de los niveles intracelulares de AMPc, mientras que los receptores A1 

producen el efecto contrario, es decir, una vez que son estimulados disminuyen 

los niveles de AMPc. Esto lo hemos comprobado por medio del bloqueo 

selectivo de los  receptores A1 con el uso de 8-Ciclipentil-1,3-dipropilxantina 

(DCPCPX) durante la RN produce el efecto beneficioso máximo que se puede 

obtener. Decimos efecto beneficioso máximo por que por un lado estamos 

aumentando los niveles de adenosina con el empleo de la RN y ésta actuaría a 

través de los receptores A2 y por otro lado estamos bloqueando los receptores 

A1 que disminuyen los niveles de AMPc. 

 

Estos resultados están avalados por diferentes estudios experimentales, 

entre los que podemos destacar el trabajo de Minor y colaboradores quienes 

han demostrado en un modelo de trasplante hepático experimental en ratas, 

que la estimulación farmacológica de los receptores A2 mejora la viabilidad de 

los hígados obtenidos de donantes a corazón parado, disminuyendo la lesión 

hepatocelular y mejorando la producción de bilis. Este efecto estaría mediado 

por el aumento del AMPc que provoca  una disminución del Ca++ intracelular, 

inhibiendo la formación del complejo Ca++-calmodulina que lleva a la lesión de 

la membrana celular y lesión mitocondrial.(142) 



 

1. 7. IMPORTANCIA DEL ÓXIDO NÍTRICO DURANTE LA 

RECIRCULACIÓN NORMOTÉRMICA Y LA OBTENCIÓN DE 

HÍGADOS DE DONANTES A CORAZÓN PARADO. 

 

 Furchgott y colaboradores, a principio de la década del 80, descubrieron 

una sustancia derivada del endotelio vascular con efecto vasodilatador al que 

denominaron: factor relajante derivado del endotelio (EDRF), pero fue Palmer, 

en 1987, quien denominó oxido nítrico (ON) a este vasodilatador tras demostrar 

en cultivos de células endoteliales que las acciones del EDRF y ON son 

idénticas.(143)  

 

 El ON es uno de las principales sustancias implicadas en la distribución 

del flujo sanguíneo a nivel de todo el organismo. Es sintetizado a partir de las 

células endoteliales y es el encargado de mantener un tono vasodilatador basal. 

Existen diferentes estímulos que hacen que la producción de ON aumente, tales 

como el ejercicio físico, el estrés de rodamiento (shear strees), la baja presión de 

oxígeno, entre otros. Existen evidencias que el ON tiene otras funciones 

vasculares, como por ejemplo: la disminución de la adhesión de neutrófilos y 

plaquetas a las células endoteliales y la disminución de la permeabilidad 

capilar.(144) 

 

El ON, es un radical libre, altamente inestable que se forma a partir de la 

L-arginina por acción de la óxido nítrico sintasa. Para la oxidación de la L-

arginina son requeridos como cofactores: NADPH, tetrahidrobioproteina y 

calmodulina. El óxido nítrico tiene una vida media muy corta, sólo de algunos 

segundos y es rápidamente convertido en nitrito (NO2), nitrato (NO3) y 

citrulina.(145-147)   

 

Existen dos isoformas de oxido nítrico sintasa: la oxido nítrico sintasa 

constitutiva (cNOS) y la oxido nítrico sintasa inducible (iNOS). La cNOS se 



encuentra en las células endoteliales y produce poca cantidad de ON. La iNOS 

se encuentra en las células sinusoidales (células endoteliales y de Kupffer) y en 

los hepatocitos y es la encargada de sintetizar la mayor cantidad de 

ON.(107,148-150) 

  

  

 cNOS 

 

iNOS 

 

Células de origen Endoteliales 

Neuronales, 

Macrófagos 

Hepatocitos 

Kupffer 

Musculares lisas 

 

Activadores Trombina 

ADP 

Glutamato 

Presion 

Shear stress 

 

 

Inductores Ejercicio físico Lipopolisacáridos 

Interleucina 1 

Factor de necrosis tumoral α 

 

Cantidad de producción Pequeñas y en pulsos Grandes y continuas 

 

Dependencia de calcio Si No 

 

 

Tabla 5: Comparación entre la óxido nítrico sintasa constitutiva  (cNOS) 

y la oxido nítrico sintasa inducible (iNOS). 



La acción del ON es ejercida a través de la vía de la guanilato ciclasa, 

quién aumenta la concentración intracelular de GMPc y este provoca la 

activación de una proteinquinasa que fosforila las cadenas de miosina 

provocando la relajación del músculo liso.(148,151) 

 

 Es conocido que el óxido nítrico es uno de los principales responsables 

del estado de la microcirculación a nivel de todo el organismo. Así mismo, 

durante la isquemia-reperfusión de cualquier órgano hay cambios importantes 

en la síntesis de dicha sustancia vasodilatadora. Se ha demostrado en diferentes 

trabajos experimentales que la inhibición en la síntesis del oxido nítrico, se 

acompaña de una mayor lesión por isquemia reperfusión. Opuestamente, la 

administración de L-Arginina, un precursor en la síntesis del óxido nítrico 

confiere protección contra la lesión por isquemia-reperfusión.(106,131,152-157) 

 

Es por ello, que hemos pensado que durante la obtención de órganos de 

donantes a corazón parado y utilización de recirculación normotérmica, es 

posible que el óxido nítrico tenga un papel importante en la protección de la 

microcirculación hepática. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 



 

2. HIPOTESIS 

 

Por un lado sabemos que el aumento de la adenosina es uno de los 

mecanismos por los cuales actúa la recirculación normotérmica y paralelamente 

por otro lado, se ha demostrado en diferentes estudios que el beneficio que 

produce el precondicionamiento isquémico es debido a un aumento en los 

niveles de adenosina, siendo el último efector en la protección hepática el óxido 

nítrico. 

 

En estudios anteriores hemos podido demostrar que la recirculación 

normotérmica actúa mediante un mecanismo de acondicionamiento en el 

hígado y es por ello que nos hemos preguntado: ¿es también el oxido nítrico el 

último efector? 

 

Si así fuera, sería el ON mediante su efecto vasodilatador el que 

favorecería el flujo sanguíneo hepático y la buena perfusión del hígado, factor 

esencial que sabemos se correlaciona con la viabilidad de órgano en el 

trasplante hepático. 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivo general  

 

Demostrar en un modelo de trasplante hepático experimental en el cerdo 

con donantes a corazón parado, si el efecto beneficioso de la recirculación 

normotérmica está mediado por una elevación de los niveles de óxido nítrico. 

 

 

Objetivos concretos 

 

1- Ver si existe diferencia en la sobrevida en los diferentes grupos 

dependiendo de la inhibición o no de la síntesis del ON. 

 

2-   Observar si existe alguna diferencia en la lesión hepatocelular, lesión 

endotelial, concentración de nitritos y nitratos en sangre y la carga energética 

entre grupos donde se realice la administración o no de L-NAME. 

 

3-  Evaluar los cambios en el flujo hepático y en el metabolismo hepático 

del oxígeno tras la administración de L-NAME durante la RN. 

 

4-  Evaluar los cambios histológicos presentes en el tejido hepático en las 

muestras obtenidas al quinto día del trasplante en los animales supervivientes. 

 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 MATERIAL Y METODOS 



 



 

4. 1. TRASPLANTE HEPÁTICO EN CERDOS  

 

Desde hace muchos años se ha utilizado al cerdo como animal de 

experimentación para la realización del trasplante hepático. Este hecho se basa 

principalmente en una anatomía parecida entre el hígado del cerdo y el hombre, 

una fisiología semejante además de ser un animal que se puede criar fácilmente 

en cautiverio, de reproducción numerosa y económicamente accesible. Así 

mismo en lo referente al trasplante hepático específicamente, la técnica 

quirúrgica utilizada en el cerdo es similar a la realizada en el humano, además 

este animal tolera bien determinado tiempo de clampaje portal y se acompaña 

de un grado de rechazo agudo leve.(158-160) 

 

Por todo ello hemos utilizado pares de cerdos raza Large White, entre 25-

30 Kg. de peso. Se utiliza un animal como donante y otro como receptor, siendo 

el único requisito que sean semejante en peso. Los trasplantes se han realizado 

sin prestar importancia al sexo del animal.  

 

La técnica utilizada es el trasplante hepático ortotópico sin preservación 

de vena cava, como ha descripto, ya hace muchos años, R. Calne.(158) Hemos 

realizado algunas modificaciones entre la que podemos destacar que no hemos 

utilizado en los cerdos receptores ningún tipo de by-pass veno-venoso para 

descongestionar la región esplácnica durante el clampaje portal, hecho que lo 

basamos en el corto período de dicho clampaje: menos de 20 minutos, 

circunstancia que es bien tolerada por los cerdos. 

 

Durante los últimos cinco años toda la actividad quirúrgica se ha llevado 

a cabo en el Estabulario de Cirugía Experimental perteneciente a la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Barcelona. 

 



 Durante todo este tiempo el grupo investigador a puesto a punto el 

modelo de trasplante hepático en cerdo para el cual es necesario el uso de 

varios aparatos para el control y monitorización desde el punto de vista 

anestésico, así como propios para poder realizar cualquier intervención 

quirúrgica. Básicamente, el quirófano cuenta con: 

- un aparato de ventilación mecánica (respirador Siemens Serrvo 900®). 

- un monitor de presiones y electrocardiograma (Hewlett-Packard®). 

- un analizador de gases (Ciba-Corning®). 

- una bomba de rodete no pulsátil (Stöckert Shiley®) con un intercambiador de 

temperatura (Marcusor, Sorin®), así como un oxigenador pediátrico (William 

Harvey H-300 Bard® pediátrico). 

- equipo de medición de flujos sanguíneos (Transonic System®). 

- un bisturí eléctrico (Magari 1, Cuatro SA®). 

- sistema de aspiración de campo quirúrgico central. 

- un calentador de sueros. 

 

En el estabulario de la Facultad de Medicina existen corralinas 

individuales, con piso templado y acceso de agua a demanda. Así mismo  

cuenta con personal especializado que se encarga diariamente de la 

alimentación y limpieza de los animales. 

 

Todos los animales son suministrados por la misma granja especializada. 

Cada animal se encuentra, previo a la cirugía en una corralina templada, con 

acceso a alimentación y líquidos. Todos los animales fueron sometidos a un 

ayuno de 24 horas antes de la cirugía, solo se les permitió ingesta de agua 

durante este período. 

  



 

4. 2. DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

Como primer paso en el transplante hepático en cerdos con donantes a 

corazón parado se debió determinar un modelo para la realización de parada 

cardíaca. Entre las diferentes alternativas existentes, la inyección intravenosa de 

20-30 mEq de ClK ha demostrado ser segura, efectiva y permite mantener la 

volemia del cerdo, hecho que en este modelo de donantes a corazón parado con 

utilización de RN y oxigenación tisular es indispensable mantener. 

 

Para la realización de la RN se utiliza una bomba de recirculación 

extracorpórea portátil, a la cual se acopla el sistema de reservorio sanguíneo, 

oxigenador y guías de conexión entre la bomba y el cerdo. Así mismo también 

cuenta con un intercambiador de temperatura.  

 

Se estudiaron  40 pares de cerdos, a los que se les practicó un trasplante 

hepático con donante a corazón parado. El animal donante, se sometió a 

diferentes condiciones, según la siguiente distribución aleatoria randomizada: 

 

Grupo 1: Período de parada cardíaca de 20 minutos seguido de un 

periodo RN de 30 minutos a 37ºC y oxigenación tisular, posteriormente se 

realizó el enfriamiento corporal total hasta los 15ºC y por último la irrigación 

del hígado con solución de Wisconsin y extracción del órgano. 

 

Grupo 2: Período de parada cardíaca de 20 minutos seguido de un 

periodo RN de 30 minutos a 37ºC y oxigenación bloqueando la acción de la 

óxido nítrico sintetasa con la adición de L-Omega-Nitro-arginina-metil-ester (L-

NAME) a dosis de 10 mg/Kg. por una vía endovenosa. Posteriormente se 

realizó el enfriamiento corporal total hasta los 15 º C y por último la irrigación 

del hígado con solución de Wisconsin y extracción del órgano. 

 



Grupo 3: Se administró Espermina NONOato, un donante exógeno de 

óxido nítrico, a una  dosis de 10 mg/Kg. i.v. 5 minutos antes de los 20 minutos 

de parada cardiaca. Posteriormente se realizó la irrigación del hígado con 

solución de Wisconsin y extracción del órgano. 

 

Grupo 4:  Infusión endovenosa de adenosina a dosis de 250 µg/Kg/min. 

conjuntamente con la adición de L-NAME a dosis de 10 mg/Kg i.v. antes de la 

parada cardiaca. Luego de los 20 minutos de asistolia se procede a la irrigación 

del hígado con solución de Wisconsin y extracción del órgano. 

 

Una vez extraído el hígado se lo preserva a 4ºC por el término de 6 horas 

hasta el momento de ser implantado en el receptor. 

 

Como se puede ver, en este estudio hemos empleado diferentes 

sustancias farmacológicas. Entre ellas tenemos, L-Nitro-arginina-metil-ester (L-

NAME), espermina NONOato y adenosina. El L-NAME es un inhibidor no 

selectivo de la oxido nítrico sintasa. En diferentes estudios se ha demostrado 

que es uno de los inhibidores más potentes de dicha enzima que se conocen. Su 

utilización en este estudio fue para inhibir la formación del oxido nítrico 

durante la RN en el grupo 2 y tras la administración de adenosina en el grupo 4. 

Por otro lado, en estudios anteriores se ha demostrado que la administración 

exógena de adenosina tiene el mismo efecto protector a nivel parenquimatoso y 

sinusoidal que la recirculación normotérmica, sobre el hígado obtenido de 

donantes a corazón parado. Este ha sido el motivo por el cual se ha sustituido la 

RN por adenosina en el grupo 4. Por último hemos empleado espermina 

NONOato, que es una fuente exógena de óxido nítrico y fue administrado para 

ver si sólo por este medio se consigue el aumento del oxido nítrico asemejando 

la función que tiene la RN (grupo 3). 

 

 

 



 

 
Grupo 1 
  
 
      Basal    PC 20'           RN  30'          ECT 15º          UW      Extracción 
 
 
 
Grupo 2 
   
 
      Basal    PC 20'           RN  30'          ECT 15º           UW     Extracción 
                                                 + 
                                       L-NAME 
 
 
Grupo 3 
 
   
      Basal  Esper.       PC 20'              UW      Extracción 
 
 
 
Grupo 4 
   
 
      Basal   Ade         PC 20'               UW     Extracción 
                     + 
              L-NAME 
 

 

Figura Nº 3: Representación esquemática de los diferentes grupos de 

cerdos. Basal: Fase basal; PC 20': Parada cardíaca de 20 minutos; RN 30': Período 

de Recirculación Normotérmica (RN) de 30 minutos; ECT 15º: Enfriamiento 

corporal total hasta los 15ºC; UW: Irrigación de solución de la Universidad de 

Wisconsin; Extracción: Extracción del hígado; RN 30' + L-NAME: Período de 

RN de 30 minutos administrando en forma continua de L-NAME; Esper.: 

Administración de espermina NONOato; Ade + L-NAME: Administración 

simultánea, por diferente vía venosa de Adenosina y L-NAME  



 

 

4. 3. TÉCNICA QUIRÚRGICA 

 

4.  3. 1. Procedimiento en el donante 

 

Se premedica al cerdo elegido para la cirugía con azoperona (Stresnil®), 

por vía intramuscular a una dosis de 1 mg/Kg. Una vez logrado el efecto 

tranquilizador en el animal, el mismo es llevado a la mesa de operaciones 

donde se coloca en decúbito supino, previo pesaje del mismo. 

 

Posteriormente se introduce en una vena de la oreja ya sea la auricular 

lateral o medial, un catéter venoso 16 G (Venflon®),  para realizar la inducción 

anestésica con 15 mg/Kg. de pentobarbital sódico (Penthotal®). Luego de la 

intubación orotraqueal con tubo Nº 6,5 la ventilación mecánica es mantenida 

con un equipo Siemens Servo 900 D®, con un volúmen de 10-15 ml/Kg. de 

oxígeno al 100 %. Se intenta mantener un nivel sanguíneo de dióxido de 

carbono de 30-35 mmHg. Durante el acto operatorio la anestesia es mantenida 

con isoflurano (Forane®) al 0,7-1 %. Para la analgesia intraoperatoria se utiliza 

fentanilo (Fentanest®) a una dosis de 3 mcg/Kg y para la relajación muscular 

besilato de atracurio (Tracrium®) a 0,3 mg/Kg. Rutinariamente se realiza 

monitorización electrocardiográfica.  

 

Previo al comienzo del acto operatorio se realiza el lavado con agua y 

jabón del cuerpo del animal, desde el cuello hasta las extremidades inferiores. 

Posteriormente se realiza la antisepsia con iodopovidona (Topionic®) ya que 

todo el procedimiento se realiza bajo estrictas condiciones de esterilidad. 

 

 



 

 

4. 3. 2. Procedimiento quirúrgico 

 

Por medio de una incisión en la región lateral del cuello derecha se 

secciona el platisma y se identifica el músculo esternocefálico. Separando este 

músculo lateralmente, podemos encontrar el paquete vasculonervioso del 

cuello, compuesto por la arteria carótida, la vena yugular interna y el 

neumogástrico. Realizamos la disección de la arteria carótida para la colocación 

de un catéter 16 G (Arrow®) que es utilizado para la monitorización de la 

presión arterial y para la obtención de muestras sanguíneas.  

 

Durante este tiempo operatorio se diseca la vena yugular externa. Esta 

vena es utilizada posteriormente para la colocación de la cánula de conexión 

con la bomba de RN. Este último paso solo es realizado cuando en el animal 

donante utilizamos la bomba de recirculación. ( Grupo 1 y 2 ). 

 

A continuación se realiza la laparotomía xifopubiana y la disección del 

pedículo hepático para identificación de todos sus elementos (vena porta, 

arteria hepática y vía biliar) y colocación de los transductores para la medición 

de los flujos en la arteria hepática y vena porta. 

 

Previo a la provocación de la parada cardíaca se administra, por vía 

endovenosa, 3 mg/Kg. de heparina sódica. Una vez realizados todos los pasos 

anteriores, se procede a realizar la parada cardíaca con la inyección intravenosa 

de 10-15 ml de KCl. Paso seguido, se realiza la disección de la arteria aorta, por 

encima de la bifurcación de la misma y disección la vena cava inferior por 

debajo de las venas renales.  

 



En los cerdos pertenecientes a grupos donde se realiza recirculación 

normotérmica realizamos la canulación de la vena yugular externa, de la vena 

cava inferior y de la arteria aorta con cánulas (Bard®)número 22 Fr, 28 Fr y 16 Fr 

respectivamente. En este momento estamos en condiciones de montar la 

conexión entre el cerdo y la bomba de recirculación. Previamente el circuito de 

la bomba de recirculación es cebado con 500 cc. de solución de Ringer, 500 cc. 

de Hemocel®  y 250 cc. de manitol al 20%.   

 

Tras los veinte minutos de parada cardíaca se inicia la recirculación 

normotérmica (circulación extracorpórea con oxigenación tisular a 37ºC, que se 

mantiene por el término de 30 minutos). El flujo de sanguíneo de la bomba de 

recirculación extracorpórea mantenido durante la RN fue el máximo posible, 

dependiendo directamente del retorno venoso existente. Durante todo el 

procedimiento se realiza monitorización de la temperatura hepática por medio 

de un termómetro, colocado en la superficie hepática y un termómetro 

esofágico para controlar la temperatura corporal. 

 

Luego de finalizado el tiempo preestablecido de la recirculación 

normotérmica (30 minutos) se procede al enfriamiento corporal total, que se 

realiza por medio de un intercambiador de temperatura con la misma bomba de 

circulación extracorpórea. Con ello se disminuye la temperatura del hígado 

hasta los 15 ºC, momento en el cual se comienza con la perfusión del hígado con 

solución de la Universidad de Wisconsin (UW) a 4ºC a través de la aorta y de la 

vena porta. Para obtener una irrigación selectiva del hígado realizamos 

ligaduras de la arteria mesentérica superior y de la aorta supracelíaca.  

 

Simultáneamente a los pasos antes referidos, se realiza la apertura del 

diafragma para la sección de la vena cava intratorácica, que permite la salida de 

la solución de perfusión hepática y la colocación en toda la cavidad abdominal 

de hielo triturado. También se realiza la apertura de la vesícula biliar, 

aspiración de bilis y lavado de la misma con solución de Ringer. 



 

En los cerdos pertenecientes a grupos donde no se realiza recirculación 

normotérmica, una vez finalizado el tiempo de isquemia caliente, procedemos a 

la canulación de la vena porta y de la arteria aorta para irrigar el hígado con la 

solución de UW. Aproximadamente la cantidad de líquido de preservación 

irrigado es de 1 litro por arteria aorta y vena porta respectivamente. Una vez 

finalizada ésta, procedemos a la extracción del órgano.  

 

 La técnica de extracción que utilizamos es la siguiente: Primero se 

secciona la vía biliar principal lo más cerca posible del duodeno, posteriormente 

se secciona el epiplón menor y el ligamento triangular izquierdo. Acto seguido 

identificamos la arteria hepática que se sigue hasta llegar al tronco celíaco y la 

aorta. Posteriormente se secciona esta arteria. Seguimos por la sección de la 

vena cava inferior a la altura de la glándula suprarrenal derecha, se seccionan 

las adherencias de esta vena con la pared posterior, se secciona el ligamento 

posterior del hígado. Finalmente procedemos a la sección del diafragma que se 

inserta en la vena cava inferior. Una vez extraído el hígado se coloca en una 

batea con hielo y se procede a realizar la cirugía de banco. 

  

 

4. 3. 2. Cirugía de banco 

 

Durante ente momento se prepara al hígado donante para poder ser 

implantado sin ninguna dificultad en el receptor. Primero procedemos a la 

disección de todo el tejido periarteriolar de la arteria hepática desde el tronco 

celíaco hasta la división de la arteria hepática en derecha e izquierda. 

Comprobación de la indemnidad de la arteria con la inyección de solución 

fisiológica por medio de un catéter venoso de pequeño calibre. Se ligan con 

Seda 3-0, todas las pequeñas colaterales de dicha arteria.  

 



La vena porta se libera de todo el tejido que interfiera para la realización 

de una anastomosis segura. Posteriormente se realiza la exéresis de todos los 

ganglios linfáticos que se encuentran en el hilio hepático. Generalmente, debido 

a su longitud, esta vena necesita ser seccionada en el momento de la 

anastomosis en el receptor. 

 

Rutinariamente se realiza el lavado con solución fisiológica de la vía 

biliar. Posteriormente se procede a realizar la disección de la vena cava inferior 

donde se realiza la exéresis de la glándula suprarrenal derecha y de todo el 

tejido sobrante. Para finalizar se prepara la vena cava inferior suprahepática 

que se libera de todo el diafragma que se adhiere y realizando apertura de 

todas las venas diafragmáticas. 

 

 Una vez realizados todos estos pasos estamos en condiciones de colocar 

el hígado en una bolsa de preservación de órganos y mantenerlo a una 

temperatura de 4ºC hasta la hora del implante en el receptor. 

 

  

4. 3. 3. Procedimiento en el receptor 

   

El manejo anestésico es similar al animal donante. Se realizó anestesia 

general con intubación orotraqueal. Se monitoriza la función cardíaca por 

medio de electrocardiograma, presión arterial a través de catéter colocado en la 

arteria carótida y se coloca un catéter venoso en la vena yugular externa que se 

exterioriza por contraabertura a nivel del cuello y es dejado en dicha posición 

para la toma de muestras sanguíneas en el postoperatorio.  

 

Una vez realizada la laparotomía en "J", se realiza la hepatectomía 

estándar sin preservación de la vena cava. No fue utilizado ningún tipo de by 

pass veno-venoso para el retorno venoso mesentérico, debido a que el tiempo 



de clampeo portal fue menos de 20 minutos, tiempo que es bien tolerado por los 

cerdos. 

 

Previa a la colocación del injerto en el receptor, se realiza el lavado del 

mismo con 500 cc. de solución de Ringer a temperatura ambiente, a través de la 

vena porta. El mismo se realiza para barrer la microcirculación hepática de 

detritus celulares, acumulados durante la isquemia, como así también para 

eliminar la solución de preservación que puede existir dentro del mismo, que es 

rica en potasio y puede provocar devastadores efectos en el cerdo si pasa a la 

circulación del mismo. 

 

Las suturas vasculares del hígado a implantar se realizan en el siguiente 

orden: vena cava suprahepática, vena porta, vena cava inferior infrahepática y 

arteria hepática. Una vez realizada la anastomosis portal se procede a la 

reperfusión del injerto. Todas las anastomosis vasculares son realizadas en un 

plano posterior continuo y otro anterior de la misma manera. La vena cava 

suprahepática es realizada con Prolene® 4-0, la porta con Prolene® 5-0 al igual 

que la vana cava inferior y la arteria hepática es suturada con el mismo tipo de 

sutura pero 6-0.  

 

Para la reconstrucción de la vía biliar se realiza una colédoco-colédoco 

anastomosis termino-terminal, con tutorización interna. Por último procedemos 

al cierre de la vesícula biliar. 

 

Una vez finalizado el procedimiento se cierra la pared abdominal con 

suturas continua por planos y por último se realiza el cierre de la herida de piel. 

Posteriormente se retira el catéter colocado en la arteria carótida para control de 

la presión arterial y se cierra la incisión correspondiente. 

 

 

4. 3. 4. Cuidados postoperatorios 



 

Todos los animales fueron extubados una vez que pudieron mantener la 

respiración en forma espontánea, esto sucedió entre los 15 y 25 minutos 

aproximadamente de finalizar la operación. Una vez extubado, el cerdo es 

colocado en corralina térmicas donde pasará el postoperatorio, teniendo 

solamente acceso a la ingesta de agua durante las primeras 24 horas. Luego de 

este período comenzamos con dieta blanda y posteriormente se instaura dieta 

normal. 

 

La inmunosupresión se comienza en la inducción anestésica con 250 mg 

de metilprednisolona y 250 mg. más de la misma droga durante la fase 

anhepática. En el postoperatorio la inmunosupresión es continuada a partir del 

segundo día con ciclosporina oral 20 mg/kg. La analgesia postoperatoria se 

realizará con inyección intramuscular de meperidina, 100 mg. Al segundo día 

de postoperatorio y al quinto día, se realizará la tomas de muestras sanguíneas 

para realizar las analíticas correspondientes. 

 

En los animales supervivientes al quinto día, se realizará el sacrificio del 

mismo con una sobredosis de pentobarbital sódico y cloruro de potasio. 

 



4. 4. DETERMINACIONES ANALÍTICAS DEL ESTUDIO 

 

4. 4. 1. Toma de muestras 

 

Se obtendrán muestras de sangre venosa, arterial y de tejido hepático en las 

siguientes fases: 

 

1) Basal: Luego de anestesiado el animal y antes de cualquier manipulación del 

mismo. 

 

2) Periodo de isquemia caliente: 20 minutos después de la parada cardiaca,  

antes de la RN. Traduce la lesión del episodio de parada cardiaca. 

 

3) Fase de RN: Tras los 30 minutos de RN. Traduce el efecto que ha tenido la 

recirculación con sangre oxigenada. 

 

4) Isquemia fría: Inmediatamente antes de la reperfusión vascular portal en el 

receptor durante la realización del implante. Traduce la lesión tras el 

periodo total de isquemia. 

 

5) Reperfusión: Una hora después de la reperfusión del hígado transplantado. 

Traduce la lesión por isquemia-reperfusión. 

 

6) Quinto día: Al quinto día del trasplante en el animal superviviente y antes 

del sacrificio. Traduce el resultado final de todo el proceso de isquemia-

reperfusión. 

 



4. 4. 2. Determinaciones analíticas 

 

4. 4. 2. 1. Alaninoamonotransferasa  

 

Uno de los marcadores más característicos de la lesión hepatocelular es el 

aumento en los niveles séricos de alaninoaminotransferasa (ALAT) ya que esta 

enzima se encuentra dentro del citoplasma de los hepatocitos y una vez que 

éstas células se lesionan entra en la circulación. 

 

La ALAT es determinada en suero de sangre arterial periférica. Una vez 

que la muestra es extraída del animal se la deja reposar durante 30 minutos 

para una mejor separación del coágulo sanguíneo con respecto al suero, el cual 

se obtiene posteriormente por medio de la centrifugación de la muestra, 

durante 5 minutos a 350 RPM. Una vez realizada la separación, el suero es 

obtenido utilizando pipeta Pasteur, el cual se conserva a - 20ºC en tubos 

Eppendorf.  

 

Para realizar la determinación se deja descongelar el suero a temperatura 

ambiente. Debido a la gran cantidad de fibrina que presenta el suero de los 

cerdos es necesario volver a centrifugar la muestra y hacer una dilución de 1/3 

con suero fisiológico. 

 

Las determinaciones de ALAT se realizan por medio de un 

autoanalizador Dax (Bayer-Technicon). Siempre las determinaciones se realizan 

por duplicado. 

 

 

4. 4. 2. 2. Alfa-glutation-S-Transferasa  

 

La glutation-S-Transferasa (α-GST) es una familia de enzimas que 

catalizan diferentes reacciones a nivel intracelular. La α-GST es una enzima 



citosólica que se encuentra en altas concentraciones en el hígado y se ha 

demostrado que aumenta rápidamente y en grande concentraciones ante el 

daño hepático, por lo que es considerado  un marcador útil para la detección 

del daño hepatocelular.(161) 

 

La α-GST es una enzima que se localiza principalmente en hepatocitos 

centrolobulillares mientras que las transaminasas lo hacen preferentemente en 

los periportales. Presentan una elevación muy precoz ante la lesión 

hepatocelular y una vida media en plasma de aproximadamente de 1 hora, por 

lo que ha sido empleada como marcador de la lesión por isquemia-reperfusión 

en este modelo trasplante hepático con donante a corazón parado.(162,163) 

  

La α-GST, igual que con las transaminasas,  es determinada en suero de 

sangre arterial, siendo éste obtenido de manera similar.  Las determinaciones de 

α-GST se realizan por medio del método de ELISA (Enzime Linked 

Inmunoassay) utilizando un kit específico para su determinación. (Biotrin 

HEPKITTM-Alpha-Porcine GST-Alpha Biotrin LTD, Dublin, Ireland). 

 

El suero es descongelado a temperatura ambiente. Se trabaja con 100 

microlitros de muestra, debiendo diluir al 1/5 las muestras obtenidas a la hora 

de la reperfusión por el alto valor de α-GST que presentan debido al daño 

hepático existente. 

 

En primer término se cargan las muestras en una placa de ELISA que 

presenta posillos con anti-Ig G ALFA-GST porcina adherida. Se deja incubar 

por una hora en mezclado uniforme. Posteriormente se añade anticuerpos 

unidos a biotina (Biotin-Ig G anti-α-GST) y después estreptovirina conjugada 

con peroxidasa. Realizado este proceso se puede cuantificar la concentración de 

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

 

 



4. 4. 2. 3. Acido Hialurónico 

 

El ácido hialurónico (AH) es un glucosaminglicano de alto peso 

molecular que se sintetiza en las células mesenquimatosas de todo el 

organismo. Normalmente llega hasta el hígado donde es captado 

predominantemente por las células endoteliales sinusoidales que son las 

encargadas de la remoción del mayor porcentaje de AH de la circulación 

general.(164-167) Diferentes estudios han podido demostrar que los niveles en 

suero reflejan la función de las células endoteliales del sinusoide hepático 

siempre que no exista otra causa que pueda provocar valores altos, como es 

posible encontrar en falla hepática aguda, mesoteliomas y cirrosis.(168-170) 

  

Es conocido por todos nosotros que durante en trasplante hepático existe 

un daño importante del sinusoide hepático caracterizado principalmente por 

daño de las células endoteliales. Es por ello, que se ha utilizado el AH como 

marcador de la lesión de este tipo de células durante el procedimiento. 

 

Para su determinación en suero de sangre arterial, que se realiza por 

medio de RIA ( Radio Inmune Assay), se utiliza un kit comercial (Pharmacia 

HA Test, Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Sweden). Todas las 

muestras se realizan por duplicado. El test se basa en la mezcla de 200 

microlitros de proteínas de unión de ácido hialurónico aislada de cartílago 

bovino (HABP-125) con 100 microlitros de muestra del cerdo correspondiente. 

Luego de un proceso de incubación de 60 minutos a 4-20ºC, se debe agregar 100 

microlitros de AH-sefarosa y esperar un último período de incubación de 45 

minutos a la misma temperatura que el anterior. Luego se agregan 2 ml de 

solución de decantación y se centrifuga la muestra durante 10 minutos a 1500 

rpm. Así se está en condiciones de cuantificar la HABP-125 no unida al ácido 

hialurónico presente en la muestra, por medio de un contador gamma. La 

radioactividad medida es inversamente proporcional a la cantidad de ácido 

hialurónico presente en la muestra.  



  
4. 4. 2. 4. Determinación de nitritos y nitratos 

 

Debido a que el óxido nítrico es una gas altamente inestable, reacciona 

con el oxigeno molecular formando nitrito. Así mismo también reacciona con la 

oxihemoglobina y el anión superóxido para formar nitrato. Estos dos productos 

finales son los metabolitos que se pueden medir en sangre y son un fiel 

marcador de la cantidad de ON que ha estado presente.. 

 

Una vez obtenida la muestra de sangre se realizaron los mismo pasos 

que para las demás determinaciones hasta el momento de la descongelación del 

suero. Posteriormente, el tratamiento que se realizó a las muestras consistió en 

una eliminación de todos los elementos contaminantes del suero por medio de 

una ultrafiltración a 1200 r.p.m. por medio de un filtro especial. (Ultrafree MC 

microcentrifuge, UFC 3 LGCNB). Para realizar su medición se utiliza un 

autoanalizador 280 Nitric Oxide Analizer NOATM (Sievers Instruments, 

Millipore Corp., Bedford, MA). 

 

 

4. 4. 2. 5. Determinación de nucleótidos de adenosina 

 

La concentración de los nucleótidos de adenosina (ATP, ADP, AMP, 

adenosina, hipoxantina, xantina) se ha determinado en muestras de tejido 

hepático, por medio de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

 

Una vez obtenida la muestra es conservada en forma inmediata en 

nitrógeno líquido a - 170ºC. Para realizar la determinación de nucleótidos se 

procede de la siguiente manera. A las muestras de tejido hepático se les añade 

ácido perclórico (1 ml, 0,6 N) en baño de hielo a una temperatura de 4°C, con la 

finalidad de homogeneizar y separar los compuestos de interés de la matriz 

protéica. Posteriormente, las biopsias son homogeneizadas en un sistema 



Polytron 10 ST 3 veces durante 10 segundos manteniendo el medio a 4°C. Tras 

centrifugación a 15000 rpm durante 5 minutos manteniendo la temperatura, el 

sobrenadante obtenido (0,5 ml) es neutralizado con carbonato potásico al 9% 

hasta obtener un pH 7 (0,3 ml). Se debe dejar reposando 15 minutos y luego se 

realiza una segunda centrifugación en frío para separar el precipitado del 

perclorato potásico formado. El extracto neutralizado obtenido fue diluido a la 

mitad con tampón de dihidrogenofosfato de amonio 0,10 M (fase móvil), e 

inyectado para su análisis en el sistema cromatográfico. 

 

La determinación de las concentraciones de los nucleótidos y sus 

derivados se realizó mediante HPLC en columna de fase reversa de 20 cm de 

longitud y 0,4 cm de diámetro interno empaquetadas con Nucleosil C-18, de 5 

micrometros de diámetro de partícula. 

 

Para la fase móvil se utilizó un tampón dihidrogenofosfato de amonio 

0,10 M preparado a partir de 6,7 ml de ácido fosfórico (PO4H3) al 85% por litro 

y hidróxido amónico (NH4OH) al 25% hasta alcanzar un pH de 6. El flujo se 

mantuvo a 1 ml/min. 

 

Una vez obtenidos los cromatogramas, se identificaron los metabolitos 

de las muestras en estudio, mediante la comparación de los tiempos de 

retención en la columna con los tiempos obtenidos de una mezcla de estandares 

de ATP, ADP, AMP, adenosina, hipoxantina y xantina de concentración 

conocida. 

 

Las concentraciones de las sustancias en estudio son expresadas en 

nmol/ml de extracto. Se obtienen por extrapolación de las áreas del 

cromatograma sobre rectas de calibración construidas a partir de cinco 

concentraciones distintas de estandares. 

 



A partir del valor de las concentraciones de nucleótidos en las biopsias, 

se ha calculado para cada muestra de tejido hepático la proporción de cada 

nucleótido, en porcentaje con respecto al total de nucleótidos y derivados, en 

cada fase del estudio.  

 

Con todos los valores de los nucleótidos obtenidos se calcula la carga 

energética según la ecuación de Atkinson: 

 

CE = ( ATP + 0,5 x ADP ) / ( ATP + ADP + AMP ) 

 

 

4. 4. 2. 6. Evaluación histológica del hígado 

 

Las muestras son obtenidas al quinto día del trasplante, previo al 

sacrificio del animal. Se toma para estudio anatomopatológico un lóbulo 

hepático completo.  

 

Para la realización de la microscopía óptica se fijan la muestras tomadas 

en solución de formol al 3 % y posteriormente se incluyen en parafina. La 

inclusión se realizó con un procesador de tejido Citadel 2000 de Shandon. El 

punto de fijación de la parafina será de 60ºC. 

 

Posteriormente los bloques parafinados serán cortados con un 

micrótomo de rotación de Reichert-Jung 2035 a de 3 micras de espesor. Como 

último paso se realiza la desparafinación de la muestra y posterior tintura con 

Hematoxilina y Eosina. 

 

Todas las muestras obtenidas durante el estudio, son analizadas por el 

mismo patólogo quien valora la muestra desconociendo el grupo de 

pertenencia. Se presta atención a la presencia de los siguientes cambios 

histológicos:  



 

- Infiltrado leucocitario sinusoidal 

- Infiltrado linfocitario sinusoidal 

- Dilatación sinusoidal 

- Despegamiento de hepatocitos 

- Colangitis isquémica  

- Necrosis centrolobulillar 

- Area de necrosis media 

 

 

El análisis se realiza mediante la utilización de un sistema de valoración 

semicuantitativo considerando los cambios como: ausentes (-), leves (+), 

moderados (++) o severos (+++). Para la identificación de la colangitis 

isquémica se ha evaluado la presencia (+) o ausencia (-).  

 

El cálculo del área necrótica media se realiza sobre un corte representativo de 

parénquima midiendo de forma específica el área de tejido necrótico presente 

en un campo de 15,45 mm2. La medición es realizada por el mismo patólogo 

utilizando el programa de análisis de imagen MIP de CID (Barcelona). Dicho 

sistema consta de un microscopio lumínico Olympus BH2 conectado mediante 

una cámara de video a un ordenador. Las áreas necróticas fueron dibujadas en 

un tablero digitalizador utilizando cámara clara y puntero luminoso. Los 

resultados del análisis se expresaron como porcentaje de área necrótica.



 

4. 5. EVALUACIÓN DEL FLUJO HEPÁTICO Y CÁLCULO 

DEL METABOLISMO HEPÁTICO DEL OXIGENO DURANTE LA 

RECIRCULACIÓN NORMOTÉRMICA. 

 

 

4. 5. 1. Flujo hepático durante la recirculación normotérmica. 

 

Antes y durante el período de recirculación normotérmica se realiza en 

forma contínua la medición del flujo sanguíneo en la arteria hepática y la vena 

porta. La medición se realiza con transductores específicos que son conectados 

a un aparato medidor de flujos Transonic (Transonic Systems Inc, Ht 207, 

Ithaca, NY, USA). También es valorado el flujo sanguíneo de la bomba de 

recirculación extracorpórea y calculado el flujo hepático total (flujo de arteria 

hepática + flujo de la vena porta). Todas estas mediciones son corregidas por la 

superficie corporal, dato que se obtiene a partir del peso y de la talla del cerdo. 

 

Primero se realiza el registro basal de los flujos antes de la parada 

cardíaca. Una vez que se comienza a realizar la recirculación normotérmica la 

medición de los flujos se realiza en forma continuada. Para el estudio de los 

flujos se tienen en cuanta los valores registrados a los 5, 15 y 30 minutos, de 

dicho período.  

 

 

4. 5. 2. Cálculo del metabolismo hepático de oxigeno  

 

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

realizan extracciones sanguíneas de la vena porta, vena suprahepática y arteria 

carótida para realizar diferentes pruebas gasométricas y poder calcular el 

metabolismo hepático del oxigeno. 



Las muestras sanguíneas obtenidas son procesadas por un analizador de 

gases (Analyser 288, blood gass system, Ciba-Corning Diagnostics, Medfield 

MA 02052, USA). Con los valores obtenidos se ha calculado el contenido de 

oxigeno de la vena porta (CpO2), vena suprahepática (CshO2) y arteria carótida 

(CaO2) por medio de la siguiente fórmula: 

 

Contenido de oxigeno: pO2 x 0.0023 + (Hb x (sat O2/100) x 1.31). 

 

También se han calculado los siguientes parámetros: 

 

Llegada de oxígeno al hígado (HDO2): (CaO2 x flujo arterial) + (CpO2 x 

flujo portal) 

 

Extracción hepática de oxigeno (HVO2): HDO2 - (CshO2 x flujo 

suprahepático) 

 

Flujo suprahepático: flujo arterial + flujo portal 

 

Indice de extracción hepática de oxígeno: (HVO x 100) / HDO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. 6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los resultados de las variables cuantitativas estan expresados como 

medias +/- error estándar de la media, mientras que los resultados de las 

variables cualitativas son expresados como porcentaje de casos.  

 

Según fuera necesario, para comparar los resultados de las variables 

cualitativas se empleó la prueba de Chi cuadrado y test de Fischer. Mientras 

tanto para comparar los resultados del análisis de las variables cuantitativas se 

utilizó el método de la varianza de ANOVA utilizando como prueba post hoc el 

test de Bonferroni. 

 

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

 



 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 



 



 

5. 1. SUPERVIVENCIA DE LOS ANIMALES AL QUINTO 

DÍA 

 

La supervivencia a los cinco días obtenida en los diferentes grupos ha 

sido la siguiente: 

 

Grupo 1: 20 minutos de parada cardíaca y recirculación normotérmica 

durante 30 minutos previo al enfriamiento corporal total: 100 % ( 10/10).  

Grupo 2: 20 minutos de parada cardíaca y recirculación normotérmica 

durante 30 minutos más L-NAME durante la RN: 50 % (5/10).  

Grupo 3: Administración de espermina NONOato previo a los 20 

minutos de parada cardíaca sin recirculación normotérmica: 90 % (9/10). 

Grupo 4: Administración de adenosina y L-NAME previo a los 20 

minutos de parada cardíaca sin recirculación normotérmica: 30 % (3/10). 

 

Estos datos se pueden ver en la tabla Nº 6 y en la figura Nº 

 

 

 

Grupo 

 

Vivos 

 

Muertos 

 

Supervivencia (% ) 

 

20 + RN 

 

10 

 

- 

 

100 

 

20 + RN + L-NAME 

 

5 

 

5 

 

50 

 

Espermina NONOato 

 

9 

 

1 

 

90 

 

ADENOSINA + L-NAME 

 

3 

 

7 

 

30 

 



Tabla 6: Animales vivos y muertos al quinto día del trasplante 

A todos los animales muertos antes del quinto día se les ha realizado la 

autopsia correspondiente, descartándose para el estudio aquellos animales 

donde existieran evidencias de alguna complicación quirúrgica. 

 

 Analizando la supervivencia podemos ver que existe una diferencia 

significativa cuando comparamos entre sí, los grupos 1 y 2; p 0,03 y los grupos 1 

y 4; p0,01. No existieron diferencias significativas cuando se compararon los 

restantes grupos entre sí.  

 

 

Figura N º1: Supervivencia de los diferentes grupos al quinto día. Referencia a: 

p 0,03. Referencia b: p 0,01; ambos con relación al grupo 20 + RN. 

 

 

Si analizamos los datos obtenidos en la supervivencia reagrupando los 

grupos en aquellos en los que hemos bloqueado la formación del óxido nítrico 

(grupos 2 y 4) y en aquellos que no lo hemos hecho (grupo 1 y 3), podemos ver 

que la supervivencia en el grupo donde se ha administrado L-NAME para 

¡Error! Marcador no definido. 



interferir con la formación del NO es del 40 % (8/20) mientras que en el otro 

grupo es del 95 % (19/20), p 0,0001. Figura Nº 2 y Tabla Nº 1  

 

 

  

Figura Nº 2: Supervivencia al quinto día agrupando los cerdos según se realizó 

bloqueo o no del óxido nítrico. Referencia a: p 0,0001.

¡Error! Marcador no definido. 



5. 2. ANÁLISIS DEL FLUJO SANGUÍNEO HEPÁTICO DURANTE 

EL PERÍODO DE RECIRCULACIÓN NORMOTÉRMICA. 

 

 

Se ha empleado la recirculación normotérmica solamente en dos grupos 

1 ( 20 minutos de parada cardíaca + RN)  y en el grupo 2 (20 minutos de parada 

cardíaca + RN + L-NAME ) . En ellos hemos evaluado el flujo en arteria 

hepática y vena porta, el flujo hepático total y el flujo sanguíneo de la bomba de 

recirculación extracorpórea. 

 

 

5. 2. 1. Flujo sanguíneo de arteria hepática 

 

El grupo 1 (20 minutos de parada cardíaca + RN) tenía un flujo arterial 

basal de 205 + 28 ml/min/m2, mientras que el grupo 2 (20 minutos de parada 

cardíaca + RN + L-NAME) tenía un flujo de 146 + 17 ml/min/m2. Del análisis 

de los flujos basales podemos decir que ambos grupos eran comparables, ya 

que no existe diferencia significativa: F 2,6; p 0,1. 

 

Durante los 30 minutos de RN se han medido los flujos en la arteria 

hepática a los 5, 15 y 30 minutos obteniéndose los siguientes resultados: En el 

grupo 1 a los 5 minutos el flujo medio de la arteria hepática era de 185 + 25 

ml/min/m2, a los 15 minutos de 147 + 16 ml/min/m2 y a los 30 minutos de 167 

+ 23 ml/min/m2. En el grupo 2, donde hemos interferido la formación del 

oxido nítrico durante la recirculación normotérmica con L-NAME, los flujos en 

la misma arteria eran de 126 + 11 ml/min/m2, 122 + 30 ml/min/m2, 97 + 14 

ml/min/m2 a los 5, 15 y 30 minutos respectivamente. Si bien es posible 

observar que los flujos arteriales son mayores en el grupo 1 durante la RN, solo 

existieron diferencias significativas en la lectura realizada a los 30 minutos de la 

RN: F 5,3; p 0,03. Tabla  y Figura . 



  

Grupo 1 

 

Grupo 2 

 

F 

 

p 

 

Valor basal  

 

205 + 28 

 

 146 + 17 

 

2,6 

 

ns 

 

Valor  5 minutos 

 

185 + 25 

 

126 + 11 

 

3,4 

 

ns 

 

Valor 15 minutos 

 

147 + 16 

 

122 + 30 

 

0,6 

 

ns 

 

Valor  30 minutos 

 

167 + 23 

 

97 + 14 

 

5,3 

 

0,03 

 

Tabla Nº 2: Flujos en arteria hepática durante la recirculación normotérmica. 

Los valores son expresados como media + ES, en ml/min/m2. 
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Figura Nº 3: Flujos de arteria hepática durante la recirculación normotérmica. 

Media + ES. Los valores son expresados en ml/min/m2 de superficie corporal.  

       20 + RN;  - - - 20 + RN + L-NAME 

5. 2. 2. Flujo sanguíneo de la vena porta 



 

Los flujos portales basales obtenidos en el grupo 1 eran de 509 + 32 

ml/min/m2, mientras que el grupo 2 fueron de 492 + 46 ml/min/m2. Del 

análisis de estos flujos basales podemos decir que no existieron diferencias 

significativas entre ambos por lo que estos grupos son comparables: F 0,9; p 0,8. 

 

En el grupo 1(20 minutos de parada cardíaca + RN), a los 5 minutos el 

flujo de la vena porta era de 466 + 58 ml/min/m2, a los 15 minutos de 452 + 57 

ml/min/m2 y a los 30 minutos de 336 + 21 ml/min/m2. En el grupo 2 (20 

minutos de parada cardíaca + RN + L-NAME), los flujos eran de 255 + 36 

ml/min/m2, 208 + 38 ml/min/m2 y 121 + 15 ml/min/m2 a los 5, 15 y 30 

minutos respectivamente. En la tabla y figura  se puede ver que existieron 

diferencias significativas en las tres determinaciones analizadas.  

 

 

  

RN 

 

RN + L-NAME 

 

F 

 

p 

 

Valor basal  

 

509 + 32 

 

492 + 46 

 

0,9 

 

ns 

 

Valor  5 minutos 

 

466 + 58 

 

255 + 36 

 

7,5 

 

0,01 

 

Valor 15 minutos 

 

452 + 57 

 

208 + 38 

 

10,3 

 

0,004 

 

Valor  30 minutos 

 

336 + 21 

 

121 + 15 

 

55,6 

 

0,0001 

 

Tabla Nº 3: Flujos en la vena porta durante la recirculación normotérmica. Los 

valores son expresados como media + ES, en ml/min/m2 de superficie 

corporal. 
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Figura Nº 4: Flujos en la vena porta durante la recirculación normotérmica. 

Media + ES. Los valores son expresados en ml/min/m2 de superficie corporal. 

Referencia a: p 0,01; b: p 0,004; c: p 0,0001.      20 + RN,  - - - 20 + RN + L-NAME 

 

 

 

5. 3. Flujo hepático total 

 

Como es de nuestro conocimiento, el hígado recibe doble aporte 

sanguíneo, es decir que recibe sangre de la vena porta de y de arteria hepática, 

es por ello que también hemos calculado el flujo sanguíneo hepático total 

durante los 30 minutos de la recirculación normotérmica. 

Podemos observar que los flujos en el grupo de 20 minutos de parada 

cardíaca + 30 minutos de RN (Grupo 1) tenía un flujo basal hepático total medio 

de 714 + 49 ml/min/m2, mientras que el grupo de 20 minutos de parada 

cardíaca + RN + L-NAME (Grupo 2), tenía en el mismo momento un flujo 

hepático total medio de 638 + 51 ml/min/m2. Analizando estas dos mediciones 

no existe diferencia significativa entre ambos grupos: F 1,1; p ns. 



 

El flujo hepático total medio a los 5,15 y 30 minutos han sido los 

siguientes: En el grupo 1 a los 5 minutos el flujo hepático total medio era de 651 

+ 77 ml/min/m2, a los 15 minutos de 599 + 54 ml/min/m2 y a los 30 minutos 

de 503 + 30 ml/min/m2, mientras que en el grupo 2 el flujo hepático total a los 5 

minutos eran de 381 + 33 ml/min/m2, a los 15 minutos de 330 + 59 ml/min/m2 

y a los 30 minutos de 218 + 23 ml/min/m2. Realizamos un análisis estadístico 

para evaluar las diferencias entre ambos grupos y podemos ver que tanto a los 

5,15 y 30 minutos existen diferencias significativas en el flujo hepático total. 

Tabla Nº 4 y Figura Nº 5 

 

 

  

RN 

 

RN + L-NAME 

 

F 

 

p 

 

Valor basal  

 

714 + 49 

 

638 + 33 

 

1,1 

 

ns 

 

Valor  5 minutos 

 

651 + 77 

 

381 + 33 

 

7,8 

 

0,01 

 

Valor 15 minutos 

 

599 + 54 

 

330 + 59 

 

10,9 

 

0,003 

 

Valor  30 minutos 

 

503 + 30 

 

218 + 23 

 

48,4 

 

0,0001 

 

Tabla Nº  : Valores de flujo hepático total. Los valores son expresados como 

media + ES, en ml/min/m2 de superficie corporal. 
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Figura Nº  : Flujo hepático total durante la recirculación normotérmica. Media + 

ES. Los valores son expresados en ml/min/m2 de superficie corporal. 

Referencia a: p 0,01; b: 0,003; c: 0,0001.         20 + RN,  - - - 20 + RN + L-NAME 

 

 

 

Flujo sanguíneo de la bomba de recirculación extracorpórea 

 

Durante la RN hemos analizado el flujo sanguíneo mantenido por la 

bomba de recirculación extracorpórea. Los flujos de bomba en el grupo 1 eran 

de 2,82 + 0,29 l/min/m2 a los 5 minutos, de 2,80 + 0,28 l/min/m2 a los 15 

minutos y de 2,20 + 0,22 l/min/m2 a los 30 minutos. En el grupo 2 los flujos de 

la bomba de recirculación eran de 2,84 + 0,26 l/min/m2 a los 5 minutos, de 2,06 

+ 0,19 l/min/m2 a los 15 minutos y a los 30 minutos era de 1,31 + 0,17 

l/min/m2. Existieron diferencias significativas a los 30 minutos de la RN; F 8,4; 

p 0,009. Se pueden ver los resultados anteriores en la tabla  y figura  

 

 

 



  

RN 

 

RN + L-NAME 

 

F 

 

p 

 

Valor  5 minutos 

 

2,82 + 0,29 

 

2,84 + 0,26 

 

0,002 

 

ns 

 

Valor 15 minutos 

 

2,80 + 0,28 

 

2,06 + 0,19 

 

3,9 

 

ns 

 

Valor  30 minutos 

 

2,20 + 0,22 

 

1,31 + 0,17 

 

8,4 

 

0,009 

 

Tabla Nº : Valores del flujo sanguíneo de la bomba de recirculación 

extracorpórea. Los valores son expresados como media + ES, en l/min/m2  
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Figura Nº  : Flujos de la bomba de recirculación extracorpórea. Los valores son 

expresados en media + ES, en l/min/m2. Referencia a: p 0,009.            20 + RN,  - 

- -  20 + RN + L-NAME 

 



Metabolismo hepático de oxígeno      

 

Durante la RN se ha realizado el cálculo del metabolismo hepático del 

oxígeno. Por lo que hemos determinado el contenido de oxígeno en arteria, 

vena porta y vena suprahepática. Los datos son mostrados en la tabla Nº    . 

 

 

  

20 + RN 

 

20  + RN + L-NAME 

Contenido arterial de oxígeno. 

basal (ml/min) 

5 minutos 

15 minutos 

30 minutos 

 

 

13,54 + 1,50 

7,60 + 0,26 

8,43 + 0,40 

8,96 + 0,21 

 

13,78 + 0,35 

9,68 + 1,01 

8,95 + 0,11 

9,01 + 0,19 

Contenido portal de oxígeno 

basal (ml/min) 

5 minutos 

15 minutos 

30 minutos 

 

 

9,78 + 1,12 

5,50 + 0,37 

5,71 + 0,50 

5,63 + 0,61 

 

11,59 + 0,57 

5,89 + 0,66 

5,41 + 0,59 

3,76 + 0,46 

Contenido vena hepática de oxígeno 

basal (ml/min) 

5 minutos 

15 minutos 

30 minutos 

 

9,37 + 1,1 

4,77 + 0,73 

5,02 + 0,81 

4,17 + 0,84 

 

10,87 + 1,00 

4,12 + 0,63 

2,96 + 0,52 

3,01 + 0,32 

 

 

Tabla Nº : Contenido arterial, portal y de vena suprahepática. Los valores son 

expresados como media + ES.  

 



 

A partir del cálculo del contenido de oxígeno se calculó la llegada al 

hígado de oxígeno, la extracción hepática como así también el porcentaje de 

extracción hepática de oxígeno. Pudimos ver que el grupo 1 presenta una 

llegada de oxígeno basal de 76, 97 + 6,25 ml/min. , mientras que durante la RN 

fue de 36,25 + 6,53 ml/min. a los 5 minutos, 37,09 + 3,58 ml/min. a los 15 

minutos y de 34,72 + 3,88 ml/min. a los 30 minutos. En el grupo 2 los datos 

obtenidos fueron los siguientes: 79,08 + 6,54 ml/min. en la muestra basal, 24,41 

+ 2,43 ml/min. a los 5 minutos de la RN, 19,35 + 2,82 ml/min. a los 15 minutos 

y de 12,59 + 1,96 ml/min. a los 30 minutos. Cuando comparamos los resultados 

obtenidos entre los dos grupos podemos ver que existen diferencias 

significativas en la llegada de oxígeno al hígado a los 15 y 30 minutos de la RN 

(F 15,09, p 0,002; F 90,15, p 0,0001 para los 15 y 30 minutos respectivamente). 

Estos datos se muestran en la tabla Nº. 

 

En el grupo 1 la extracción hepática de oxígeno ha sido de 8,79 + 6,64 en 

la determinación  basal, 3,14 + 0,87 ml/min. a los 5 minutos de la RN, 7,41 + 

4,93 ml/min. a los 15 minutos y de 12,08 + 3,30 ml/min. a los 30 minutos. Los 

resultados en el grupo 2 fueron: 9,19 + 6,73 en el  basal, 5,47 + 2,25 ml/min. a los 

5 minutos de la RN, 11,19 + 1,92 ml/min. a los 15 minutos y de 6,55 + 1,47 

ml/min. a los 30 minutos. Tabla Nº 

 

Si calculamos el índice de extracción hepática de oxígeno podemos ver 

que en el grupo 1 la misma es del 14 + 9 % en la muestra basal, 11 + 3 % a los 5 

minutos de la RN, 20 + 14 % a los 15 minutos de la RN y de 38 + 10 % a los 30 

minutos de la RN. En el grupo tratado con L-NAME vemos que los valores han 

sido: 10 + 8 % en el basal, 20 +  7 % a los 5 minutos de la RN, 59 + 7 % a los 15 

minutos y 50 + 5 % a los 30 minutos. Se puede observar que en el grupo donde 

se inhibió la formación del ON, el índice de extracción hepática de oxígeno ha 

sido mayor durante la RN, siendo estadísticamente significativo a los 15 

minutos ( F 4,75; p 0,04). Tabla Nº 



 

 

  
20 + RN 

 

 
20  + RN + L-NAME  

 
F 

 
p 

 
DHO 2 
 
basal 

5 min. (ml/min) 

15 min. (ml/min) 

30 min. (ml/min) 

 

 
 
 

76,97 + 6,25 

36,25 + 6,53 

37,09 + 3,58 

34,72 + 3,88 

 
 
 

79,08 + 6,54 

24,41 + 2,43 

19,35 + 2,82 

12,59 + 1,36 

 
 
 

0,05 

1,99 

15,09 

90,15 

 
 
 

ns 

ns 

0,002 

0,0001 

 
HVO 2 
 
basal (ml/min) 

5 mi. (ml/min) 

15 mi. (ml/min) 

30 min. (ml/min) 

 

 

 

8,79 + 6,64 

3,14 + 0,87 

7,41 + 4,93 

12,08 + 3,30 

 
 
 

9,19 + 6,73 

5,47 + 2,25 

11,19 + 1,92 

6,55 + 1,47 

 
 
 

0,002 

0,92 

0,51 

2,33 

 
 
 

ns 

ns  

ns 

ns 

 

Tabla Nº: Llegada de oxígeno al hígado (DHO2), extracción hepática de oxígeno 

(VHO2) durante la RN. Los valores son expresados como media + ES. 

 

 

  

20 + RN 

 

20 + RN + L-NAME 

 

F 

 

p 

I-HVO 2 ( % ) 

basal  

5 minutos  

15 minutos  

30 minutos  

 

14 + 9 

11 + 3  

20 + 14  

 38 + 10  

 

10 + 8  

20 + 7  

59 + 7  

50 + 5  

 

0,10 

1,78  

4,75 

0,86 

 

ns 

ns  

0,04 

ns 

 



Tabla Nº : Indice de extracción hepática de oxígeno (I-HVO2). Los valores son 

expresados como media + ES.  



5. 3. MARCADORES DE LESIÓN HEPATOCELULAR. 

 

5. 3. 1. Alaninoaminotransferasa (ALAT)  

 

 Debido a la variabilidad existente entre las determinaciones basales entre 

los cerdos de un mismo grupo y los cerdos de diferentes grupos, hemos 

analizado la variación en las determinaciones bioquímicas a través del 

porcentaje de aumento de las mismas respecto al valor basal obtenido.   

 

En el grupo 1 (20 minutos de parada cardíaca + RN) el porcentaje medio 

en relación con el basal a la hora de la reperfusión ha sido del 99 + 12, en el 

grupo 2 (20 minutos de parada cardíaca + RN + L-NAME) 83 + 15, en el grupo 3 

( espermina NONOato + 20 minutos de parada cardíaca, sin RN) 206 + 56 y en 

el grupo 4 (adenosina + L-NAME) 109 + 23. En todos los casos tras realizar el 

análisis de la varianza las diferencias existentes entre ambos grupos no eran 

significativas. 

 

Durante el 2do día de postoperatorio los valores enzimáticos eran los 

siguientes: en el grupo 1 el incremento en el porcentaje medio en relación con el 

basal fue 212 + 25, en el grupo 2 de 706 + 338, en el grupo 3, 441 + 119 y en el 

grupo 4, 165 + 23. Realizando el análisis estadístico correspondiente podemos 

ver que no existen diferencias significativas entre los diferentes grupos. 

 

 Analizando la misma enzima al quinto día podemos ver que los 

resultados han sido los siguientes: grupo 1: 124 + 20, grupo 2: 132 + 11; grupo 3: 

229 + 52 y grupo 4: 101 + 10. No existe diferencia significativa entre los grupos. 

Figura Nº 7. 

 

 

 

 



 

 

 

Figura Nº 7: Valores de ASAT a la hora de la reperfusión, al segundo día y al 

quinto día. Los valores son expresados en media + ES del porcentaje de 

incremento sobre el valor basal. 

 

 

 

5. 3. 2. Alfa-glutation-transferasa (GST) 

 

 La GST es una enzima que ha sido demostrado por diferentes autores, 

que es más precoz su aparición. Se valora el valor basal y a la hora de la 

reperfusión. Los valores a la hora de la reperfusión están expresados como 

porcentaje con relación al valor basal, debido a la variabilidad de los resultados 

entre los diferentes grupos.  

 

El grupo 1 presenta un aumento de 3150 + 1006 %, el grupo 2, 2626 + 672 

%, el grupo 3, 13325 + 4372 % y el grupo 4: 574 + 54 %. En todos los casos este 

aumento es significativo en relación al valor basal, p 0,001, 0,001, 0,0001 y 0,0001 

para los grupos 1, 2, 3 y 4 respectivamente. Realizando un análisis entre los 

¡Error! Marcador no definido. 



diferentes grupo a la hora de la reperfusión, resultan significativas las 

diferencias existentes entre el grupo 3 y los grupos restantes: 1, 2 y 4. (p 0,03; p 

0,02, p 0,01, respectivamente). Figura Nº 8. 

 

 

 

Figura Nº 8: Valores de GST con relación al valor basal. Referencias: a p 

0,001;  b: p 0,001; c: p 0,0001 y d: 0,001 con relación al valor basal del mismo 

grupo; e: p 0,03; 0,02 y 0,01 con relación a los grupos 1, 2 y 4, en la misma fase. 

 

 

5. 3. 3. Marcador de lesión endotelial: determinación de ácido 

hialurónico. 

  

 Analizando la determinación de ácido hialurónico a la hora de la 

reperfusión vemos que los valores son los siguientes: Grupo 1: 1608 + 286; 

grupo 2: 2890 + 953; grupo 3: 408 + 53 y grupo 4: 1402 + 135. Existieron 

diferencias significativas respecto al valor basal en los grupos 1, 2 y 4, (p 0,008; 

0,001 y 0,003). Así mismo, las diferencias existentes entre el grupo 3 con el 

grupo 1, 2, y 4 son significativas (p 0,02, p 0,0001 y 0,05 respectivamente). 

Figura Nº 9. 

¡Error! Marcador no definido. 
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Figura Nº 9: Valores de ácido hialurónico a la hora de reperfusión. Referencia a: 

p 0,008; b: p 0,001; c: p 0,1 y d: 0,003, con relación al valor basal. Referencia e: p 

0,02, p 0,0001 y 0,05 en relación con el grupo 1, 2 y 4. 
  

 

 

5. 3. 3. 4. Determinación de Nitritos y Nitratos 

 

Podemos observar que tras los 20 minutos de parada cardíaca los valores 

de nitritos y nitratos fueron 102 + 6 %, 113 + 3 %, 198 + 53 % y 92 + 5 % en 

relación al valor basal para el grupos de RN, RN más L-NAME, espermina 

NONOato y adenosina + L-NAME respectivamente. El aumento presente en el 

grupo de espermina NONOato es significativo respecto a su valor basal y al 

resto de los grupos en el mismo momento. Estos datos los podemos ver 

reflejados en la Tabla y en la figura…. 

 

En el grupo de RN tras la realización de la misma podemos ver que el 

valor era de 88 + 5 % en relación con el basal mientras que en el grupo donde se 



realizó RN pero se inhibió la síntesis del óxido nítrico la concentración de 

nitritos y nitratos fue del 80 + 3 %.  
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Figura : Determinación de nitritos y nitratos durante el procedimiento. 

Los valores son presentados como media + ES del porcentaje de variación con 

relación al valor basal. 

 

 

 

Carga energética 

 

Se ha calculado la carga energética que presentaron los diferentes grupos 

a lo largo del procedimiento de procuración del hígado. Es decir, que hemos 

calculado la variación que a sufrido la carga energética desde el momento basal, 

hasta la finalización del período de recirculación normotérmica. En los grupos 

de cerdos, donde no se efectúo recirculación normotérmica, hemos tomado 

como valor en dicho tiempo el que presentaron al final de la parada cardíaca. 

No han existido diferencias significativas en los diferentes grupos en los 



distintos momentos del proceso, ni entre los grupos en un mismo momento 

determinado. Figura Nº 10. 
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Figura Nº 10: Carga energética durante el proceso de obtención del 

hígado. Los valores son presentados como media + ES del porcentaje de 

variación con relación al valor basal. 



5. 4. HISTOLOGÍA AL QUINTO DÍA 

 

 En todos los animales que han sido sacrificados al quinto día, se ha 

obtenido una biopsia de tejido hepático a la cual se ha sometido a análisis 

anatomopatológico por medio de microscopía óptica. Los resultados de los 

diferentes grupos son los siguientes: 

 

 

 5.4.1. Dilatación sinusoidal 

 

 Comparando los diferentes grupos entre ellos, apreciamos que no existen 

diferencias significativas en la presencia de dilatación sinusoidal en la biopsia 

tomada el día del sacrificio del animal. A continuación se puede observar el 

grado de lesión en los diferente grupos en la tabla Nº 11. 

 

 

 Grado de dilatación sinusoidal 

 0 1 2 3 

 

Grupo 1 ( 20 + RN) 

 

3 

 

4 

 

3 

 

- 

 

Grupo 2 ( 20 + RN + L-NAME) 

 

3 

 

2 

 

- 

 

- 

 

Grupo 3 (Espermina NONOato) 

 

1 

 

1 

 

6 

 

1 

 

Grupo 4 ( Ade + L-NAME) 

 

- 

 

1 

 

1 

 

1 

 

Tabla Nº 11: Grado de dilatación sinusoidal en los diferentes grupos, 

representado por número de casos presente en cada grado de lesión. 

 



 

5.4.2. Infiltración sinusoidal polimorfonuclear 

 

 En la siguiente figura están representados los diferentes grados de 

infiltración polimorfonuclear de los sinusoides hepáticos. Existe una diferencia 

significativa cuando se comparó el grupo 1 (20 minutos de parada cardíaca + 

RN) con el grupo 2 (20 minutos de parada cardíaca + RN + L-NAME) y este 

último con el grupo 3 (Espermina NONOato + 20 minutos de parada cardíaca), 

p 0,001 y 0,006 respectivamente. Entre el resto de grupos no hubo diferencias 

significativas. Tabla Nº . 

 

 

 Grado de lesión 

 0 1 2 3 

 

Grupo 1 ( 20 + RN) 

 

1 

 

5 

 

4 

 

- 

 

Grupo 2 ( 20 + RN + L-NAME) 

 

5 

 

- 

 

- 

 

- 

 

Grupo 3 (Espermina NONOato) 

 

1 

 

5 

 

3 

 

- 

 

Grupo 4 ( Ade + L-NAME) 

 

1 

 

- 

 

1 

 

1 

 

 

Tabla Nº : Grado de infiltración sinusoidal por polimorfonucleares en los 

diferentes grupos, representado por número de casos presentes en cada grado 

de lesión. 

 

 

 

 



5.4.3. Infiltración sinusoidal linfocitaria 

 

 Comparando los diferente grupos entre sí, no hemos observado 

diferencias significativas entre ellos en la presencia de infiltración linfocitaria en 

los sinusoides hepáticos. Estas diferencias las podemos apreciar en la tabla Nº . 

 

 

 Grado de infiltración linfocitaria 

 0 1 2 3 

 

Grupo 1 ( 20 + RN) 

 

- 

 

4 

 

4 

 

2 

 

Grupo 2 ( 20 + RN + L-NAME) 

 

- 

 

2 

 

2 

 

1 

 

Grupo 3 (Espermina NONOato) 

 

- 

 

2 

 

2 

 

5 

 

Grupo 4 ( Ade + L-NAME) 

 

- 

 

- 

 

1 

 

2 

 

 

Tabla Nº 13: Grado de infiltración sinusoidal linfocitaria en los diferentes 

grupos, representado por número de casos presentes en cada grado de lesión. 

 

 

 

 5.4.4. Colangitis isquémica 

 

 Cuando analizamos la presencia o ausencia de colangitis isquémica en 

los diferentes grupos y los comparamos entre sí, podemos ver que existen 

diferencias significativas entre el grupo adenosina + L-NAME y el grupo 20+ 

RN, p 0,04  y entre el grupo adenosina + L-NAME y el grupo espermina 

NONOato, p 0,005. tabla Nº   



 

 

 Colangitis isquémica 

 Ausente Presente 

 

Grupo 1 ( 20 + RN) 

 

8 

 

2 

 

Grupo 2 ( 20 + RN + L-NAME) 

 

4 

 

1 

 

Grupo 3 (Espermina NONOato) 

 

9 

 

- 

 

Grupo 4 ( Ade + L-NAME) 

 

- 

 

3 

 

Tabla Nº : Presencia o no de colangitis isquémica en los diferentes 

grupos, representado por número de casos presentes en cada grado de lesión. 

 

 

 5.4.5.Desestructuración hepatocitaria 

 

 Cuando analizamos la desestructuración hepatocitaria como marcador 

de daño por la isquemia reperfusión no hemos encontrado diferencias 

significativas entre los diferentes grupos tratados. En la siguiente tabla Nº , 

veremos representadas las diferentes frecuencias, según los grupos. 

 

 Grado de desestructuración hepatocitaria 

 0 1 2 3 

 

Grupo 1 ( 20 + RN) 

 

5 

 

3 

 

1 

 

- 

 

Grupo 2 ( 20 + RN + L-NAME) 

 

1 

 

3 

 

- 

 

1 



 

Grupo 3 (Espermina NONOato) 

 

1 

 

3 

 

1 

 

4 

 

Grupo 4 ( Ade + L-NAME) 

 

1 

 

- 

 

2 

 

- 

 

Tabla Nº : Desestructuración hepatocitaria en los diferentes grupos, 

representado por número de casos presentes en cada grado de lesión. 

  

 

5.4.6. Necrosis isquémica centrolobulillar 

 

 También hemos realizado el análisis comparativo entre los diferentes 

grupos del grado de necrosis isquémica centrolobulillar que se ha presentado al 

quinto día, en los animales supervivientes. No han existido diferencias 

significativas entre los diferentes grupos. Podemos ver las frecuencias en la 

tabla Nº . 

 

 

5.4.7. Area necrótica media. 

 

El grupo de 20 minutos + RN presentó 6,3 + 4,1 % de área necrótica media 

(ANM), el grupo 20 minutos de parada cardíaca + RN + L-NAME presentó un 

6,4 + 5,9 %, el grupo de espermina NONOato un 19 + 5,5 % y por último el 

grupo de adenosina + L-NAME presentó el 7,3 + 6,3 %. En todos los casos, no 

han existido diferencias significativas entre los grupos. Figura Nº 17. 

 

 Grado de necrosis isquémica centrolobulillar 

 0 1 2 3 

 

Grupo 1 ( 20 + RN) 

 

3 

 

6 

 

- 

 

1 



 

Grupo 2 ( 20 + RN + L-NAME) 

 

2 

 

2 

 

- 

 

1 

 

Grupo 3 (Espermina NONOato) 

 

3 

 

1 

 

2 

 

2 

 

Grupo 4 ( Ade + L-NAME) 

 

1 

 

2 

 

- 

 

- 

 

Tabla Nº : Necrosis centrolobulillar en los diferentes grupos, 

representado por número de casos presentes en cada grado de lesión. 
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Figura Nº 17: Area necrótica media de los diferentes grupos. Los valores 

son expresados como media + ES.  

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 



 



 

6. DISCUSIÓN 

 

 Hoy en día, el trasplante hepático es el único tratamiento definitivo para 

un grupo importante de hepatopatías. En la actualidad existe una disparidad 

entre los pacientes que requieren un trasplante de hígado y los órganos que se 

llegan a generar para ser implantados. Es por ello, que se ha tenido que buscar 

diferentes alternativas para suplir dicha escasez. No sólo se ampliaron criterios 

de aceptación de donantes, sino que se desarrollaron diferentes técnicas 

(donantes vivos, partición hepática) para aumentar el número de injertos para 

implantar. Así mismo, los donantes a corazón parado comenzaron a ser 

reconsiderados como una posible alternativa. Este tipo de donantes de órganos 

ha sido utilizado durante mucho tiempo como única fuente de obtención de 

órganos en países como Japón, donde el concepto de muerte encefálica no era 

aceptado. 

 

Es sabido que una vez detectado un posible donante a corazón parado, 

ya sea fuera o dentro de un hospital, es necesario actuar con la mayor rapidez 

posible para disminuir al máximo posible el tiempo de isquemia caliente. Uno 

de los procedimientos que se utilizan en la actualidad para evitar las lesiones 

que se producen durante la isquemia caliente es la recirculación normotérmica. 

La RN consiste en realizar un período de recirculación y oxigenación tisular a 

37ºC, mediante una bomba de recirculación extracorpórea, antes de proceder a 

realizar el enfriamiento corporal total. Dicho procedimiento ha sido utilizado en 

la práctica clínica por diferentes grupos en la obtención tanto de riñones como 

de hígados para el trasplante principalmente en donantes a corazón parado tipo 

I y II de la clasificación de Maastrich.(30,34,69,125,171) 

 

La mayor experiencia con donantes a corazón parado se tiene en 

trasplante renal. Hoy día gracias a la utilización de la RN, la incidencia de “no 

función primaria” ha disminuido hasta valores aceptables y la sobrevida de  los 



injertos es comparable con la de los donantes en muerte cerebral. Se calcula que 

el uso de donantes a corazón parado podría incrementar hasta  un 20 % el 

número total de órganos obtenidos.(172,173) Así mismo, cuando se compara la 

RN con otros métodos de perfusión durante la obtención de riñones en 

donantes a corazón parado, se puede ver que los riñones así obtenidos y 

trasplantados presentan una menor incidencia de no función primaria y mejor 

función inmediata postrasplante.(25,69) 

 

Nuestro grupo investigador, a lo largo de estos últimos años ha centrado 

su actividad en un programa de trasplante hepático experimental en cerdo con 

donante a corazón parado y utilización de recirculación normotérmica durante 

30 minutos.  

 

 En primer lugar hemos podido demostrar la utilidad de dicho 

procedimiento y el efecto beneficioso que tiene sobre la lesión isquémica que 

se produce tras la parada cardíaca.  Se ha podido observar que el daño que se 

produce en el hígado está en relación con el tiempo de isquemia caliente y  

como es lógico, a menor tiempo de parada cardíaca, menor importancia, 

tendrán las lesiones que presente ese injerto.(126) El beneficio obtenido por la 

utilización de recirculación extracorpórea a 37° y oxigenación tisular durante 

30 minutos, se traduce en una mejor supervivencia de los animales 

trasplantados, una menor lesión hepatocitaria  y sinusoidal, evidenciada 

tanto a nivel bioquímico como histológico. 

  

En segundo lugar se ha intentado dilucidar cual es el mecanismo de 

acción de la RN y que sustancias se encuentran implicadas. En este aspecto, se 

ha demostrado que la RN actúa por medio de un mecanismo de 

precondicionamiento en el hígado. Durante la RN hemos podido demostrar 

que existe un aumento en los niveles de adenosina y ésta actúa a nivel 

hepático por medio de los receptores A1 y A2. Sin embargo, los receptores que 



están implicados en mayor medida son los A2, que son los que predominan en 

el hígado ya que se encuentran el músculo liso vascular.  

La RN actúa por un mecanismo de precondicionamiento ya que los 

resultados son semejantes a los que han obtenido diferentes autores con 

modelos de precondicionamiento isquémico e isquemia hepática parcial o 

trasplantes hepático.(141,142,174,175) 

 

Como repuesta a la estimulación de los receptores A2 en las células del 

músculo liso vascular, se produce la activación de la vía proteinkinasa-AMPc. 

Algunos autores han demostrado que la proteinkinasa que se encuentra 

implicada en el aumento del AMPc intracelular es la A, mientras existen 

evidencias que también pudiera serlo la proteinkinasa C. La unión de la 

adenosina a los receptores A2 causa la activación de una proteína G que 

produce la estimulación de la guanilciclasa y la adenilatociclasa. Esto produce 

que se acumulen tanto GMPc y AMPc dentro de la célula. Así mismo hay otros 

mecanismos que se encuentran implicados en la vasodilatación producida por 

la adenosina, como son la inhibición de la entrada de calcio a la célula, apertura 

de canales de K con hiperpolarización de la membrana celular y generación de 

oxido nítrico. 

 

Por otro lado cuando la adenosina entra en contacto con los receptores 

A2 presentes en las células endoteliales se produce un aumento de la entrada de 

Ca+ a la célula, que junto a la calmodulina y otros sustratos producen la síntesis 

de ON por medio de la oxido nítrico sintasa. Este ON tiene la propiedad de 

difundir  a través de las membranas celulares y llega así hasta le célula del 

músculo liso vascular donde estimula la guanilciclasa para que ésta aumente el 

AMPc y se produzca así la vasodilatación. 



 
 

Figura 22 : Representación esquemática de la activación de los receptores 

A 2 en diferentes tipos de células. A nivel de la célula endotelial produce la 

síntesis de ON, mientras que en la célula del músculo liso vascular produce la 

relajación del mismo. 

 

En relación al mecanismo de acción de la RN, nuestros resultados están 

de acuerdo con los trabajos de C. Peralta y colaboradores quienes trabajan en un 

modelo de isquemia-reperfusión hepática parcial. Como tiempos de 

precondicionamiento utilizan 10 minutos de isquemia y otros 10 de reperfusión. 

Estos autores han demostrado que el efecto protector a nivel hepático del 



precondicionamiento isquémico también está mediado por la activación de los 

receptores A2 de la adenosina y ésta última sería la encargada de producir la 

síntesis de ON a partir de las células endoteliales. Por su parte, Arai y 

colaboradores han estudiado el efecto que tiene el precondicionamiento sobre el 

daño en la célula endotelial. Para ello utilizan un  modelo de 

precondicionamiento isquémico ( 5 minutos de isquemia y 5 de reperfusión) e  

isquemia fría (30 horas). De esta manera  han visto que el precondicionamiento 

isquémico confiere un mecanismo protector por medio de los receptores A2, 

que se encuentran en las células endoteliales y se encargan de aumentar los 

niveles de AMPc.(141,174). Confirmando los resultas anteriores y trabajando 

con hígados preservados durante 24 horas, pero que habían sido dañados 

previamente por una hora de parada cardíaca,  Minor y colaboradores han 

podido demostrar que la estimulación de los receptores A 2 de la adenosina, 

mantiene la viabilidad de los injertos hepáticos.(142) 

 

 Debido a que existen evidencias que sugieren que el estado de la 

microcirculación hepática sería la responsable del mal funcionamiento de los 

hígados obtenidos de donantes a corazón parado, hemos planteado la 

posibilidad de evaluar el papel que tiene, en este modelo de donantes a 

corazón parado y utilización de recirculación normotérmica, la acción del 

óxido nítrico.(176) 

 

Las alteraciones producidas en la microcirculación, debido a disfunción 

de las células endoteliales es una de las mayores causas de lesión hepática 

asociada con la isquemia y subsecuente reperfusión. Es conocida la importancia 

que tiene el óxido nítrico en la regulación del estado de la microcirculación a 

nivel de todo el organismo. A nivel del sinusoide hepático, se ha demostrado 

que el ON disminuye su resistencia por lo tanto aumentará el flujo sanguíneo 

dentro de los mismos. Además de este efecto vasodilatador, el ON produce 

inhibición de la adhesión plaquetaria al endotelio vascular, disminución de la 

adhesión de leucocitos a la pared del sinusoide hepático, logrando así una 



mayor fluidez de sangre a nivel de la microcirculación. También disminuye la 

expresión de moléculas de adhesión intracelulares tipo 1 y podría actuar como 

“scavenger” del superóxido. Estos hallazgos sugieren que el ON dentro del 

hígado tiene una importancia fundamental en la protección de la 

microcirculación bajo condiciones patológicas.(74,75,106,107,146)  

 

Otro dato a considerar es la relación existente entre el óxido nítrico y la 

síntesis de FNT-α y otras citoquinas. Se ha demostrado que la producción 

endógena de oxido nítrico por diferentes estados patológicos se acompaña de 

una disminución en la síntesis de FNT-α y esta disminución se acompaña de 

menor daño hepático.(177) Paralelamente Zhung y colaboradores han sugerido 

que la inhibición de la síntesis de ON se acompaña de un aumento en la 

producción de FNT-α sugiriendo que puede existir un mecanismo de feedback 

entre estas dos sustancias cuyos efectos a nivel de la circulación hepática son 

opuestos.(178). Yin ha medido la concentración de FNT-α tras el trasplante 

hepático en ratas donde realizó tratamientos con L-arginina y L-NAME para 

aumentar y disminuir respectivamente la síntesis de oxido nítrico. En este 

trabajo se demuestra que cuando existe niveles disminuidos de oxido nítrico los 

niveles sanguíneos de FNT-α son mayores y viceversa.(138) Este hecho parece 

indicar la existencia de un mecanismo de autorregulación en la síntesis de estas 

dos sustancias. Otras sustancias vasoconstrictoras que ha sido demostrado tener 

relación con la isquemia reperfusión ha sido las endotelinas. Aparentemente, 

existiría un balance entre los niveles de endotelinas circulantes y el ON. Ha sido 

demostrado en un modelo de isquemia caliente prolongada, donde se ha 

trabajado con antagonistas de los receptores de endotelinas y L-arginina, que 

las diferencias entre las concentraciones de ON y endotelinas podría ser el 

responsable de los disturbios microcirculatorios que surgen tras la 

reperfusión.(179) 

 

En contraposición a todos los efectos beneficiosos que tiene, diversos 

autores, ponen de manifiesto, la posibilidad que el ON tenga también efectos 



nocivos sobre el hígado en presencia de radicales libres. Diferentes situaciones 

patológicas o estados inflamatorios pueden producir un aumento en los niveles 

de superóxido, que al unirse al ON formarían peroxinitrito. Éste es un potente 

oxidante que tiene la propiedad de reaccionar a nivel celular con los ácidos 

grasos iniciando la  lipoperoxidación.(108-110,151,180,181) 

 

 

Modelo experimental utilizado 

 

Durante la obtención de órganos de donantes a corazón parado y 

utilización de RN hemos empleado diferentes sustancias farmacológicas para 

evaluar el papel del ON.  

 

1- El L-ω-Nitro-arginina-metil-ester (L-NAME), un análogo de la 

arginina, es uno de los inhibidores no selectivos de la oxido nítrico sintasa más 

potente que se conoce. Ha sido utilizado en diferentes estudios experimentales 

donde se demostró que su uso está relacionado con una disminución 

importante en la síntesis de oxido nítrico y mayor grado de lesión por isquemia 

reperfusión.(182-185) 

 

2-  La adenosina también ha sido ampliamente utilizada en la evaluación 

de la lesión por isquemia-reperfusión.(186) Con anterioridad ha este trabajo, 

nuestro grupo investigador, pudo demostrar que su administración previa a la 

parada cardíaca tiene un efecto similar al que produce la RN. El aumento en los 

niveles de adenosina se correlaciona con una mejor supervivencia, una menor 

lesión endotelial y parenquimatosa como así también una mejor histología al 

quinto día postrasplante. Esto sugiere la reversibilidad de la lesión por 

isquemia-reperfusión. CITA DEL CONGRESO Resultados comparables han 

obtenido diferentes grupos con el uso de este fármaco y la realización de 

precondicionamiento isquémico. Peralta y colaboradores en el mismo modelo 

descrito anteriormente, han demostrado que el precondicionamiento isquémico 



provoca un aumento de los niveles de la adenosina y ésta produce un aumento 

en la síntesis del oxido nítrico que sería el efector de los cambios sucedidos tras 

el precondicionamiento.(141)  

 

3-  Por último hemos utilizado espermina NONOato como fuente 

exógena de oxido nítrico. Este fármaco una vez que entra en la circulación se 

convierte espontáneamente en oxido nítrico. También se ha demostrado que su 

administración disminuye el grado de lesión por isquemia reperfusión. 

Similares efectos son conseguidos por sustancias similares como por ejemplo 

con el FK 409.(140,187-189) 

 



 

6. 1. Análisis de la supervivencia 

 

El análisis de la supervivencia de los animales trasplantados ha sido 

utilizado durante mucho tiempo como uno de los parámetros que se relaciona 

directamente con las manipulaciones relacionadas con cualquier procedimiento 

quirúrgico. 

 

 Cuando analizamos la supervivencia de los diferentes grupos hemos 

observado que los grupos donde se interfiere por medio de L-NAME, con la 

producción del óxido nítrico hay una clara diferencia con aquellos donde no 

se ha utilizado dicha sustancia. El grupo de cerdos a los cuales se les ha 

realizado 20 minutos de parada cardíaca más 30 minutos de RN previo al 

enfriamiento corporal total tiene una supervivencia del 100 % al quinto día, 

mientras que en el grupo donde se administró L-NAME durante la RN la 

sobrevida llega tan solo al 50 % y en el grupo de adenosina más L-NAME 

solamente al 30 %. Estas diferencias son estadísticamente significativas y ponen 

en evidencia la importancia que tiene en la sobrevida de los animales 

trasplantados al 5to día, la inhibición del óxido nítrico en el donante. 

 

Paralelamente hemos realizado un grupo de cerdos a los cuales no se le 

ha realizado ni recirculación normotérmica ni hemos administrado adenosina 

(cuyo efecto es similar en la protección contra la lesión por isquemia-

reperfusión que la realización de RN), pero hemos administrado espermina 

NONOato (donante de oxido nítrico) y la sobrevida al quinto día ha sido del 

90 %. Este hecho es muy importante, ya que en estudios anteriores se había 

demostrado que el trasplante hepático con injertos obtenidos de donantes a 

corazón parado donde no se realiza recirculación normotérmica ni otro método 

para evitar o revertir la lesiones propias de la isquemia caliente, es incompatible 

con la sobrevida del animal trasplantado.  

 



Esto último parece ser una clara demostración de la importancia que 

tiene el ON en la función inicial del injerto y en la sobrevida de los animales 

trasplantados con donantes a corazón parado. 

 

Nuestro grupo investigador ha trabajado desde 1995 en un modelo de 

donante a corazón parado con la idea de prolongar el tiempo de isquemia 

caliente. Hemos observado que cuando se trabaja con tiempos de parada 

cardíaca de 40 minutos, se obtiene una supervivencia del 50 % al quinto día del 

trasplante. Se ha visto que la administración de L-arginina, durante la 

realización de la RN mejora ostensiblemente la supervivencia al quinto día, 

llegando hasta el 80 %. Con este hecho se puede relacionar al ON, ya que la L-

arginina es un sustrato que es utilizado por la oxido nítrico sintasa para la 

formación del oxido nítrico, por lo que podemos suponer que su administración 

durante la RN, elevaría aun mas los niveles circulantes de ON y ser este el que 

en definitiva produzca el beneficio.(131) Calabrese y colaboradores también ha 

observado que tras períodos prolongados de isquemia caliente (120 minutos), la 

administración de L-arginina aumenta la supervivencia en animales sometidos 

a periodos de isquemia-reperfusión hepática.(132) 

 

Existen evidencias que relacionan al oxido nítrico y el 

precondicionamiento isquémico con la supervivencia de animales trasplantados 

de hígado. Yin y colaboradores han realizado trasplante hepático en ratas 

donde realizaron en los animales donantes un período de precondicionamiento 

isquémico o tratamientos farmacológicos con diferentes sustancias. Entre ellas 

han utilizado L-NAME, para inhibir la síntesis de ON y L-arginina o adenosina, 

como precursores o inductores de la síntesis del ON. En sus resultados se puede 

ver que el precondicionamiento isquémico confiere protección hepática 

logrando aumentar la supervivencia en ratas trasplantadas tras períodos 

prolongados de isquemia fría. Similares resultados fueron obtenidos en las ratas 

que recibieron hígados tratados con L-arginina o adenosina, mientras que la 

administración de L-NAME repercuió en forma negativa sobre la supervivencia 



de los animales. Estos resultados sugieren el oxido nítrico sería una de las 

sustancias responsables del efecto protector del precondicionamiento isquémico 

y representan otra evidencia de la importancia del ON en la lesión por isquemia 

reperfusión y como cambios en su síntesis  puede influir en la supervivencia de 

los animales.(138) 

 

En resumen: En base a los resultados obtenidos podemos afirmar que 

el oxido nítrico presente durante la obtención del órgano en donantes a 

corazón parado, se encuentra relacionado con la supervivencia de los 

animales trasplantados 

 



 

6. 2. Evaluación de los flujos sanguíneos 

 

Desde el punto de vista fisiológico, la microcirculación hepática es 

diferente a la del resto del organismo. A diferencia de los que ocurre en otros 

órganos donde la regulación del flujo sanguíneo es a nivel del esfínter 

precapilar en el hígado el sitio de regulación de mas del 90 % del  flujo 

sanguíneo ocurre en la unión de la vénula portal con la arteriola terminal, o sea 

a nivel del sinusoide hepático. El mantenimiento fisiológico del flujo total del 

hígado es realizado primariamente por una regulación recíproca entre el flujo 

arterial y el flujo de la vena porta. La arteria hepática es la que juega un papel 

pasivo, aumentando o diminuyendo su flujo con relación a cambios en el flujo 

portal. Este fenómeno fisiológico se ha denominado “REPUESTA BUFFER “. 

(190-193) 

 

Durante la obtención del hígado, en dos grupos de cerdos en los 

animales donantes se ha realizado el período de recirculación normotérmica 

tras los 20 minutos de parada cardíaca. Para bloquear la síntesis del ON en uno 

de ellos hemos utilizado L-NAME. En ambos grupos hemos evaluado durante 

los 30 minutos de la RN, los flujos sanguíneos de la vena porta, la arteria 

hepática, el flujo sanguíneo hepático total y como así también el flujo sanguíneo 

mantenido por la bomba de recirculación extracorpórea.  

 

Se pudo observar que después de los 20 minutos de parada cardíaca se 

recuperan los flujos tanto en la arteria hepática como en la vena porta, casi hasta 

los valores basales. Así mismo, hemos observado que cuando es inhibida la 

acción de la oxido nítrico sintasa por medio de L- NAME hay una disminución 

estadísticamente significativa tanto en el flujo hepático total como en el flujo 

portal y en el flujo sanguíneo de la bomba de recirculación extracorpórea. 

Sólo existieron diferencias significativas en cuanto al flujo de la arteria hepática 

a los 30 minutos de la RN, pero debemos hacer referencia que los flujos en dicha 



arteria han sido menores cuando hemos empleado L-NAME. Con anterioridad 

a la realización de esta tesis, Valero y colaboradores han evaluado los flujos 

hepáticos durante la obtención de hígados en donantes a corazón parado. Se ha 

demostrado que los animales trasplantados con hígados obtenidos de donantes 

a corazón parado y vivos al quinto día postrasplante presentaron durante la RN 

valores de flujo portal significativamente superiores a los de los animales 

trasplantados con hígados obtenidos de manera similar y que mueren antes del 

quinto día. De la misma manera, vieron que los flujos en la arteria hepática, si 

bien son mayores no alcanzaban diferencias significativas.(129) Por otra parte, 

el mismo autor, ha demostrado, nuevamente en un modelo de donante a 

corazón parado, que la administración de L-arginina durante la obtención de 

hígados en donantes a corazón parado y RN, aumenta el flujo hepático, pero 

solo es significativo el aumento que se produce en el flujo portal, mientras que 

el flujo arterial, si bien es mayor al que se presenta sin la administración de L-

arginina, no alcanza diferencias significativas. Podemos ver que nuestros 

resultados obtenidos en la medición de los flujos hepáticos durante la 

recirculación normotérmica e inhibición de la síntesis del ON, están de acuerdo 

con los publicados previamente por Valero y colaboradores. 

 

Similares resultados han obtenido diferentes investigadores inhibiendo 

la producción de oxido nítrico y evaluando el flujo hepático. Así lo ha 

demostrado Saetre y colaboradores quienes observan que tras la administración 

de L-NAME y lipopolisacáridos (LPS) el flujo hepático disminuye más del 50 %, 

con una disminución significativa del flujo de la vena porta, mientras que el 

flujo de la arteria hepática disminuye levemente. En el mismo estudio dicen que 

en ausencia de LPS y con solo la presencia de L-NAME, el flujo hepático 

presenta el mismo patrón de cambio.(194) Idénticos resultados fueron los 

obtenidos por Zhang y colaboradores en relación a los cambios observados en 

el flujo hepático tras la administración de L-NAME.(178) También Macedo y 

colaboradores han bloqueado la síntesis del ON por medio de L-NAME y 

evaluaron el flujo hepático y de la arteria mesentérica superior (AMS), 



observando que no existen cambios en la arteria hepática tras la administración 

de dicho inhibidor, pero el flujo en la AMS disminuye como así también lo hace 

el flujo de la vena porta.(193) 

 

Es conocido que el flujo hepático durante la RN para la obtención de 

hígados de donantes a corazón parado se relaciona de forma directa con el flujo 

sanguíneo mantenido por la bomba de recirculación extracorpórea. De igual 

manera, el flujo de ésta última depende directamente del retorno venoso, por lo 

que una disminución de la llegada de sangre a la bomba de recirculación se 

acompañará de menor flujo de bomba y por lo tanto de un menor flujo 

hepático. La administración de L-NAME durante la RN, en un donante a 

corazón parado, exacerba aún más la vasoconstricción producida por la propia 

isquemia lo que producirá un menor retorno venoso y menor flujo de bomba. 

Mulder y colaboradores han demostrado que la administración de L-NAME se 

acompaña de un aumento de la resistencia del lecho vascular esplácnico con la 

consecuente disminución en el flujo portal.(195) Como posible explicación al 

comportamiento del flujo arterial se puede decir que la arteria hepática podría 

tener una menor concentración de guanilciclasa en las células musculares lisas y 

ser esta la causa de una menor repuesta ante sustancias vasoactivas.(193) 

 

En la evaluación del flujo hepático y el precondicionamiento isquémico 

existen resultados contradictorios. Por un lado, C. Peralta y colaboradores han 

realizado la medición del flujo hepático por medio de Doppler laser y no han 

encontrado diferencias significativas en el flujo hepático entre un grupo de ratas 

a las cuales se las sometió a un período de 90 minutos de isquemia seguidos por 

90 minutos de reperfusión  y otro grupo de similares características a las cuales 

se les realizó un período de precondicionamiento isquémico consistente en 10 

minutos de isquemia y 10 minutos de reperfusión antes de la isquemia-

reperfusión. Por otro lado, Zapletal y colaboradores trabajando que un modelo 

de isquemia-reperfusión parcial con precondicionamiento isquémico de 5 

minutos de isquemia y 10 de reperfusión observan por medio de microscopía 



intravital, que tras el precondicionamiento mejoran tanto la perfusión acinar 

como la perfusión sinusoidal, lo que indicaría que el precondicionamiento 

hepático mejoraría el flujo hepático, posiblemente debido al aumento del óxido 

nítrico.(139,140) 

 

En diferentes modelos experimentales se ha demostrado que la 

administración de L-NAME disminuye profundamente el flujo sanguíneo del 

hígado llevando a que se produzcan profundas alteraciones en la perfusión del 

órgano, caracterizadas por áreas de baja perfusión e inclusive algunas sin 

perfusión. Como responsable de estos cambios podemos nombrar al propio 

vasoespasmo producido por el L-NAME, el edema de células endoteliales, la 

contracción de los sinusoides hepáticos y la trombosis de los mismos 

producidos por la isquemia. A su vez, en estas zonas de bajo flujo se produce 

grandes cantidades de hidrógenos que lleva a empeorar la acidosis existente 

empeorando la situación general.(194) Este dato, si bien no ha sido cuantificado 

en este estudio lo hemos podido observar. Después de la reperfusión del injerto 

en el receptor, pudimos observar en los trasplantes realizados con hígados 

obtenidos de donantes donde se había utilizado L-NAME, que existieron varias 

zonas que presentaban una alteración importante en la reperfusión, cosa que no 

ha ocurrido en los grupos donde no se utilizó L-NAME, donde se produce una 

reperfusión homogénea del injerto. 

 

Podemos afirmar, en base a nuestros resultados, la importancia que 

tiene durante la realización de la recirculación normotérmica el óxido nítrico 

en la mantención del flujo sanguíneo hepático. 

 

Otra circunstancia que hemos observado durante el presente estudio, es 

la persistencia de la repuesta “buffer” en los hígados donde no se interfiere 

con la formación del NO con L-NAME. Este fenómeno ha sido estudiado en 

hígados trasplantados y se ha podido observar que dicha repuesta es 

mantenida.(196) En nuestro modelo experimental podemos ver que la repuesta 



buffer también se mantiene solo en los cerdos donde no se ha interferido con la 

formación del NO. Podemos observar dicha repuesta a los 30 minutos de la RN 

cuando el flujo portal comienza a disminuir y en ese momento se produce el 

aumento en el flujo arterial. Cuando hemos utilizado L-NAME durante la RN se 

observa que a partir de los 15 minutos comienza  a disminuir el flujo sanguíneo 

portal sin que se produzca la repuesta compensatoria correspondiente en el 

flujo arterial. 

 

Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado por Lautt y 

colaboradores. Según sus trabajos, aparentemente los cambios producidos en el 

flujo de la arteria hepática estarían relacionados con un mecanismo adenosina-

dependiente. El control del flujo arterial estaría dado por la concentración de 

adenosina presente en el flujo portal. Al existir un mayor flujo en la vena porta 

existiría un menor contacto de la adenosina con los receptores y no se 

produciría la vasodilatación, mientras que cuando existe una disminución en el 

flujo portal se acumula adenosina y así se produce la dilatación arterial.(192) 

 

 

 
 



Figura 23: Representación esquemática del sitio de regulación del flujo 

arterial. 

 

En resumen: Considerando los datos obtenidos de la medición de los 

flujos hepáticos durante la recirculación normotérmica, se puede sugerir que 

la inhibición de la  síntesis de oxido nítrico en el animal donante condiciona 

de manera importante el estado de la microcirculación de ese injerto, 

posiblemente a nivel del sinusoide hepático y este hecho, según nuestros 

resultados tendría influencia sobre la viabilidad del injerto.  

 

 



 

6. 3. Evaluación del metabolismo hepático del oxígeno 

 

Una de las mayores incógnitas que se plantea antes de comenzar con la 

RN, es que sucederá en hígado cuando se restablezca el aporte de oxígeno, 

cuanto oxígeno le llegará al hígado y si las células hepáticas serán capaces de 

extraer el oxígeno presente en la sangre.  

 

Hemos observado que en los cerdos donde se ha utilizado L-NAME 

para interferir con la formación del ON existe una marcada disminución de la 

llegada de oxígeno al hígado durante la RN, como así también observamos 

que el índice de extracción hepática de oxígeno es significativamente mayor. 

Esto se puede explicar de la siguiente manera: Al disminuir la síntesis del ON, 

predomina el efecto de diferentes sustancias que producen vasoconstricción. 

Esto conlleva que haya una menor irrigación de los tejidos, menor aporte de 

oxígeno y una mayor lesión de los mismos. Este hecho nos habla de por si de la 

importancia que tiene el oxido nítrico durante la RN en el mantenimiento de la 

microcirculación en todo el organismo y como la diminución de la síntesis de 

ON se acompaña de cambios relevantes en la oxigenación de los diferentes 

órganos y tejidos. 

 

Pero, ¿ es realmente útil el uso de los parámetros antes descritos en la 

evaluación de hígados obtenidos de donantes a corazón parado? Valero y 

colaboradores han demostrado que durante la RN  dependiendo del tiempo de 

parada cardíaca, se produce una disminución en la llegada de oxígeno al hígado 

y un aumento en el índice de extracción hepática de oxígeno. A su vez estos 

datos son mayores a medida  que el  tiempo de isquemia caliente supera los 30 

minutos. En el mismo trabajo puede demostrar que estas diferencias se hacen 

más evidentes si se compara los animales vivos y con los muertos al quinto día 

del trasplante. Además, este trabajo concluye que se puede llegar a utilizar 

dichos parámetros (llegada de oxígeno al hígado, índice de extracción hepática 



de oxígeno) como marcadores de viabilidad del injerto en donantes a corazón 

parado.(129) 

 

Resultados similares podemos ver en diferentes trabajos como por 

ejemplo los de Saetre y Ba, quienes trabajan con modelos experimentales de 

endotoxemia y shock hemorrágico y ven que durante estos procesos existe una 

clara disminución en la entrega del oxígeno al hígado, manteniéndose estable la 

extracción hepática de oxígeno pero con un aumento en el índice de extracción 

hepática de oxígeno cuando se bloque la síntesis del NO con inhibidores de la 

oxido nítrico sintasa.(194,197) 

 

En resumen: La modificación en la síntesis de ON se acompaña de una 

alteración importante en la oxigenación de los órganos y esto repercute de 

forma negativa en la función de los mismo. 

 



 

6. 4. Evaluación de los diferentes parámetros bioquímicos. 

 

Basados en la experiencia obtenida durante estos años en la evaluación 

de la lesión por isquemia reperfusión en trasplante hepático con donante a 

corazón parado, hemos evaluado como marcadores de lesión hepatocelular los 

valores de alaninoaminotransferasa (ALAT) y Alfa-glutation-transferasa (α-

GST), mientras que para la evaluación de la lesión sinusoidal hemos empleado 

los valores de ácido hialurónico (AH).(125,126) 

  

 No hemos observado ninguna diferencia en relación a la concentración 

de la ALAT a la hora de la reperfusión entre los diferentes grupos, 

posiblemente debido a que el pico máximo de esta enzima se presenta tras 

varias horas de producida la reperfusión por lo que el valor de esta enzima a la 

hora de la reperfusión es limitado. Durante el segundo día del trasplante 

hemos podido observar que a pesar de no existir un aumento significativo de en 

los valores de ALAT entre los diferentes grupos, el grupo de RN + L-NAME es 

el grupo que presenta un mayor daño hepático. Este hecho ha sido observado 

por diferentes autores, y relaciona a la inhibición de la oxido nítrico sintasa con 

mayor daño hepatocelular.(198) Así mismo, es posible observar que al quinto 

día, los valores de ALAT disminuyen aproximadamente hasta los valores 

basales, indicando este hecho de la posible recuperación del hígado del daño 

sufrido. 

 

 La α-GST, a demostrado, según diferentes autores, ser un marcador más 

precoz de la lesión por isquemia-reperfusión.(161-163,199) A la hora de la 

reperfusión hemos visto que en todos los grupos se produce un significativo 

aumento en relación al valor basal. En el grupo 3, donde se administró 

espermina NONOato antes de la parada cardíaca y no se realizó recirculación 

normotérmica la lesión hepatocelular a sido mayor en comparación con los 

otros tres grupos. Este hecho nos podría indicar que a pesar de modificar 



notablemente la sobrevida de los cerdos, sometidos a trasplante con órganos 

obtenidos de donantes a corazón parado, la administración exógena de ON no 

parece tener un efecto protector a nivel de la lesión hepatocitaria en forma 

inmediata y posiblemente su efecto beneficioso esté en relación a la protección 

que brinda a nivel del endotelio vascular.  

 

Por otro lado, posiblemente la administración exógena de ON no tenga 

los mismo efectos protectores a nivel hepatocitario que el óxido nítrico que se 

genera a partir de la RN. Recientemente, se ha demostrado en un modelo de 

isquemia reperfusión en ratas, que los mecanismos de protectores de estos dos 

tipos diferentes de ON no son los mismos.(187) 

  

Analizando los valores de ALAT, Peralta y colaboradores han observado 

en un modelo de isquemia reperfusión que el precondicionamiento isquémico 

disminuye los valores de ALAT a valores similares a los que presentan grupos 

controles. Durante este estudio han observado que la administración de L-

NAME suprime el beneficio del precondicionamiento isquémico, pero cuando 

se compara los valores de ALAT obtenidos en ese grupo con un grupo de 

isquemia reperfusión no existen diferencias significativas. Si extrapolamos estos 

resultados a los nuestros podemos ver que tras la isquemia reperfusión (en 

nuestro modelo sería tras la RN), el daño hepático presente, evaluado por 

medio de los valores séricos de ALAT es similar al que se presenta tras la 

realización de precondicionamiento y administración de L-NAME (en nuestro 

caso RN +L-NAME).(140) 

 

Quizás el dato de mayor relevancia que hemos obtenido con el presente 

trabajo, está en relación a la protección que confiere el óxido nítrico a nivel del 

endotelio sinusoidal hepático. Diferentes trabajos experimentales y clínicos han 

podido demostrar que el marcador más fiable de lesión de la célula endotelial a 

nivel del sinusoide hepático es la determinación del ácido hialurónico presente 

en sangre. Este normalmente es captado por las células endoteliales hepáticas y 



eliminado de la circulación. Su aumento en sangre se correlaciona con lesión de 

las células endoteliales.(164,165,167-170) 

 

El grupo donde se ha inhibido la formación de oxido nítrico con L-

NAME, durante la recirculación normotérmica es el grupo que presenta el 

mayor daño endotelial, reflejado por el aumento de ácido hialurónico, 

mientras que el grupo en el cual no hemos realizado recirculación 

normotérmica pero administramos un donante del óxido nítrico (espermina 

NONOato) es el que presenta una menor lesión del endotelio sinusoidal. Esto 

pone en evidencia que el óxido nítrico está en íntima relación con la protección 

del endotelio sinusoidal y que no se correlaciona o lo hace en menor medida, 

con el daño hepatocitario producido durante la isquemia-reperfusión.  

 

Recientemente, C. Peralta ha publicado un trabajo experimental en ratas 

en un modelo de isquemia-reperfusión, donde demuestra que la interferencia 

en la producción del oxido nítrico se acompaña de una mayor lesión por 

isquemia reperfusión y mayor lesión endotelial, reflejada ésta por el aumento 

del ácido hialurónico en la circulación, mientras que la administración exógena 

de oxido nítrico o la administración de L-arginina se acompaña de una menor 

lesión endotelial.(187) 

 

Datos similares a los nuestros ha encontrado Shimamura T. y 

colaboradores en un modelo de isquemia reperfusión hepático en perros. 

Trabajando con un período de isquemia caliente prolongado (60 minutos) ha 

podido demostrar que el tratamiento previo y posterior a la isquemia con L-

arginina (precursor en la síntesis del ON) y con FK409 (donante de ON) mejora 

notablemente la supervivencia de los animales como así también lo hacen los 

test de funcionamiento hepático. Hasta la fecha es el único trabajo encontrado 

donde se relaciona directamente a la lesión de las células endoteliales con la 

síntesis del oxido nítrico.(188) 

 



En nuestro modelo, ha sido de vital importancia la determinación de 

ácido hialurónico como marcador de lesión endotelial. Actualmente, no se 

dispone en la literatura consultada de datos en relación al precondicionamiento 

isquémico y la protección de la célula endotelial, ya que nos llama la atención el 

hecho que los trabajos publicados no utilizan la determinación del ácido 

hialurónico como marcador de lesión hepático. 

 

En resumen: El oxido nítrico se encuentra relacionado en mayor 

medida con la protección de la célula endotelial y en menor manera protege a 

los hepatocitos de lesión por isquemia reperfusión. 

  



 

6. 5. Determinación de nitritos y nitratos. 

 

El oxido nítrico permanece menos de un segundo en la sangre y algunos 

segundos en los tejidos ya que al unirse al oxígeno molecular se transforma en 

nitrito. A su vez éste último es convertido en nitrato y es eliminado 

posteriormente por la  orina. Con la intención de observar si existe una 

variación en los niveles de ON en sangre, hemos realizado en diferentes etapas 

del procedimiento, la cuantificación de nitritos y nitratos que son una manera 

útil de medir indirectamente la cantidad de ON que ha existido. La medición se 

ha realizado en suero de sangre periférica.  

 

En nuestro análisis no hemos sido capaces de encontrar diferencias 

significativas entre los diferentes grupos. Lo que si podemos decir es que 

cuando se administra espermina NONOato antes de la parada cardíaca, los 

niveles alcanzados tras los 20 minutos de la isquemia caliente son superiores 

de los que presentaron el restos de los grupos, este hecho puede ser uno de los 

responsables de supervivencia que presentan los cerdos de espermina 

NONOato a los cuales no se les ha realizado RN.  

 

La demostración de un aumento en los niveles de nitritos y nitratos es 

relativa, ya que el método empleado en esta tesis, para la determinación de 

nitritos y nitratos cuantifica la totalidad de dichos elementos en la sangre, por lo 

tanto, no diferencia entre el oxido nítrico enzimático del no enzimático, es decir 

el que se forma a partir de la oxido nítrico sintasa y el que se forma a partir de 

nitritos o ácido ascórbico por ejemplo. Otra posible causa de no haber hallado 

grandes diferencias en la concentración de nitritos y nitrados es el momento de 

la RN en el que hemos realizado las mediciones. Quizás, el hecho de medir solo 

a los 30 minutos de la RN los niveles de nitritos y nitratos, no esté reflejando 

verdaderamente la concentración de éstos durante todo el tiempo de la 

RN.(200)  



 

Sin embargo existen diferentes trabajos en la literatura consultada que 

han encontrado diferencias significativas en la concentración de nitritos y 

nitratos tras diferentes periodos de isquemia reperfusión en ratas. Por ejemplo, 

Shiraishi, observa que tras  la administración intraportal de L-arginina existe un 

aumento de nitritos y nitratos entre los 5 y 15 minutos de la reperfusión, 

mientras que estas diferencias desaparecen a partir de los 20 minutos de la 

reperfusión. En este trabajo no se hace referencia que sucede tras la 

administración sistémica de  la L-arginina, situación que sería semejante a la 

realización de la RN, ya que en nuestro modelo estamos realizando la 

recirculación de todo el organismo.(155) Tanaka y colaboradores, en un modelo 

de isquemia reperfusión pancreática en ratas, ha podido demostrar diferencias 

significativas en los niveles de nitritos y nitratos tanto en sangre portal como a 

nivel sistémico tras la utilización de L-NAME.(201). Sin embargo Ohmori y 

colaboradores en un modelo de isquemia-reperfusión en ratas han observado 

que tras la administración de FK 409 (donante de ON) existe un aumento en 

sangre de nitritos y nitratos, pero cuando administran L-arginina no hay un 

aumento significativo de estos metabolitos en sangre. Estos resultados se 

asemejan un poco a los nuestros, donde administrando un donante de ON, ya 

sea FK 409 (Tanaka) o esperminana NONOato (esta tesis), existe un aumento de 

nitritos y nitratos en sangre.(202)En contraposición a nuestros resultados, 

Kokem y colaboradores, en un modelo de isquemia reperfusión total, en ratas 

ha observado que tras la administración de L-NAME existe una disminución en 

los niveles de nitratos en suero y esta disminución de correlaciona con mayor 

daño hepático reflejado por los valores de AST y LDH.(185) En nuestro trabajo, 

si bien no alcanzaron significancia estadística, los valores de nitritos y nitratos 

han sido menores cuando hemos empleado L-NAME durante la RN. 

 



 

6. 6. Evaluación de la carga energética 

  

 Desde hace mucho tiempo existen claras evidencia que el estado 

energético del órgano a trasplantar es muy importante. Varios estudios han 

demostrado la correlación que existe entre la viabilidad del injerto y la carga 

energética o la concentración de nucleótidos de adenina presentes en el tejido 

hepático. (203,204) En este aspecto existen diferentes trabajos experimentales 

donde trabajando con diferentes sustancias farmacológicas se pueden llegan a 

producir mejorías en la carga energéticas de hígados obtenidos de donantes a 

corazón parado.(205,206) 

 

 Basado en estos conceptos, Gonzalez y colaboradores han evaluado en 

biopsias hepáticas obtenidas de donantes a corazón parado, si existe correlación 

entre los niveles de los nucleótidos de adenina y la viabilidad del injerto. En ese 

estudio, se pudo demostrar que a medida que aumenta el tiempo de isquemia 

caliente disminuye de manera significativa la concentración de ATP, ADP y 

AMP en las biopsias de tejido hepático. Así mismo también se puede ver que la 

RN restaura los valores de carga energética a partir del aumento de los niveles 

de ADP. Por su parte J. Arias-Diaz ha evaluado la carga energética en donantes 

a corazón parado y sugiere que tras determinado tiempo de recirculación 

normotérmica se puede mejorar la carga energética tanto en hígados como en 

riñones.(207,208) 

 

 M. Net ha demostrado en un modelo de donantes a corazón parado con 

isquemia caliente de 40 minutos, que el tratamiento farmacológico con S-

Adenosil-Metionina (SAME) puede aumentar la carga energética de los hígados 

tras la realización de la recirculación normotérmica. En este trabajo, también ha 

evaluado durante la RN el efecto de la L-arginina, un precursor de la síntesis 

del óxido nítrico, y se ha visto que la carga energética de esos hígados no 

aumenta significativamente.(209) 



 

En este trabajo no hemos observado ninguna diferencia significativa en el 

cambio del estado energético cuando se ha bloqueado la síntesis del óxido 

nítrico y cuando no se lo ha hecho. Como era lógico de esperar, el grupo donde 

se administró adenosina previa a la parada cardíaca no ha presentado una 

disminución en la carga energética tras los 20 minutos de parada cardíaca. Por 

otro lado, no hemos encontrado en la literatura ningún trabajo que haya podido 

modificar la carga energética de hígados por medio de cambios en la síntesis del 

óxido nítrico. 

  

Una de las explicaciones ante este hecho podría ser que el tiempo de 

isquemia no ha sido suficientemente prolongado como para poder llegar a 

notar diferencias significativas entre los grupos. Es sabido que a medida que 

aumenta el tiempo de parada cardíaca se comienzan a degradar el ATP 

intracelular, como mecanismo compensatorio para mantener la homeostasis 

celular. Dependiendo del tiempo de duración de la isquemia caliente se 

comienza a acumular hipoxantina y xantina que están relacionadas con la 

perdida de viabilidad del injerto. La xantina produce sus efectos deletéreos 

durante la reperfusión por medio de la generación de radicales libres de 

oxígeno a través de la activación de la enzima xantina oxidasa.(70,210) Por otro 

lado y lo más importante de todo, creemos que el óxido nítrico no está 

relacionado con la producción de cambios a nivel energético ya que su acción es 

principalmente la mantención del buen estado de la microcirculación. 

  



 

6. 7. Evaluación histológica 

 
 
 En el presente estudio hemos realizado la valoración histológica del 

hígado trasplantado solamente en los animales que sobrevivieron al quinto día 

ya que nuestro objetivo fue observar que manera los cambios en la 

concentración del ON en el donante de órganos pueden condicionar la 

viabilidad del injerto. Los parámetros analizados han demostrado en otros 

trabajos experimentales ser buenos indicadores del proceso de lesión por 

isquemia reperfusión. 

 

El grado de infiltración  sinusoidal por polimorfonucleares fue mayor en 

los grupos de estudio donde no se realizó la inhibición del ON. Así mismo 

debemos saber que los animales que son considerados para este análisis en el 

grupo de L-NAME son solamente los que han sobrevivido y que lógicamente 

deberían presentar un injerto con buenas características.  

 

En cambio el grupo que ha presentado mayor presencia de colangitis 

isquémica ha sido el que recibió adenosina + L-NAME donde el 100 % de los 

animales supervivientes al quinto día del trasplante presentaron colangitis 

isquémica. Este parámetro analizado es de suma importancia, ya que la lesión 

que se produce en la vía biliar puede llegar a comprometer la viabilidad del 

injerto. En los restantes grupos no existieron diferencias, haciendo mención que 

en el grupo tratado con espermina NONOato ningún cerdo de los 9 

supervivientes han presentado colangitis isquémica, mientras que en el grupo 

de RN y el de RN y L-NAME un 20 % de los cerdos supervivientes presentaron 

dicho parámetro.  

 

 Así mismo otros marcadores característicos de lesión hepática por 

isquemia reperfusión lo son el grado de desestructuración hepatocitaria y la 

necrosis centrolobulillar que también fueron analizados. No se encontraron 



diferencias significativas entre los diferentes grupos, excepto que ambos 

parámetros estuvieron presentes en mayor proporción en los hígados de 

receptores de injertos donde se administro espermina NONOato en el donante. 

Posiblemente este hecho esté en relación con la falta de realización de RN. 

      

El área media de necrosis fue del 6 % aproximadamente en los grupos 

donde se realizó RN y el los animales donde se administró adenosina. El grupo 

de esperminanonato ha presentado un porcentaje de área media de necrosis 

superior al 15%. Esto quizás demuestra que si bien el ON mejora notablemente 

la supervivencia de los animales trasplantados con donantes a corazón parado 

en los cuales no se ha realizado RN, desde el punto de vista histológico el 

hígado presenta lesiones que pueden llegar a comprometer la viabilidad del 

injerto a largo plazo. 

   

Con anterioridad a este trabajo se pudo demostrar que los parámetros 

evaluados anteriormente presentan cambios importantes cuando el tiempo de 

parada cardíaca se extiende mas allá de los 30 minutos y el uso de L-arginina, 

como precursor de la síntesis del oxido nítrico puede mejorar la viabilidad de 

los órganos.(131) Diferentes autores también han demostrado que la 

administración de L-arginina tras períodos prolongados de isquemia caliente 

(mas de 60 minutos), produce un beneficio en los hígados que se puede evaluar 

por medio de la mejoría histológica en las biopsias realizadas.(132,198) 

 

Resumen: Analizando en conjunto todos los datos obtenidos por la 

microscopía óptica es muy difícil llegar a una conclusión en relación a la 

importancia del ON durante la obtención de hígados de donantes a corazón 

parado y utilización de recirculación normotérmica. Posiblemente el corto 

tiempo de isquemia caliente sea el responsable que los cambios no sean tan 

evidentes y que el número de animales supervivientes en algunos grupos no 

permita valorar fehacientemente las diferencias existente entre ellos.  
 



 

6. 8. Importancia de los resultados y aplicabilidad clínica 

 

 Realizando un análisis global de todos los resultados obtenidos podemos 

decir que durante la realización de la RN, el óxido nítrico cumple un papel 

importante en la manutención del estado de la microcirculación hepática y que 

la interferencia en su producción lleva a que exista una disminución en el 

aporte de oxígeno al hígado, hecho que inevitablemente llevará a daño tisular. 

Este hecho lo hemos visto claramente en los cambios que se producen en el flujo 

hepático y el cambio que produce en el metabolismo hepático del oxígeno. En 

relación con el daño que existe a nivel de la microcirculación hepática, desde el 

punto de vista bioquímico se ha podido ver que las células que mayor daño han 

presentado son las células endoteliales.  Por otro lado a pesar que los 

hepatocitos sufren de igual manera durante todo este proceso, cuando se utiliza 

L-NAME el daño hepatocelular producido es importante y la recuperación al 

quinto día no es total. 

 

 Conociendo la importancia del ON durante la obtención de hígados de 

donantes a corazón parado, se podría plantear la posibilidad del uso clínico 

durante la recirculación normotérmica de diferentes sustancias capaces de 

aumentar la síntesis de ON y poder así mejorar la viabilidad de los órganos. 

  

   

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES



 

7. CONCLUSIONES 

 

Durante la obtención del injerto de donantes a corazón parado, la 

recirculación normotérmica actúa de forma beneficiosa: 

 

1-  A través de la activación de la adenosina que determina un aumento 

de ON. 

 

2-  Este aumento del ON, produce un efecto protector del lecho 

microvascular. 

 

3-  Que se traduce en una menor lesión tanto a nivel endotelial y como 

hepatocelular. 

 

El mecanismo de acción, es más complejo de lo que conocemos, puesto 

que la aportación exógena de oxido nítrico no se traduce en el efecto protector 

de la RN. 
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