Universitat
de Barcelona

Influencia del precondicionamiento isquémico y
anestesico en lalesidn por isquemia reperfusion
durante la cirugia de reseccidon hepatica realizada
con oclusién vascular intermitente

Aurora Rodriguez Campos

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les segiients condicions d'Us: La difusié
d’'aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacié i docencia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicié
des d'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alié a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacié de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




U,

UNIVERSITAT DE BARCELONA

B,

INFLUENCIA DEL PRECONDICIONAMIENTO
ISQUEMICO Y ANESTESICO EN LA LESION POR
ISQUEMIA REPERFUSION DURANTE LA CIRUGIA DE
RESECCION HEPATICA REALIZADA CON OCLUSION

VASCULAR INTERMITENTE

Memoria presentada para optar al Grado de Doctor en Medicina por:

AURORA RODRIGUEZ CAMPOS

Directora: Prof. Carmen Gomar Sancho

Departament de Cirurgia i Especialitats Quirurgiques

Linea de investigacion: Fisiopatologia de les malaties medicoquirurgiques
Facultad de Medicina

Universitat de Barcelona

Barcelona, 2015












[wfuind  UNIVERSITAT DE BARCELONA

©

Dept. Cirurgia i Especialitats Quirurgiques
Casanova, 143

08036 Barcelona

Tf. 934039684

Facultat de Medicina

La Profesora Carmen Gémar Sancho hace constar que el trabajo “ Influencia del
precondicionamiento isquémico y anestésico en la lesion por isquemia
reperfusion durante la cirugia de reseccion hepatica realizada con oclusion
vascular intermitente” ha sido realizado bajo mi direccion por la doctoranda Aurora
Rodriguez Campos para optar al Grado de Doctor. El contenido del estudio ha sido
objeto de una publicacién que cumple la normativa vigente de la Facultad de Medicina

de la Universitat de Barcelona.

Barcelona, 25 de Mayo 2015

Fdo.
Carmen Gomar Sancho

Directora de la Tesis






A Marcel, Josep y Marina

“Aunque no logres alcanzar tu objetivo, puedes sentirte bien con el simple hecho de
haber realizado el esfuerzo.....”

Dalai Lama






AGRADECIMIENTOS






Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento:

A la Dra. Pilar Taura, por su estimulo, paciencia y colaboracién durante estos diez
afios de mi vida, guiando los pasos de la investigacion, solucionando los problemas
que acontecian y compartiendo toda su experiencia tanto clinica, cientifica como
personal para que se pudiera llevar a cabo este trabajo. Sin su ayuda esta tesis no
hubiera sido posible.

A la Dra. Carmen Gomar, por su constante animo y apoyo. Con el espiritu critico de
sus ensefianzas he aprendido que en un trabajo de investigacion no obtener los
resultados esperados no es lo mas importante, lo esencial es haber aprendido a
investigar.

A la Dra. Maribel Garcia, por su amistad, por impulsarme a iniciar un estudio de
investigacion para obtener el grado de Doctor y por estar siempre dispuesta, con su
gran capacidad de trabajo, a colaborar en lo que he necesitado durante todo este
periodo.

Al Dr. Esteve Cugat, por su estimulo y su apoyo incondicional durante todos estos
afios, por ayudarme a creer en mi misma y compartir la cirugia de todos los pacientes
de esta Tesis.

A los diferentes integrantes en los afos del estudio del equipo de cirugia hepatobiliar
del Hospital Universitari Mutua de Terrassa, en especial a los Drs. Maribel Garcia, Eric
Herrero y Judith Camps por esperar pacientemente una hora después de la reseccion
para poder obtener las muestras necesarias para el estudio y colaborar en la recogida
de datos e iconografia para esta Tesis.

Al Dr. Sergi Sabatés, por su amistad, gran paciencia e inestimable ayuda con el
analisis estadistico.

Al Servicio de Anatomia Patolégica y de Laboratorio del Hospital Universitari Mutua
de Terrassa por permitirme guardar las muestras en sus neveras durante tantos afios
y en especial al personal técnico, por procesar de forma altruista todas las muestras
para su posterior analisis.

A la Dra. Pilar Forcada, por realizar el estudio anatomopatolégico de todos los
pacientes del estudio siempre con una sonrisa y sin desfallecer a pesar de las
dificultades de la vida.

A los equipos de enfermeria de los quiréfanos, reanimacién, semicriticos y planta 8 del
Hospital Universitari Mutua de Terrassa, por su paciencia, colaboracion y ayuda.

A la Fundacio per la Docéncia i Recerca Mutua de Terrasa, por la concesién de una

beca de investigacidn que me permitié la realizacién de esta tesis doctoral.



Al Dr. Manuel Morales y al Centro Esther Koplowitz de Barcelona, por permitirme la
utilizacion de sus instalaciones para la realizacion de las determinaciones de la iNOS.
Y a Albert Garcia, por efectuar las multiples determinaciones en un tiempo record.

A los diferentes residentes del Servicio de Anestesiologia y Reanimacién del Hospital
Universitari Matua de Terrassa que durante su rotacion por el quiréfano de cirugia me
han ayudado en la realizacion de este trabajo.

A mi hija Marina, por ayudarme con mucho carifio en la introduccion de los pacientes
en la base de datos y en la revision final de la bibliografia.

A Marcel, por estar siempre a mi lado, animandome con su carifio e infinita paciencia
durante los momentos de desesperaciéon y por su colaboracién en la edicién final de
esta tesis.

En especial a mis padres, por impulsarme a estudiar medicina, por su carifio, apoyo e

incondicional confianza.



INDICE DE CONTENIDOS






1. RESUMEN......oo s 19

2. INTRODUCCION.......cucurururtriecessesesesee s ssssese s s st s st ss s s snsnen 27
2.1. CIRUGIA HEPATICA DE RESECCION TUMORAL .......ceovivieeeeeeeeeeeeeee e, 29
2.1.1. INAICACIONES .........coooiiiie e 29
2.1.1.1. Tumores hepaticos primarios malignos ..............cccccoiiiiiiiiiineaneeennn, 29
2.1.1.2. TUMOres MetaStaSICOS. ........ccoeeeiiieiii e 29

D22 W 2 B -1 g o= o0 o] 1 =T o1 €= | SR 30
2.1.1.2.2. Tumores NeUuroeNdOCHINOS .......cccuuuuuiiieeeeeeeieiiiiae e e e e eeeeiia e 30
2.1.1.2.3. Metastasis no colorrectales, no neuroendocrinas ........................ 30

2.1.2. Anatomia quirdrgica y vascularizacién hepatica ................................. 31
2.1.2.1. Anatomia QUIFUIGICA ............ccueeeeeeeee e 31
2.1.2.2. Vascularizacion REPALICA ...............cceiiieiiiiiiiiiaiee e, 31
2.1.3. Técnicas de oclusion y control vascular..................ccccccccccccoovviunnnnnnnnn. 32
2.1.3.1. Oclusién del pediculo hepatico (maniobra de Pringle) ........................ 32
2.1.3.2. Oclusion RemiNEPALICA ................uuuuuuuiuuiiiiiieiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 33
2.1.3.3. Exclusion vascular total .................cccooiiiiiiiiiiiii e 33

2.1.3. Otras estrategias para minimizar la hemorragia: control de la presiéon
VENOSA CONLIAL..................ooiiiieiieie e 34

2.1.4.Complicaciones en cirugia hepadtica: insuficiencia hepatica

JoToX=] (o o 1T - 1 (o T o - RSP 35
2.2. LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA Y RELEVANCIA
(o] I8 11N [0 OO 37

2.2.1. FiSiopatOolOgia .................coouiiiiiiiiiiiiiiii e 38

2.2.1.1. Lesion en el periodo de iSQUema@...............c.ueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiaee e, 38
2.2.1.2. Lesion en el periodo de reperfusion ................eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennn. 39
2.2.1.2.1. Fase inicial 0 aQUda ..........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiee et 39
2.1.2.2.2. Fase tardia 0 SUDAQUAA ..........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
2.2.1.3. Bases moleculares y mecanismos celulares...............ccccccueeeeeeeeennennn. 40
2.2.1.3.1 OXidO NIFCO ... .eeeeeeee ettt 42
2.2.1.4. Muerte celular en la isquemia-reperfusion hepatica............................ 42
It B L= Tor 01 L ST 43
2.2.1.4.2. APOPLOSIS ...uuieeeie e 43
2.2.1.4.3. NECroapOPLOSIS ....ceeeieueniii e et 43

2.3. PRECONDICIONAMIENTO .....uuuiiiuiiiniiiiiiiuiineeeieeeeeeeseeeeeeeeeeseseseeseeseeeeeeeeeeeeeeeees 44
2.3.1. Generalidades ......................uuuuuuuimuuiiiiieiiieiieeeeieeeeee e e aees 44

2.3.2. MecaniSmos MOICCUIAIES .................ooeeeeeeeee s 46



2.3.3. Precondicionamiento isquémico hepatico y relevancia clinica........... 48

2.3.3.1. Bases moleculares y mecanismos de proteccion..................cccccccoe.... 48
2.3.3.1.1. Adenosina y OXidO NItrCO........ueuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
2.3.3.2. Relevancia clinica en cirugia hepatica .................ccccceeiiiiiiiiiniinennnn, 49
2.3.4. Precondicionamiento anestésico..................ccccceeeveeeiiiiiiiiiiiiiiieiieiieenaen, 50
2.3.4.1. Bases moleculares y mecanismos de proteccion................c.ccccccceeee.. 50

2.3.4.2.Precondicionamiento anestésico con anestésicos halogenados y

CirUGIA NEPALICA .......coiee e e e 51

2.4. JUSTIFICACION PARA LA REALIZACION DE ESTATESIS .....ccoveveveennee. 52
3. HIPOTESIS ...ttt sttt 55
4. OBUETIVOS ......coeeiiiiiiicccneerree s sssssssnnnse e s sssssssssssnn s e s e s sssssssnsssssssssssssssnnnsnesssssssnssnnnes 59
5. PACIENTES Y METODOS ......cococeuiuctiueireeissssesssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssesssssnees 64
5.1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION .......coooviiiiieeeeeeeeeeee e 65
5.2. PROTOCOLO DE ESTUDIO ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 65
5.2.1. TCNICA QNESLESICA .............evveeeiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e eeeeees 65
5.2.2. TéCNiCa QUIrUIGICA.................ccoiiuiiiiiiiii e 66

5.3. ALEATORIZACION Y GRUPOS DE ESTUDIO .....covoiiieeeeeeceeeeeeee e 68
5.4 DETERMINACIONES, METODOLOGIA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
.................................................................................................................................. 69
5.4.1. Caracteristicas demograéficas, clinicas y bioquimicas ......................... 69
5.4.2. Datos intraoperatorios .................coouuuuiiiiiiiiiii e 70
5.4.3. Determinaciones analiticas y biopsias.....................cccocccciiiiiiiininnnnen. 71
5.4.3.1. Marcadores de funcion REPALICa. ...............uueueuueeeeeeeeeeiieiiieeiieeeeeeeeeeeen 72
5.4.3.2. Acido Rialuronico SEFiCO .............c..c.ccoceeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeee e, 72
5.4.3.3. Determinacion enzimatica de Caspasa 3. ...........eeeeeeeeeeeeeeeiieeieeeeeenenn. 72
5.4.3.4. Forma inducible de la enzima oxido nitrico sintetasa.......................... 73

5.4.4. Evolucion postoperatoria ..................cccuuueueueeeemeiiiiieiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeens 73

5.5. RECOGIDA DE DATOS ..ottt e e e e e e e e e e e e anes 74
5.6. TAMANO MUESTRAL .....cueiieieeeeeee ettt e et ee e 74
5.7. ANALISIS ESTADISTICO ..ot 75
5.8. EFECTOS DE LA DURACION DEL ESTUDIO ......ooovoiiieeeeeeeeeeeee e 75
6. RESULTADOS.......co i ccceerrreerssssssssssees e s s s ssssssssnsr e e e s e s s s s s s sssnnnsessssssssssnnnnnsessssssnssnnnnes 77
6.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES .....ooviiiiieeeeeeeee e 79
6.2. DATOS INTRAOPERATORIOS ......otiiiiiiiieeeeieee et e e 81
6.3.1. Hemodinamia y complicaciones intraoperatorias................................. 81
6.3.1.1. Presion arterial media. ..............coouuiiiiiiiiiiiieieee e 82

6.3.1.2. Frecuencia CardiQla ............uuue e 82



6.3.1.3. Presion venosSa CENLral.............ooooueeeiiiiie e e et 83

6.3.1.4. INdiCE CArdIACO. ..........c.oceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 84
6.3.1.5. indice de resistencias vasculares SiStémicas ..................cccc.cceecevnne.. 84
6.3.1.6. Complicaciones intraoperatorias ...............uueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeneeens 85

6.4 FUNCION HEPATICA POSTOPERATORIA ........oooeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 85
6.4.1. Lesion hepatocelular........................cccccccooiiiiiiiiiiii 85
6.4.7.1. TranSa@mINGSAS ........couuuuui it e et e e e e e e eeeeees 85
6.4.1.2. Bilirrubina y tiempo de protrombina ..............cccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeas 86
6.4.2. Lesion del sinusoide endotelial. Acido hialurénico. ............................. 87

6.4.3.Correlaciones entre los diferentes parametros bioquimicos,

caracteristicas demograficas de los pacientes y variables quirdrgicas. ...... 88
6.4.4. Lesion NiStOIOGiCa ................cc..uueeiiiiiiiiiiiiiiei e 88
6.4.5. Actividad de caspasa 3 ..............oooooiiiiiiii i 90
6.4.6. Forma inducible de la enzima 6xido nitrico sintetasa .......................... 90

6.5. EVOLUCION CLINICA POSTOPERATORIA ........cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae, 91
6.5.1. Complicaciones postoperatorias....................cccccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 91

6.6. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA ACTUARIAL ANUAL .........coooveeeieeeeenee. 94
6.7. HEPATECTOMIA MAYOR Y MENOR ......oooiiiiiiieeeeee oo 94
F8 21T o1 1= Lo TPV 105
8. CONCLUSIONES.........ooiiiiriieir s mn e s 129
9. BIBLIOGRAFIA ..ottt e sssse s se s ssssesssss s sss e s ssssssensssssssssssssssanns 133
O 1 = 151
10.1. PUBLICACION ...t 153

10.2. ABREVIATURAS .o e 165






1. RESUMEN 19

1. RESUMEN



20

1. RESUMEN



1. RESUMEN 21

Antecedentes

La resecciéon hepatica se considera la primera opcion terapéutica en el
tratamiento de las neoplasias primarias y secundarias de higado. La hemorragia es el
principal riesgo de la cirugia y esta relacionada con las complicaciones postoperatorias
y la supervivencia a largo plazo. El clampaje del hilio hepéatico (maniobra de Pringle)
disminuye las pérdidas sanguineas durante la transeccion hepatica. Sin embargo, la
secuencia isquemia-reperfusion (IR) se asocia a lesién celular que puede comportar
diferentes grados de disfuncion hepatica y aumento de la morbimortalidad
postoperatoria. Se han utilizado diferentes estrategias para modular la lesidon hepatica
por IR: (i) el precondicionamiento isquémico (IPC) considerado como un fenédmeno
adaptativo enddgeno en el cual la exposicion de los tejidos a periodos breves de
isquemia transitoria seguido de sus respectivos periodos de reperfusion, protege a los
mismos frente a un periodo de isquemia prolongado posterior y (ii) la isquemia
intermitente (INT) que consiste en aplicar varios periodos cortos de isquemia
seguidos de sus periodos de reperfusién. EI IPC e INT atenuan la lesion por IR a
través de mecanismos similares y complejos modificando ciertas reacciones claves en
la cascada de dicha lesién, especialmente en la generacion del 6xido nitrico (NO). El
precondicionamiento anestésico (APC) inducido por anestésicos halogenados se
propuso inicialmente como modulador de la lesion por IR en el miocito. Es interesante
destacar que el APC y IPC comparten muchas de las vias de sefializacién intracelular
en el mecanismo de proteccion frente a la lesién por IR. Aunque algunos estudios
demuestran el efecto protector del IPC y APC en hepatectomias realizadas con
oclusién vascular continua, permanece en controversia la influencia del IPC o el APC
frente a la lesidon por IR en resecciones hepaticas realizadas con oclusion vascular

intermitente.

Objetivos

El objetivo principal de este estudio fue determinar si el IPC o APC podian
potenciar la citoproteccién hepatica contra la lesién por IR en pacientes a los que se
les realizaba una reseccion hepatica con oclusion vascular intermitente. El objetivo

secundario fue evaluar el impacto del IPC y APC en la evolucién postoperatoria.

Metodologia

Un total de 106 pacientes sin hepatopatia previa intervenidos de forma electiva
de reseccién hepatica con maniobra de Pringle intermitente (ciclos de 15 minutos de
oclusion del hilio hepatico seguidos de un periodo de 5 minutos sin clampaje ) fueron

incluidos en este estudio prospectivo y randomizado. Los pacientes se aleatorizaron
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en tres grupos: (i) Grupo IPC, en el que los pacientes recibieron un pretratamiento que
consistia en clampaje del hilio hepatico de 10 minutos seguido de un periodo de 10
minutos sin clampaje, previo al clampaje intermitente; (ii) Grupo APC, en el cual se
administraba sevoflorane a una concentracién alveolar minima de 1,5 durante 20
minutos previo al clampaje intermitente y (iii) Grupo INT, sin precondicionamiento
isquémico ni anestésico previo al clampaje intermitente. Se estratificé también la
cohorte de estudio segun la extensidon de la cirugia, hepatectomia mayor (=3
segmentos) y hepatectomia menor (<3 segmentos), para evaluar si podia influir en los
resultados del precondicionamiento.

El efecto de proteccion frente a la IR fue evaluado comparando marcadores de
disfuncion hepatocitaria y endotelial, lesidon histoldgica, actividad de caspasa 3 vy
evolucion postoperatoria. Adicionalmente determinamos la expresién de la forma
inducible de la enzima 6xido nitrico sintetasa (iINOS) para valorar su implicacion en el

mecanismo molecular del precondicionamiento.

Resultados

No encontramos diferencias en las caracteristicas demogréficas, clinicas ni
datos de laboratorio entre los grupos. La etiologia mas frecuente del cancer hepatico
fueron las metastasis de cancer colorrectal (80% de los pacientes). La hemodinamia
intraoperatoria fue similar en los tres grupos del estudio. El diagnéstico, tipo de
reseccion, tiempo total de isquemia, numero de clampajes, tiempo quirurgico y pérdida
sanguinea no mostraron diferencias entre los grupos. La cinética de las
transaminasas, bilirrubina y tiempo de protrombina (INR) durante los 7 dias del
postoperatorio fue similar en todos los grupos. Una hora postreseccion los niveles
séricos de acido hialurénico (HA) se incrementaron significativamente (p<0,001) en
todos los grupos pero sin diferencias entre ellos (p=0,514). La apoptosis de las células
hepaticas se valoré indirectamente a través de la expresion de caspasa 3 una hora
postresecciéon. No encontramos diferencias en el indice apoptoico entre los grupos de
estudio. El analisis de la lesiéon histologica una hora postreseccibn no mostro
diferencias entre grupos. En los tres grupos, la expresioén tisular de la iNOS no mostré
ningun cambio respecto a los valores basales. La severidad y frecuencia de
complicaciones, transferencia a la unidad de cuidados intensivos y estancia
hospitalaria fue similar entre los tres grupos. No encontramos diferencias en la
supervivencia actuarial al ano estratificando por grupos de estudio. Cuando
estratificamos los grupos de estudio por tipo de hepatectomia (mayor/menor) no

encontramos diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los parametros
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evaluados (marcadores de funcién hepatica, HA, lesion histologica, indice apoptoico,

iINOS y evolucién postoperatoria).

Conclusiones

Nuestros resultados sugieren que la aplicacion de IPC o APC no ofrece
proteccion contra la lesidon por IR en las resecciones hepaticas realizadas con oclusion
vascular intermitente del hilio hepatico independientemente de la extension de la

reseccion.

Palabras clave: reseccidn hepatica; lesidn hepatica por isquemia-reperfusion;
precondicionamiento isquémico; precondicionamiento anestésico; maniobra de Pringle

intermitente.
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SUMMARY

Background

Hepatic resection is considered the first-line therapeutic option in the treatment
for primary and secondary liver malignancies. The main risk of the surgery is
hemorrhage influencing postoperative complication rates and long-term survival. Portal
triad clamping ( Pringle maneuver) reduces intraoperative blood loss during hepatic
transection. However, the sequence of hepatic ischemia and reperfusion (IR) has been
associated with liver injury leading to postoperative liver dysfunction and increased
morbidity and mortality. Many efforts have been made to modulate IR injury: (i)
ischemic preconditioning (IPC), which is an endogenous adaptive phenomenon
wherein exposure of tissues to a brief period of ischemia followed by a brief period of
reperfusion may protect them from subsequent prolonged ischemia insult; and (ii)
intermittent ischemia (INT), conducted with several short periods of ischemia, each
followed by reperfusion. Both INT and IPC have been found to attenuate IR injury
through a similar and complex mechanism by modifying certain key reactions of the IR
cascade, mainly involving nitric oxide generation. Anesthetic preconditioning (APC)
induced by halogenated anesthetics was initially proposed as a modulator of IR injury
in the myocyte. Interestingly, ischemic and anesthetic preconditioning share many
common intracellular signaling pathways. Although many studies have reported a
protective effect of IPC and APC in hepatectomies performed under continuos inflow
occlusion, it remains controversial the influence of ischemic or anesthetic
preconditioning against IR in liver resections performed under intermittent inflow

occlusion.

Objectives

The main objective of this trial was to determine whether IPC or APC enhance
hepatic cytoprotection against IR in patients undergoing liver resection under
intermittent inflow occlusion alone. The second objective was to assess the impact of

IPC and APC on postoperative clinical outcome.

Methodology

A total of 106 patients without underlying liver disease undergoing elective
partial liver resection under intermittent Pringle maneuver ( cycles of 15-minute
occlusion of the hepatic pedicle and a 5-minute clamp-free interval) were included in

this prospective and randomized study. Patients were randomly assigned to 3 groups,:
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(i) the IPC group, in which patients received a pretreatment consisting of clamping of
the hepatic pedicle for 10 minutes followed by a 10 minute clamp-free interval before
intermittent clamping; (ii) the APC group, in which, 20 minutes before intermittent
occlusion inflow, sevoflurane was administered according to a minimal alveolar
concentration of 1.5, and (iii) the INT group (without ischemic or anesthetic
preconditioning). We also stratified the cohort study according to the extent of surgery,
major (=3 segments) versus minor hepatectomy, to assess whether the extent of
surgery could impact on the analysis of preconditioning results. The effect of protection
against IR was evaluated by comparing hepatocyte and endothelial disfunction
markers, caspase-3 activity, histological lesions, and postoperative clinical outcome.
Additionally, we determined inducible oxide nitric synthase (iINOS) expression to

assess its role in the molecular mechanism of preconditioning.

Results

No significant differences were observed in clinical, demographic, and
laboratory data . The most prevalent etiology was metastasis from colorectal cancer
(80% of patients). Intraoperative systemic hemodynamic behavior throughout the
surgical procedure was similar in the 3 groups. The diagnostic criteria, type of liver
resection, total warm ischemia time, number of clampings, surgical time, and blood
loss were similar in the 3 groups. The kinetics of transaminase activity and bilirubin and
INR levels over 7 postoperative days was similar in all groups. One hour after
resection, serum hyaluronic acid (HA) levels increased significantly (P = 0.001) in all
groups but did not reach statistical significance between groups (P = 0.514). Apoptosis
of the hepatic cells was evaluated indirectly through the caspase 3 expression 1 hour
after resection. No differences were found in the apoptotic index among the 3 study
groups. Histological analisis one hour after resection did not demonstrate difference
between groups. In all groups, one hour after liver resection iNOS tissular expression
showed no change from basal levels. The severity and rate of complications, transfer
to intensive care, and hospital stay were similar between groups .
No differences were found in 1-year survival rate stratified by treatment group. When
we stratified the 3 groups of study for type of hepatectomy (major/minor resection), no
statistical differences were found in any of the variables studied (markers of liver

function, HA, histological lesions, apoptotic index, INOS and outcome).
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Conclusions
Our results suggest that the use of IPC or APC offers no protection against IR
injury in the setting of liver resection under intermittent inflow occlusion regardless of

the extent of liver resection.

Keywords: liver resection; ischemia-reperfusion injury; ischemic preconditioning;

anesthetic preconditioning; intermittent Pringle maneuver.
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2.1. CIRUGIA HEPATICA DE RESECCION TUMORAL

2.1.1 INDICACIONES

Con los avances en la técnica quirdrgica y anestésica, actualmente la cirugia
hepatica se realiza de manera rutinaria y segura tanto para tumores de higado
benignos como malignos, aunque en centros especializados. La reseccion hepatica
por tumores benignos Unicamente se contempla cuando comportan sintomatologia,
existe duda diagnostica o riesgo de malignizacién’. Los tumores malignos hepaticos
pueden ser primarios o secundarios. Entre los tumores primarios mas frecuentes
estan el hepatocarcinoma’ y el colangiocarcinoma®. En relacién a los tumores
secundarios, el higado constituye el 6rgano diana que presenta la mayor frecuencia
de metastasis en relacion al resto de érganos® . Los tumores primarios del tubo
digestivo, especialmente colorrectal® y las neoplasias de mama® y pulmén’ son la
etiologia mas frecuente. Las metastasis de tumores gastrointestinales
neuroendocrinos también tienen indicacion de hepatectomia aunque su frecuencia es

menor®.

2.1.1.1 Tumores hepaticos primarios malignos

El tumor primario mas frecuente® es el hepatocarcinoma responsable de
aproximadamente unos 250.000 nuevos casos de cancer hepatico al afo. Su
incidencia y mortalidad ha aumentado debido al incremento de la infeccion por virus de
la hepatitis C. Este tumor se puede dar tanto en higado cirrético como en higado sano
siendo mucho menos frecuente en este Gltimo'®. En ambos casos el Gnico tratamiento
efectivo es la reseccion o el trasplante hepatico'’, con una supervivencia a los cinco
afios del 30-50 % en pacientes cirroticos' y del 39% en pacientes sin cirrosis
hepatica'. El segundo tumor primario en frecuencia es el colangiocarcinoma
especialmente prevalente en las zonas del noreste de Tailandia®, siendo también en
estos casos la reseccién hepatica el tratamiento de elecciéon™. Aparte de estos
tumores primarios malignos con gran representatividad, existe una variedad de
tumores malignos con indicacion de reseccion hepatica como estrategia para su
curacion, como son tumores fibrolamenares, sarcomas hepaticos y otros tumores

poco frecuentes'®®.

2.1.1.2. Tumores metastasicos
Actualmente, la presencia de metastasis hepaticas no es una contraindicacién

para la cirugia; muy al contrario, el tratamiento con quimioterapia coadyuvante, la
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reseccion del tumor primario y de las metastasis hepaticas constituyen la estrategia

terapéutica de eleccién en casos seleccionados'” 8.

2.1.1.2.1 Cancer colorrectal

El cancer colorrectal es el tercero en frecuencia en todo el mundo, en el
hombre tras el de pulmén y préstata, y el segundo en la mujer tras el cancer de
mama'®. En el momento del diagnéstico, un 25% ya presentan metastasis y mas de
un 50% desarrollaran enfermedad metastasica a lo largo de la historia natural de la
enfermedad, siendo el higado el érgano en el que metastatizan con mas frecuencia®.
Histéricamente, el desarrollo de metastasis hepaticas se ha correlacionado con mal
pronostico en la evolucion de la enfermedad con una supervivencia aproximada de
cinco meses. En la ultima década, con los cambios en la estrategia terapéutica, la
aparicion de nuevos quimioterapicos y la mejora en las técnicas de radiofrecuencia, el
prondstico de la enfermedad ha mejorado significativamente. Sin embargo, la cirugia
de reseccién hepatica sigue siendo la uUnica opcidon curativa. Actualmente, la
combinacion de quimioterapia sistémica y reseccidén hepatica ofrece un porcentaje
elevado de curacion a largo plazo, con una supervivencia a los cinco afos de hasta
un 58% 2'.

2.1.1.2.2 Tumores neuroendocrinos

Los tumores neuroendocrinos son tumores poco frecuentes®® con una alta
incidencia de metastasis hepaticas (50-70%)*. El tratamiento quirtrgico agresivo tanto
del tumor primario como de las metastasis hepaticas mejora ostensiblemente la

supervivencia de los pacientes®.

2.1.1.2.3. Metéstasis no colorrectales, no neuroendocrinas

La cirugia de reseccion hepatica secundaria a metastasis no colorrectales no
neuroendocrinas estd menos definida. Estudios en la literatura no demuestran
aumento de la supervivencia en tumores de eso6fago, estbmago, intestino delgado o
pancreas. En el caso de las metastasis de cancer de mama, la supervivencia
reportada en los casos resecados es del 53,9 % a los tres afios y del 24% a los cinco
afnos; en los tumores uroteliales del 50% y 37% y en los leiomiosarcomas del 63% vy

36% respetivamente®.
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2.1.2 ANATOMIA QUIRURGICA Y VASCULARIZACION HEPATICA

2.1.2.1. Anatomia quirdrgica

La cirugia hepatica actual se basa en la anatomia funcional hepatica
sistematizada por Couinaud en 1957%, segun la distribucion de los pediculos portales
y las venas suprahepaticas en el interior del higado. La clasificacion de Couinaud
divide al higado en dos |6bulos y ocho segmentos® (Figura 1). Cada segmento recibe,
de manera independiente, una rama de la triada portal formada por arteria hepatica,
vena porta y conducto biliar. En el afio 2000, el comité cientifico de la Asociacion
Internacional Hepatobiliopancreatica revisé la anatomia funcional hepatica y aprobé
una nueva terminologia aplicable tanto a la anatomia como a los tipos de resecciones

hepaticas conocida como clasificacion de Brisbane?’?

, que es por la cual se rigen los
equipos de cirugia hepatobiliar en la actualidad. Se define como reseccién mayor la
reseccion de tres o mas segmentos hepaticos y menor si los segmentos resecados

son inferiores a tres.

Right lobe Left lobe Right lobe Left lobe

Caudate lobe

wc

Figura 1: Anatomia funcional hepatica: Vista esquematica de las caras anterior e inferior hepaticas
mostrando la distribuciéon funcional del higado en Iébulo derecho e izquierdo y los segmentos de
Couinaud. IVC: inferior cava vena. (procedente de Brunicardi FC et al. Schwartz’s principles of surgery.
9th edition. New York: McGraw-Hill ; 2010. p. 31-3)

2.1.2.2. Vascularizacién hepatica

El higado tiene una doble irrigacion, recibe sangre bien oxigenada a través de
la arteria hepatica (25%) y sangre pobremente oxigenada a través de la vena porta
procedente del territorio esplacnico (75%). Tanto la arteria hepatica como la vena
porta cuando entran en el hilio hepatico, se dividen en vasos interlobulares e
interlobulillares cada vez mas pequefios. Estos se continian con una gran red de
capilares en el sinusoide hepatico, donde se produce el intercambio entre la sangre y
el parénquima hepatico. El retorno venoso tiene lugar a través de las venas

suprahepaticas que drenan en la vena cava inferior. La caracteristica de este tipo de
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vascularizacion con miultiples vasos de muy pequeio tamaio como se observa en

la figura 2, condiciona el riesgo de sangrado en la reseccion hepatica.

Figura 2: Vascularizacion hepatica: en esta figura se observan la gran cantidad de vasos hepaticos de

pequeno calibre.
2.1.3 TECNICAS DE OCLUSION Y CONTROL VASCULAR

Debido a las caracteristicas especiales de la vascularizacion hepatica
mencionadas en el apartado anterior, los pacientes sometidos a una reseccién
hepatica estan expuestos a un alto riesgo de hemorragia, siendo la pérdida sanguinea
y la disfuncién hepatica postoperatoria las principales complicaciones que marcan el

prondstico en este tipo de cirugia?®%*’

. Los diferentes equipos quirurgicos de cirugia
hepatobiliar aplican métodos de oclusion vascular para minimizar la pérdida sanguinea
durante la reseccion hepatica. Las técnicas mas utilizadas se describen a

continuacion:

2.1.3.1 Oclusién del pediculo hepatico (maniobra de Pringle)

Esta maniobra descrita en 1908 por J. Hogarth Pringle®® en el tratamiento
quirargico de los traumatismos hepaticos, consiste en la oclusién total de la triada
portal mediante un torniquete ajustable o un “clamp” vascular®® (figura 3). Esta
oclusion puede ser aplicada de forma continua o intermitente, con periodos de
isquemia de 15 minutos y cinco minutos de reperfusion, con el objetivo de evitar el
efecto perjudicial de la isquemia prolongada34. La maniobra de Pringle no esta exenta
de riesgos, puede provocar alteraciones hemodinamicas y lesién por isquemia-
reperfusion (IR). En higados sanos no se aconseja superar los 60 minutos si se aplica

de forma continua®® ni las dos horas si se realiza de forma intermitente®.
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Vena Cava

Hepatic Veins

Hepatic Artery

Portal Vein

X( Vena Cava

Renal Veins

Figura 3: Maniobra de Pringle: “clamp” vascular en el hilio hepatico (vena porta y arteria hepatica)
(procedente de Buell JF, Arch Surg. 2001,136(5):569-575).

2.1.3.2 Oclusiéon hemihepatica

Esta técnica fue descrita por Makuuchi en 1986, consiste en interrumpir de
forma selectiva® (figura 4) el flujo portal y arterial aferente al lébulo derecho o
izquierdo dependiendo de si se realiza una hepatectomia derecha o izquierda. Con

esta técnica se evita la lesion por isquemia-reperfusion del I6bulo que no es objeto de
la reseccion.

1.Suprahepatic IVC
2.Supraceliac aorta
3.Hepatic veins
4.Selective inflow
S.Total inflow
6.Infrahepatic IVC

Figura 4: Clampaje selectivo hilio hepatico: Diferentes tipos de oclusion vascular utilizadas en cirugia
hepatica. El niumero 4 muestra el clampaje selectivo del flujo portal y arterial hepatico derecho
(procedente de Page A.J. J Gastrointest Oncol 2012;3:19-27)
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2.1.3.3. Exclusién vascular total

Fue descrita por Heaney en 1996, y consiste en excluir completamente el flujo
vascular del higado, tanto aferente como eferente®® (figura 5). Se utiliza para abordar
tumores de gran tamafio o centrales adyacentes a la vena cava o las venas
suprahepaticas. Esta técnica provoca una gran alteracion hemodinamica como
consecuencia de la reduccion del retorno venoso que condicionara la disminucién del
volumen sistélico con aumento compensatorio de las resistencias vasculares
sistémicas®. Para evitar el importante estrés cardiovascular esta indicado la
instauracion de un bypass veno-venoso que derive la circulacion del territorio portal y

vena cava infrahepatica al circuito de la vena cava supradiafragmatica.

Vena Cava

Portal Vein

Renal Veins

Vena Cava

Figura 5: Exclusion vascular total: Los “clamps” vasculares estan localizados en la vena cava infra y
suprahepatica y en el hilio hepatico (vena porta y arteria hepatica) (procedente de Buell JF, Arch Surg.
2001,;136(5):569-575)

2.1.3 OTRAS ESTRATEGIAS PARA MINIMIZAR LA HEMORRAGIA: CONTROL DE
LA PRESION VENOSA CENTRAL

El mantenimiento de una presion venosa central (PVC) inferior a 5 mm Hg
durante la reseccion hepatica es una medida ampliamente referenciada en la literatura
y de utilizacién rutinaria por los equipos de cirugia hepatobiliar para disminuir la

4041 Debido a que la presion en la vena

hemorragia durante la transeccién hepatica
cava esta directamente relacionada con la presion en el sinusoide hepatico* (figura 6),
se ha demostrado que una PVC entre 2-5 mm Hg reduce las pérdidas sanguineas,
facilita la cirugia y esta relacionada con una menor estancia hospitalaria®. La
restriccion de liquidos endovenosos en el pre e intraoperatorio es en la mayoria de los
casos una maniobra efectiva para conseguir estos niveles; en algunas ocasiones es
necesaria la administracion de una perfusion endovenosa de nitroglicerina para

obtener el nivel de PVC deseado™.
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Figura 6: Relacion entre PVC y presion del sinusoide hepatico. Se puede observar que a medida que
aumenta la PVC aumenta la presién en el sinusoide hepatico (procedente de Lautt WW, Microvasc Res,
vol 33, no 1, p 51,1987).

2.1.4 COMPLICACIONES EN CIRUGIA HEPATICA: INSUFICIENCIA HEPATICA
POSTOPERATORIA

El prondstico de la reseccidn hepatica ha mejorado sustancialmente debido a
varios factores: mejor comprension de la anatomia funcional del higado y sus
segmentos, desarrollo y utilizacion de nueva tecnologia diagndstica y terapéutica
intraoperatoria, adecuado control de la hemorragia quirdrgica, mejor seleccion de
pacientes en lo que se refiere a términos de reserva funcional hepatica y comorbilidad,
y la concentracion de las resecciones hepaticas en centros especializados***¢. Por
todo ello se realizan con mas frecuencia resecciones hepaticas mayores en higados
patolégicos y ademas de forma repetida (rehepatectomias) para conseguir la
curabilidad en los pacientes con recidiva de las metastasis hepaticas?’. Estas
situaciones pueden condicionar que el tamafo del remanente hepatico sea pequefio
en relacion al peso corporal del paciente y por tanto incapaz de suplir las necesidades
metabdlicas. Este hecho aumenta el riesgo de insuficiencia hepatica postoperatoria®,
causa principal de morbilidad y mortalidad postreseccion hepatica*®™’.

Debido a la falta de consenso en la definicién, valoracion de la severidad y
pronostico de la insuficiencia hepatica posthepatectomia en los diferentes estudios

49,50

publicados en la literatura™"", en el afo 2010, Rahbari y otros miembros del Grupo

Internacional de Cirugia Hepatica (IGLS)*' establecieron una nueva definicion de
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insuficiencia hepatica posthepatectomia (PHLF). Esta se define como el deterioro
en la habilidad del higado para mantener sus funciones sintética, excretora y de
eliminacion de toxicos, lo cual se caracteriza por un incremento del INR (ratio
normalizada internacional) y bilirrubina respecto a los valores basales prequirdrgicos,
a partir del quinto dia postoperatorio. Este grupo diferencioé también la severidad de la
insuficiencia hepatica en tres grados A, B y C, evaluando tanto parametros clinicos
como analiticos (tabla 1). Los pacientes del grupo A presentaran una alteracion
analitica que no condicionara ningun cambio en el manejo clinico del mismo; en el
grupo B se necesitara un cambio en el manejo clinico de los pacientes pero sin
necesidad de terapias invasivas y en el grupo C, sera necesario un tratamiento con
técnicas invasivas. Cada uno de estos grados de severidad condicionara un diferente
prondstico evolutivo. La mortalidad se incrementa con los grados siendo del 0% en el
grado A, 12% en el By un 54% en el C.

La incidencia de PHLF esta cifrada en mas de un 8% de los casos dependiendo
de las condiciones clinicas previas del paciente o de la reserva funcional hepatica
previa a la cirugia®’. Debida a su relevancia clinica es importante identificar y tratar los
factores que influyen en su aparicion. La edad inferior a 65 anos, la obesidad, la
diabetes, la patologia hepatica previa o el tratamiento con quimioterapia son conocidos
factores de riesgo preoperatorio®. Asimismo, la severidad de la lesion por IR*,

454755 v e| volumen insuficiente del higado remanente*® son

hemorragia intraoperatoria
factores quirdrgicos que inciden de manera importante en el desarrollo posterior de la
PHLF. Por otro lado, un diagnéstico y tratamiento precoces de esta entidad en el

postoperatorio marcaran la disminucion de la morbimortalidad en los pacientes®.
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Grado A Grado B Grado C
Tratamiento No PFC,Albumina,diuréticos Transferir a UCI, drogas
especifico diarios, ventilacion no vasoactivas,hemodialisis,
invasiva, transferencia intubacién y ventilacion
semicriticos o UCI mecanica, soporte hepatico
externo o trasplante
Funcién Coagulacion adecuada Coagulacion inadecuada Coagulacion inadecuada
hepatica (INR<1.5). Sin (INR<1.5>2). Inicio (INR>2). Sintomas
sintomatologia sintomas neuroloégicos neurolégicos
neurolégica (somnolencia, confusién) severos/encefalopatia
hepatica
Funcién Diuresis adecuada Diuresis inadecuada (<0.5 Disfuncién renal no tratable
renal (>0.5mL/kg/h). BUN <150 | ml/kg/h). BUN <150 mg/dL. con diuréticos. BUN>150
mg/dL. No sintomas de No sintomas de uremia mg/dL. Sintomas de uremia
uremia
Funcién Saturacion Oz >90%. Saturacion de Oz <90% Hipoxemia severa y
pulmonar Posibilidad de aporte de con necesidad de aporte refractaria con Saturacion de
O2 por canulas nasales o de O2 mediante canulas O, <85% a pesar de aporte
mascarilla facial. nasales o mascarilla facial. | de O, a altas concentraciones
Ecografia o TC abdominal. Ecografia o TC abdominal.
Evaluacion No Radiografia de térax. Radiografia de térax.
adicional Hemocultivo, cultivo de Hemocultivo, cultivo de
esputo o orina. TC craneal esputo o orina. TC craneal.
Necesidad de monitorizacion
PIC.

PFC: plasma freco congelado. BUN: nitrégeno ureico sanguineo. PIC: presion intracraneal (Modificada de
Rahbari NN, Surgery 2011;149:713-24)

2.2 LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA Y RELEVANCIA
CLiNICA

La lesidon por IR es un proceso multifactorial que se produce al interrumpir el
flujo sanguineo de un 6rgano (isquemia) y posteriormente, la recuperaciéon del mismo
(reperfusioén). La isquemia provoca muerte celular por si misma, tiempo dependiente,
pero el dafo principal se produce durante la reperfusion al restablecerse el aporte de

oxigeno®’. El resultado final es una alteracién estructural y funcional de la célula que

provoca muerte celular y fallo de las funciones del 6rgano®°.

La isquemia y consiguiente reperfusiéon del higado puede ocurrir en diferentes

situaciones clinicas. Estas incluyen la oclusién vascular temporal durante la cirugia

35,61

hepatica™"’, en situaciones de bajo flujo hepatico como la utilizaciéon de circulaciéon

extracorpdrea en cirugia cardiovascular®? o en estados de shock hemorragico o

63,64

cardiogénico y como elemento central en los procedimientos de trasplante

hepatico®. Esta secuencia de IR causara una lesién celular que puede provocar
diferentes grados de disfuncion hepatica que incrementaran la morbimortalidad de los

pacientes®® %%’
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2.2.1 FISIOPATOLOGIA

En la fisiopatologia de la lesién por IR estan implicados multiples mecanismos
moleculares e interacciones celulares®*®"%°_ La consecuencia de estos procesos son
una serie de alteraciones estructurales caracterizados por edema celular,
vacuolizacion, disrupcion de células sinusoidales endoteliales (SECs) e infiltracion de
polimorfonucleares®®, que en Gltima instancia produciran muerte celular por apoptosis
o necrosis’®. Esto se manifiesta clinicamente con la elevacion de los enzimas
hepaticos, alteracion de las estructuras biliares, disfuncion clinica e incluso, fallo
hepatico®. Ademas, otros 6rganos como el pulmén, riién, corazén y vasos
sanguineos, desarrollaran una disfuncién secundaria a la insuficiencia hepatica’”.

Aunque clasicamente la lesion por IR se ha dividido en dos fases, la lesion
debida a la isquemia y la causada por la reperfusion, la separacion de los episodios
celulares que ocurren en cada fase no es absoluta, ya que el dafio celular en el 6rgano
hipéxico se acentua después de la restauracion del aporte de oxigeno, lo que sugiere
que los episodios que suceden en la reperfusion son la consecuencia de los que se

inician durante la isquemia®"2.

2.2.1.1 Lesién en el periodo de isquemia

Durante la isquemia, con la pérdida de aporte de oxigeno se altera la funcién
de la cadena mitocondrial inhibiéndose el proceso de fosforilacion oxidativa, lo que
comporta una reduccién en la sintesis de adenosintrifosfato (ATP) en las células
hepaticas’®. Esta disminucion de ATP provoca una inhibicién de las bombas de
membrana dependientes del mismo produciéndose alteraciones en el transporte idnico
a través de la membrana plasmatica. La consecuencia es un incremento del sodio
intracelular con el consiguiente edema de los hepatocitos, células Kupffer y SECs, y
un aumento del calcio citoplasmatico, que provocara la activacion de las fosfolipasas
de la membrana celular con degradacién de los fosfolipidos y disrupcion de la misma
(peroxidacion lipidica). Todos estos procesos conduciran a la muerte celular’™"®

Por otro lado, el catabolismo del ATP lleva a la acumulacion de hipoxantina
que con el restablecimiento del aporte de oxigeno durante la reperfusion sera la fuente
de produccion de radicales libres de oxigeno (RLO) a través del sistema Xantina-

74,75

Oxidasa’™", activada por el incremento de calcio y consiguiente produccion de

73,76,77
(

proteasas. Los RLO tendran un papel preponderante en la reperfusion figura 7)
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Figura 7: Catabolismo ATP en fase isquemia y produccion de radicales libres de oxigeno en la
reperfusion. (procedente de Grande L, Cir. Esp. 2006 Nov;80(5):275-82.)

Durante la isquemia, también se activan una serie de cascadas inflamatorias y
protromboéticas debidas a la liberacion de moléculas de adhesién de leucocitos,
citoquinas y agentes bioactivos (endotelina, tromboxano A;)a nivel endotelial, y a una
inhibicién de la transcripcidon de algunos genes protectores como la éxido nitrico
sintetasa (NOS). Todo ello provoca un desequilibrio entre sustancias vasodilatadoras
como el éxido nitrico (NO) y vasoconstrictoras como la endotelina®’>"®. Este hecho
y el edema de las SECs produciran un estrechamiento de los sinusoides que dara
lugar a fendmenos de “ausencia de flujo” que incrementara la situacion de isquemia
y alterara aun mas la microcirculacion hepatica. Los procesos anteriormente
mencionados daran lugar a un estado proinflamatorio que aumentara la vulnerabilidad

del tejido durante la reperfusion y producira la muerte celular®®’®.

2.2.1.2 Lesioén en el periodo de reperfusion

La reperfusion del higado previamente isquémico inicia toda una serie de
fenbmenos inflamatorios en los que estan implicados multiples mediadores de la
inflamacién, plaquetas, leucocitos y endotelio vascular, los cuales, al interaccionar,
derivan en la lesion por reperfusion®°*%®° | a evidencia experimental muestra que

existen dos fases®” %727

Figura 8).
2.2.1.2.1 Fase inicial o aguda

Esta fase se inicia inmediatamente después de la reperfusion y dura
aproximadamente seis horas. El hecho principal es la activacién de las células
Kupffer con produccién de RLO, activacion de factores del complemento y

reclutamiento y activacién de linfocitos T CD4%%67:8,
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2.1.2.2.2 Fase tardia o subaguda

La fase tardia comprende desde la 6 a las 242 horas, con un maximo a las
18-24 horas. Se caracteriza por la infiltracion masiva de linfocitos polimorfonucleares
(PMN)®¥"®' En esta fase, las citoquinas proinflamatorias, especialmente el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina 1%, factor plaquetario®®, quimioquinas y
factores activados del complemento® liberados en la fase inicial son los responsables
del reclutamiento de PMN. Estos PMN activados liberan RLO y proteasas causantes
ambos del estrés oxidativo y de la lesién hepatocelular en esta fase subaguda, que es

mucho mas grave que la fase precoz®"?'.
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Figura 8: Fases de la lesidon hepatica por IR. EC: Endothelial cell; KC: Kupffer cell; ATP: Adenosine
triphosphate; TNF: Tumor necrosis factor; IL: Interleukin; ICAM: Intercellular adhesion molecule; VCAM:
Vascular adhesion molecule; PAF: Platelet activation factor; LTB4: Leukotriene B4; GMS-CSF:
Granulocyte macrophage colony stimulating factor; INF: Interferon; ROS: Reactive oxygen species
(procedente de Massip-Salcedo, Liver Int. 2007 Feb;27(1):6-16.)

2.2.1.3 Bases moleculares y mecanismos celulares

Si bien los mecanismos precisos que dan lugar a la lesion por IR no estan del
todo dilucidados, existe una clara evidencia de la implicacion principal de una serie de
componentes celulares y sustancias bioactivas® (figura 9) : 1) los RLO, que producen

una lesion directa mediante oxidacién y degradacion proteica, peroxidacion lipidica y
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lesion del DNA, asi como una induccion directa y regulacién de la muerte celular tanto
por apoptosis como por necrosis’*%¢; 2) las células Kupffer, que una vez activadas,
producen la liberacion de sustancias proinflamatorias y RLO'*®%; 3) la activacion del
complemento que provoca la adherencia leucocitaria en el endotelio vascular,
diapédesis de los neutréfilos y migracion de los mismos a los focos inflamatorios con
su posterior liberacion de productos citotéxicos®®®*; 4) el endotelio vascular cuya
importancia es crucial en la lesion hepatica por IR, pues al activarse su superficie se
liberan mediadores de la inflamacion, sustancias vasoconstrictoras como la endotelina
y moléculas de adhesion de leucocitos que provocardan una serie de cambios
estructurales que conllevaran al estrechamiento de los sinusoides y alteraciones en la

microcirculacion®%®"2%7; y 5) los neutréfilos, responsables de la mayoria de las

lesiones producidas durante la reperfusion®®%*"2,
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Figura 9: Mecanismos moleculares involucrados en la lesién hepatica por IR. EC, endothelial cell;
ET, endothelin; UPR/ER, unfolded protein response/endoplasmic reticulum; IRE1, inositol-requiring
enzyme 1; PERK, PKR-like ER kinase; SLP, secretory leukocyte protease inhibitor; ICAM, intracellular cell
adhesion molecule; VCAM, vascular cell adhesion molecule; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; IL, interleukin; INF, interferon; TNF, tumor necrosis factor; PAF, platelet-activating
factor; LTB4, leucotriene B4; KC, Kupffer cell; X/XOD, xanthine/xanthine oxidase; Cyt c: cytochrome c.
(procedente de Mendes-Braz, J Biomed Biotechnol. 2012; 2012: 298657)
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2.2.1.3.1 Oxido nitrico

Un mediador crucial en la patogenia de la lesion por IR es el NO o factor de
relajacion endotelial’”®. EI NO se genera en el higado a partir de la L-arginina por la
accion de la NO sintetasa endotelial (eNOS) o la NO sintetasa inducible (iNOS)®. La
eNOS soélo se expresa en las células endoteliales, mientras que la INOS se encuentra
también en hepatocitos y células Kupffer®. La iNOS no se encuentra constitutivamente
en el higado normal pero puede inducirse por mediadores proinflamatorios en
situaciones patoldgicas como la IR y da lugar a grandes cantidades de NO®. En
condiciones fisiolégicas unicamente la eNOS esta presente en el higado y las bajas
cantidades de NO producidas regulan la perfusion hepatica, previenen la adhesion
plaguetar y la trombosis, la acumulacion de neutréfilos y la produccion de mediadores
inflamatorios®.

El NO es un potente vasodilatador que difunde libremente a través de las
membranas. En respuesta a la vasoconstriccidon, el NO puede inducir vasodilatacion a
nivel sinusoidal y presinusoidal, manteniendo un equilibrio con sustancias
vasoconstrictoras como la endotelina®’. Ademas de su efecto vasodilatador, el NO
reacciona con el superéxido formando un potente oxidante, el peroxinitritogz.

La induccion de NO por via de la iNOS que comienza aproximadamente una
hora postreperfusion, puede tener tantos efectos protectores como deletéreos, esto
dependera del tipo de agresién, del nivel y duracién de la expresiéon de iNOS y de la
produccion simultanea de anién superdxido®” .

En respuesta a la lesion por IR se produce un aumento y activacién de la
NOS®®’® El papel del NO en esta lesién no esta del todo dilucidado y tiene un efecto
dual. Mientras que el NO enddgeno o exdégeno protege al hepatocito y células
endoteliales contra la lesién por IR, grandes cantidades de NO, posiblemente por la
formacion del peroxinitrito, tienen el efecto contrario®. En los estudios sobre el NO
procedente de la iNOS, los resultados son contradictorios® .
2.2.1.4 Muerte celular en la isquemia-reperfusion hepatica

El dafio hepatico debido a lesion por IR genera dos tipos de muerte celular,
apoptosis y necrosis de las células hepaticas. Aunque la necrosis y apoptosis son dos
entidades diferentes e independientes® (figura 10), los dos modelos de muerte celular

70,100

coexisten en este tipo de lesion hepatica . Este fenbmeno se conoce con el

nombre de necroapoptosis celular'.
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Figura 10: Diferencias estructurales entre apoptosis y necrosis. (procedente de Gerald Karp.
Biologia celular y molecular. 4° Edicion. Mexico: Mcgraw-Hill; 2005.)

2.2.1.4.1 Necrosis

La necrosis es un término referente a la muerte celular asociada a pérdida del
control del balance i6nico, edema vy lisis celular. Esta ultima provoca liberacion de
enzimas vy otros elementos celulares, dando lugar a una respuesta inflamatoria'®.
Este tipo de muerte celular esta relacionada con la deplecion de ATP como sucede en
la lesion hepatica por IR'®.
2.2.1.4.2. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada fue descrita para describir una
morfologia particular de muerte celular comdn a la gran mayoria de muertes celulares
fisiologicas'®®. Esta morfologia incluye condensacién del nucleo, marginacién de la
cromatina y fragmentacion del nucleo y citoplasma en cuerpos apoptoicos que son
fagocitados por las células vecinas'®'®. En la descripcion original, las organelas
permanecen intactas, no hay liberaciéon del contenido celular ni respuesta inflamatoria
y afecta a células individuales en un determinado 6rgano. La via apoptoica en el
higado isquémico es compleja, involucra liberacién de TNFa, diversas caspasas y
citocromo C de la mitocondria, resultando todo ello en una activacion de la caspasa-3,
que es la principal efectora, la cual produce la fragmentacion del DNA. Todo este
proceso es dependiente de ATP706:1%5,
2.2.1.4.3 Necroapoptosis

En la muerte celular debida a lesién hepatica por IR estan implicados los dos
tipos de muerte celular, necrosis y apoptosis. Aunque algunos autores defienden que
la mayor parte es debida a necrosis oncdtica'® otros consideran a la apoptosis el
mecanismo principal de la misma’®®®. En estudios recientes se ha demostrado que

ambas pueden existir simultdneamente e incluso compartir algunas de las vias de
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sefializacién en particular a nivel mitocondrial, siendo la presencia o ausencia de ATP

la determinante de la produccion de necrosis o apoptosis'”’

(figura 11). Si al inducirse
las alteraciones a nivel mitocondrial durante la reperfusion, existe una deplecion de
ATP, se bloquearan las sefiales apoptoicas y se producira necrosis, mientras que si se
dispone de un sustrato para glucdlisis se evitara la deplecion de ATP, por lo que
continuara la via apoptoica’™.

La interrelacion entre las dos vias de muerte celular indica que estos dos
procesos no son totalmente independientes, por lo que se ha considerado la muerte

celular por IR con el nombre de necroapoptosis'®'"".

Death
Ligand

Death CD95/TNFR) Plasma Membrane
Receptor

|

}

Adaptor

Activator \/
Caspase \Z

J
|
8

Sovicd T

@/ Mitochondrial
: Functional defect,
Tt (e, (et
+ ;
Chpatt D !
LATP

Apoptosis Necrosis

Figura 11 : Integracion de las dos vias de muerte celular: apoptosis y necrosis. En esta figura se
muestran las vias comunes de la apoptosis y necrosis a nivel mitocondrial dependiendo de los niveles de
ATP. Los componentes en rojo inhiben la apoptosis y los que estan en verde la activan. Los factores
como los canales transicionales de permeabilidad mitocondrial o las especies reactivas de oxigeno (azul)
pueden causar apoptosis o necrosis dependiendo de los nivels de ATP. FLIP, FLICE-like inhibitory
protein; IAP, inhibitor of apoptosis proteins; Apaf, apoptotic protease activating factor; Cyt-c, cytochrome c;
TNFR, TNF receptor; BH3, Bcl-2 homology-3.(Procedente de Bathia M, Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol. 2004 Feb;286(2):G189-96.)

2.3 PRECONDICIONAMIENTO

2.3.1 GENERALIDADES

Una de las principales estrategias descritas para disminuir la lesion por IR es el
fendbmeno de precondicionamiento. El término de precondicionamiento fue
introducido por primera vez al describir una observacién experimental en corazones
caninos expuestos a cortos periodos de isquemia de forma repetida. Murry y cols'®®

expusieron al miocardio a un protocolo de precondicionamiento isquémico (IPC)
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con cortos periodos de isquemia regional. De manera sorprendente encontraron que
este protocolo inducia un incremento de la tolerancia a posteriores isquemias de
mayor duracion, reduciendo especificamente el tamafio del infarto. Desde su
descripcién en 1986, se han publicado mas de 200 articulos por ano tratando
diferentes aspectos de dicho fenédmeno.

Actualmente, el precondicionamiento se considera como un fendmeno
adaptativo general. Un efecto protector similar al producido por el IPC puede ser
inducido por agentes farmacoldégicos'® y algunos estimulos estresantes fisicos''’. El
precondicionamiento también puede existir en otros érganos ademas del corazén

)", musculo esquelético’?, higado'"®,

como el sistema nervioso central (SNC
intestino™, pulmoén™® y rifién®.

El precondicionamiento se desarrolla en tres fases: 1. Induccién o isquemia
transitoria: aplicaciéon de sustancias y/o estimulos precondicionantes o bien
oclusiones vasculares, seguidas de su periodo de reperfusion, de corta duracién para
no causar necrosis pero suficientemente prolongadas para inducir un estado de
tolerancia frente a la lesion por isquemia-reperfusién. Distintos estudios demuestran
que 90 segundos de isquemia transitoria y la repeticion del estimulo precondicionante
mas de 45-60 veces no produce proteccion''’; 2. Isquemia por oclusion vascular
prolongada determinante de la aparicion del area de lesion, pero de determinada
duracién, para que la gravedad de la lesién no impida que se manifieste el efecto
beneficioso del precondicionamiento y 3. Reperfusiéon, donde se producen las
lesiones por IR.

El precondicionamiento puede ser dividido en dos etapas dependiendo del
tiempo que tarda en aparecer después del estimulo inicial, una precoz, que fue la
descrita por Murry'®, que ocurre inmediatamente y produce una mayor proteccion
durante 1-2 horas (reduciendo el tamafo del infarto, mejorando la recuperacién
funcional postisquemia y disminuyendo las arritmias), y una tardia, que se descubrid
simultaneamente en 1993 e independientemente por otros grupos de estudio
japoneses’'® e ingleses'’, que ocurre después de 12-24 horas y puede durar hasta
72h, y que induce una proteccion menor'™®.

Una caracteristica del precondicionamiento es la “memoria”. Las células
‘recuerdan” que han sido expuestas al estrés y se hacen mas resistentes a estimulos
estresantes posteriores'®.

También se ha propuesto el precondicionamiento como un proceso de “todo o
nada”: algunas células se precondicionan y otras no. Alternativamente y dependiendo

del grado del estimulo, el precondicionamiento induce un grado de respuesta. Es
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posible que cada célula reaccione con “todo o nada” pero que los érganos exhiban

un grado de respuesta dependiendo de cuantas células sean afectadas’®.

2.3.2 MECANISMOS MOLECULARES

Existe un gran interés para identificar los mecanismos celulares involucrados
en el precondicionamiento. Inicialmente Murry'' demostré que el precondicionamiento
reduce la actividad metabdlica durante el periodo prolongado de isquemia,
preservando los depdésitos de ATP, pero este efecto es de corta duracién (minutos) y
la importancia para la supervivencia celular no esta clara. Downey vy colaboradores,
fueron los primeros en estudiar la posible activacion de las sefales intracelulares.
Demostraron que el pretratamiento con adenosina o con un agonista del receptor A
puede inducir una proteccion en corazones de conejos similar al IPC. Y por el
contrario, la administracion de antagonistas de estos receptores antes del IPC, puede
abolir este efecto protector'?%.

La hipotesis del mecanismo de produccién del precondicionamiento se basa
en la estimulacién de una sefal en las células inducidas por un iniciador, con
activacion de uno o mas mediadores y posterior activacion de uno o mas efectores
finales. Se considera al precondicionamiento como un fendmeno mediado por
receptor. Es posible que sustancias enddgenas producidas en el 6rgano durante la
isquemia o reperfusion, como la adenosina, puedan iniciar esta activacion. Se cree
que la sustancia-sefal unida a la proteina G inhibitoria (Gi), se acopla a los receptores
(adenosina, bradiquinina, adrenalina, péptidos opioides, acetilcolina) jugando un papel
central en el inicio del fendmeno. Otras sustancias también han sido involucradas,
como el NO, RLO, calcio, metabolitos del acido araquidénico, angiotensina 2,
endotelinas y citoquinas'®.

Una vez iniciada la sefal por la sustancia iniciadora, ésta se propaga activando
otros sistemas de sefales intracelulares por medio de mediadores intracelulares y se
cree que el mecanismo de activacion se debe a modificacién en las proteinas

(translocaciéon y fosforilacion)'®.

Dentro de los mediadores intracelulares, la
proteinquinasa C (PKC) juega un papel central'®. Durante la fase precoz del
precondicionamiento se cree que la memoria intracelular esta relacionada con la
translocacion de la PKC al citosol, causando una activacién de la misma durante el
periodo prolongado de isquemia. La PKC tiene un papel relevante en la proteccién
celular.

No ha sido del todo identificado un Unico efector final del precondicionamiento.
Los potenciales candidatos como efectores finales son los canales K-ATP

dependientes en la membrana celular de la mitocondria'®. El mecanismo exacto por el
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cual la activacion de estos canales causa el efecto protector es desconocido. Se
postula que podria involucrar incrementos de salida de K que alteraria el gradiente
ionico y el potencial electroquimico de la membrana mitocondrial, con menor
acumulacion del calcio y mejor preservacion de depodsitos de energia (ATP) y /o
produccién de radicales libres'?’.

Durante la fase tardia del precondicionamiento se cree que la memoria celular
esta relacionada con la sintesis proteica'®. Es la enzima NOS la que parece que juega
un papel central en esta fase aunque otros enzimas podrian estar involucrados, como
la cicloxigenasa, hemoxigenasa 1(HO-1) y proteinas que intervienen en la regulacién
del calcio'®.

En la figura 12 se pueden observar los diferentes mecanismos moleculares

involucrados en el precondicionamiento.
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Figura 12 : Mecanismos moleculares del precondicionamiento: La union de las sustancias iniciadoras
como la adenosina con sus receptores produce la activacion de mediadores como la PKC, la cual por
diferentes vias activa los canales de katp, y mediante la activacién de otras sustancias como el NK¢B
incide a nivel mitocondrial produciendo la transcripcion de nuevas proteinas como la iNOS claves en la
fase tardia del precondicionamiento. R:receptors; G:(G-protein—coupled receptors); PLC: phospholipase-
C; PKC:protein Kinase C; DAG:diacylglycerol; MAPK: mitogen-activated protein Kinase; HSF1: heat shock
factor 1;NF k B: nuclear factor k B; iNOS: inducible oxide nitric synthase; SOD:superoxide dismutase;
IAP:inhibitor of apoptosis proteins; HO-1: heme oxigenase 1; HSP-27 and HSP-70: heat shock proteins 27
and 70. (procedente de Selzner L, Transplantation Reviews 26 (2012) 115-124).
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2.3.3 PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO HEPATICO Y RELEVANCIA CLINICA

El higado es un 6rgano altamente vulnerable a la isquemia y en el que la lesidn
por IR es la mayor causa de morbimortalidad tras la cirugia hepatica y trasplante®°¢°’,

El incremento de tolerancia a la isquemia del higado debido al IPC podria
protegerle de la lesion por IR y asi ayudar a la preservacion de los higados para
trasplante y mejorar la recuperacion después de cirugia hepatica realizada con
oclusion vascular. Los mecanismos intrinsecos y mediadores implicados en el IPC en
los diferentes érganos, incluyendo el higado, han sido extrapolados de los estudios en
corazén. Sin embargo, la tolerancia a la isquemia es especifica para cada érgano y
cada especie, es decir, para cada uno de ellos el numero de ciclos de IR y su duracion
varian. De tal forma que en el miocardio se consigue proteccién tras varios ciclos de
IR'® pero en el higado se obtiene tras aplicar un unico ciclo de 10 minutos de

isquemia seguido de 10 minutos de reperfusion'®.

2.3.3.1 Bases moleculares y mecanismos de proteccion

Aunque los mecanismos precisos por los cuales el IPC confiere protecciéon al
higado frente a la IR son todavia desconocidos, en el efecto hepatoprotector del IPC
se han implicado a diversos mecanismos diferentes que se producen tanto en la fase
de isquemia como la de reperfusion’” . El IPC preserva el metabolismo energético

durante la isquemia, reduciendo el consumo de ATP y la acumulacién de lactato'""%%;

133
I

limita el paso de iones a través de las membranas plasmatica y mitocondria y

I””. También

disminuye el estrés oxidativo preservando el estado redox mitocondria
reduce la acumulacién de xantina durante la isquemia y por lo tanto la produccién de

RLO y sus efectos deletéreos sobre las células'*"* (

ver figura 7).

Por otro lado, el IPC modula la respuesta inflamatoria disminuyendo la
acumulacion de neutrofilos que se produce después de la IR y la produccion de
citoquinas proinflamatorias'*®'¥. Ademas el IPC mejora la perfusién sinusoidal y la
disfuncion microvascular posterior a la lesién por IR debido a la liberacion de NO e
inhibicion de sustancias vasoconstrictoras como la endotelina’®. La prevencién de la
apoptosis celular debida al IPC se produce por la reduccion de produccion de
citoquinas proapoptoicas o interferencia directa con los mecanismos de la apoptosis a
nivel mitocondrial'*®'*°.

En la fase precoz del IPC hepatico los mecanismos moleculares involucrados
son principalmente la acumulacion de adenosina y NO, y la activacion de PKC vy
durante la fase tardia del IPC estan implicadas la sintesis de diversas proteinas como

la NOS y HO-1.
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2.3.3.1.1. Adenosina y oxido nitrico
El IPC induce produccion y liberacion de adenosina, que activando los
receptores de adenosina A, aumentan la produccion de NO y protegen las células

endoteliales™"142,

La adenosina por si misma inhibe la adhesién leucocitaria,
disminuye la expresion y adhesién de moléculas, inhibe los neutréfilos, la funcion
plaquetar y la produccién de radicales libres y ademas, tiene un efecto vasodilatador
potente. EI NO tiene un papel central tanto en el IPC precoz como tardio, actuando
como iniciador en el primero y como mediador en el segundo'*. Parece ser que la
fase precoz del precondicionamiento es sintesis proteica-independiente, en cambio la
fase tardia requiere nueva sintesis de proteinas'®. Se cree que la eNOS permite la
activacion de la PKC y otras quinasas'® y que el factor nuclear KB (NF KB) y otros
factores de transcripcion producen un aumento en la transcripcion de la INOS'2'47_ E|
NO inhibe la adhesion de los neutréfilos al endotelio sinusoidal y el efecto
vasoconstrictor de la endotelina; actia como secuestrador de RLO, como el
superoxido y modifica la apoptosis celular mediante la inhibicidon de la actividad de las

caspasas y previniendo la liberacién del citocromo C'*8'4°.

2.3.3.2 Relevancia clinica en cirugia hepatica

En modelos experimentales se ha demostrado que el IPC protege al higado
directamente frente a la lesion por IR™""%%" En |a clinica humana tanto a nivel de
isquemia fria como normotérmica hay evidencias del efecto beneficioso del IPC. Los
primeros en mostrar el efecto del IPC en cirugia hepatica humana fueron P.Clavien y
cols en el afio 2000 demostrando una disminucién de las transaminasas, asi como
de la apoptosis celular en los pacientes precondicionados isquémicamente, aplicando
un clampaje del hilio hepatico de 10 minutos de duracién seguido de una reperfusién
de 10 minutos antes de la realizacién de la reseccion hepatica con oclusién vascular
continua. Estudios posteriores del mismo grupo confirmaron los hechos pero
unicamente en pacientes jovenes y con higados esteatésicos, y sin detectar
repercusion clinica evidente en relacién a la morbimortalidad'?. El beneficio de IPC
fue confirmado posteriormente también por otros autores'®'®. Sin embargo, en una
revision sistematica de estudios controlados y randomizados en resecciones hepaticas
realizadas con oclusién vascular, se demostré que el IPC disminuye directamente los
marcadores hepaticos de lesién por IR, aunque no se traduce en un claro beneficio
clinico’™*. En el contexto del trasplante hepatico, a pesar de que hay estudios que

155156 un metanalisis reciente

demuestran su eficacia en los higados precondicionados
de estudios randomizados analizando 270 trasplantes no encuentra diferencias

significativas en cuanto a mortalidad, malfuncion del injerto, retrasplante, ingreso en



50 2. INTRODUCCION

UCI y dias de hospitalizacion por lo que no aconseja la aplicacién sistematica del IPC
en estos pacientes’’.

Por tanto, el IPC hepatico se propone como mecanismo adaptativo endégeno
facilmente reproducible en diferentes modelos de isquemia caliente y fria, tanto en
animales como en humanos. Diversos estudios clinicos demuestran este efecto. Sin
embargo, la relacion causal entre el evento inicial, las vias bioquimicas y las células
efectoras finales permanecen indefinidas y en controversia, asi como su relevancia

clinica.

2.3.4 PRECONDICIONAMIENTO ANESTESICO

Diversos agentes farmacoldégicos han actuado simulando al IPC pero sin

158,159 El

necesidad de realizar un periodo de isquemia transitoria término de

precondicionamiento anestésico (APC) fue descrito por primera vez en 1997 por dos

160.161 5] demostrar el efecto directo de precondicionamiento del

grupos independientes
anestésico halogenado isoflorane, via canales K-ATP, disminuyendo el tamafio del
infarto en dos estudios experimentales en animales. Posteriormente, multiples
estudios experimentales han evidenciado el efecto beneficioso del APC con
anestésicos inhalatorios, especialmente isoflorane y sevoflorane en la célula
cardiaca, reduciendo el tamafo del infarto, mejorando la contractilidad cardiaca y

162-165_ En el

preservando la viabilidad después de isquemia global en los miocitos
contexto clinico de la cirugia cardiaca, debido a la administracién concomitante
durante la cirugia de diferentes farmacos anestésicos que también pueden producir
proteccion miocardica, la evidencia es mas limitada. A pesar de ello, diversos estudios

clinicos 66168

que evaluan el precondicionamiento con anestésicos halogenados
demuestran una disminucién de la incidencia de infarto miocardico, niveles de

troponinas, estancia hospitalaria y mortalidad postoperatoria.

2.3.4.1 Bases moleculares y mecanismos de proteccion

Los estudios en modelos aislados de células cardiacas humanas vy
experimentales en animales sugieren que los compuestos y vias de senalizacion
intracelular implicados en el APC son similares a los de IPC (figura 13). La
preservacion del estado redox mitocondrial, la disminucién de la produccién de
citoquinas proinflamatorias y del acumulo de neutréfilos y la modulacion de la
apoptosis son, al igual que en el IPC, los mecanismos de proteccién frente a la lesion

por IR referenciados en la literatura en el APC con anestésicos inhalatorios'?* 162,
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Figura 13: Mecanismos moleculares en el precondicionamiento anestésico: La activacion de
sustancias iniciadoras como la adenosina por los anestésicos inhalatorios como el sevoflorane e
isoflorane activan diferentes vias de sefalizacion intracelular que convergen en el aumento de produccién
de NO o en la activaciéon de la PKC que activa los canales de Karp, ambos mecanismos implicados en el
precondicionamiento anestésico. Ad-R: adenosine receptor; Gas, Gai, Gaq, Gy : classes of G-protein; a
and [ adrenergic-R: adrenergic receptors; NOS: nitric oxide synthase; NO: nitric oxide; PLC:
phospholipase-C; IP3: inositoltrisphosphate; DAG: diacylglycerol; PKC: protein kinase-C; ROS:reactive
oxide species; RNOS: reactive nitrogen oxide species. (modificado de Zaugg M, J Muscle Res Cell Motil.
2003;24(2-3):219-49).

2.3.4.2 Precondicionamiento anestésico con anestésicos halogenados y cirugia

hepadtica

A diferencia del APC a nivel cardiaco, las referencias del APC con anestésicos
halogenados en estudios experimentales en cirugia hepatica demostrando diferentes

grados de proteccion frente a la IR son muy limitadas, siendo el sevoflorane y el

isoflorane los anestésicos inhalatorios implicados '3,

En la practica clinica, las referencias de APC con anestésicos halogenados son

escasas. Algunos trabajos comparan la administracién de sevoflorane durante todo el

procedimiento con otros anestésicos en cirugia hepatica'*'® con resultados

contradictorios. Unicamente el estudio clinico randomizado de Beck-Schimmer y

176

cols ™ realizado en hepatectomias, en el que se administraba un pretratamiento con
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sevoflorane previo a la oclusidon vascular continua para la reseccidn hepatica,
demuestra el efecto protector del mismo reduciendo significativamente las enzimas

hepaticas, las complicaciones postoperatorias y la estancia hospitalaria.

En resumen, los mecanismos moleculares implicados en el IPC y APC con
anestésicos halogenados son similares. Existe una amplia evidencia de la existencia
de ambos tipos de precondicionamiento tanto a nivel experimental como clinico en
cirugia cardiaca. En el contexto de la cirugia hepatica, el IPC ha demostrado su efecto
de proteccion frente a la IR y los estudios experimentales y clinicos realizados hasta
ahora en el APC con anestésicos inhalatorios, especialmente con sevoflorane son

esperanzadores aunque no concluyentes.

2.4 JUSTIFICACION PARA LA REALIZACION DE ESTA TESIS

La reseccion quirurgica es el unico tratamiento potencialmente curativo de los

enfermos con tumores hepaticos'’'®?’

, siendo la etiologia principal los tumores
metastasicos de origen colorrectal®. El cancer colorrectal es el tercero mas frecuente
en todo el mundo y un 50 % de los pacientes desarrollaran metastasis hepaticas a lo
largo de la evolucion de la enfermedad'®®. Por ello, una parte importante de la
poblacion va a precisar cirugia de reseccion hepatica, cirugia considerada de alto
riesgo*®*®. Cualquier medida que mejore la funcién del remanente hepatico disminuira
la morbimortalidad postoperatoria y la supervivencia a largo plazo de un gran numero
de pacientes.

La reseccion hepatica se realiza, generalmente, con la oclusion del pediculo
vascular o maniobra de Pringle*®* para evitar el sangrado masivo, una de las

complicaciones mas frecuentes y que implican mayor mortalidad®*>’

. La lesién por
isquemia reperfusion (IR) es inherente a las maniobras de clampaje-desclampaje del
hilio hepatico, siendo la consecuencia principal de la misma la disfuncion hepatica
postoperatoria que puede condicionar un aumento de la morbimortalidad de los
pacientes®*®®®’_ En situaciones en que los pacientes precisan resecciones mayores
ampliadas para obtener un resultado oncoldégicamente curativo o en aquellos que han
recibido tratamiento con quimioterapia adyuvante, las consecuencias de la lesién por
IR tienen un gran impacto en la funcién hepatica en el postoperatorio inmediato*®>.

El precondicionamiento isquémico ha sido utilizado para modular la lesion por
IR en cirugia hepatica realizada con clampaje continuo con resultados
beneficiosos 29152153 Existen evidencias cientificas de que en cirugia cardiaca el
efecto protector de la lesion por IR en la funcion del miocardio con anestésicos

halogenados (precondicionamiento anestésico) es semejante al que se obtiene con el
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precondicionamiento isquémico'®®'®. Aunque los mecanismos moleculares precisos
no son del todo bien conocidos, se han implicado predominantemente a la adenosina y
6xido nitrico en la génesis de ambos tipos de precondicionamiento?* 62,

A pesar de los beneficios del precondicionamiento anestésico, comparables
con los del precondicionamiento isquémico en cirugia cardiaca, en la cirugia de
reseccion hepatica el precondicionamiento anestésico sélo ha recibido una atencion
anecddtica en la literatura'™®.

La utilizacion del clampaje intermitente del hilio hepatico durante la cirugia de
reseccion hepatica condiciona una menor lesion por IR que la realizada con clampaje
continuo®. La combinacién de la reseccién hepatica efectuada con oclusion vascular
intermitente con otras estrategias que disminuyen la lesién por IR,
precondicionamiento isquémico o anestésico con halogenados, podria disminuir la
incidencia de complicaciones en este tipo de cirugia, lo que mejoraria el pronéstico de

los pacientes.
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El precondicionamiento inducido por isquemia transitoria y el producido
farmacoldégicamente con el anestésico halogenado sevoflorane provocan una
disminucion de la lesién celular debida a isquemia-reperfusion durante la cirugia de
reseccion hepatica realizada con oclusién vascular intermitente del hilio hepatico. La
disminucion del dafio hepatico se asociard a una menor incidencia de complicaciones

postoperatorias disminuyendo la morbimortalidad de los pacientes.
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General

Determinar la influencia sobre la funcién hepatica, lesién histolégica y evolucién
clinica del precondicionamiento isquémico y del precondicionamiento
anestésico con sevoflorane, durante la cirugia de resecciéon de las

tumoraciones hepaticas realizada con clampaje vascular intermitente.

Especificos

1. Determinar el impacto del precondicionamiento en la funcién hepatica
monitorizada mediante parametros bioquimicos de transaminasas, bilirrubina e

INR , tras la reseccién hepatica con maniobra de Pringle intermitente.

2. Evaluar la implicacion del precondicionamiento en los cambios de la
circulacion sinusoidal mediante la funcion excretora de las células del endotelio

sinusoidal con la determinacion del acido hialurénico.

3. Evaluar la influencia del precondicionamiento en la lesién histoldgica
postreseccion: esteatosis, infiltracién leucocitaria, congestion sinusoidal,

necrosis y activacion de caspasas.

4. Analizar la expresién tisular del oxido nitrico en los dos tipos de

precondicionamiento.

5. Analizar la evolucion e incidencia de complicaciones postoperatorias de las
resecciones hepaticas efectuadas con maniobra de Pringle intermitente con y

sin precondicionamiento.

6. Evaluar la supervivencia actuarial al afio en los pacientes con y sin
precondicionamiento tras la reseccidén hepatica con oclusién vascular

intermitente.

7. Valorar la influencia de ambos tipos de precondicionamiento segun el

tamafio de la reseccion hepatica realizada.
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Este estudio prospectivo y aleatorizado se realizé de enero del 2004 a febrero
2011. El estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital Universitari Mutua de

Terrassa y el consentimiento informado fue obtenido por escrito de cada paciente.

5.1 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se incluyeron de manera consecutiva 121 pacientes con el diagnéstico de
tumoracién hepatica e indicacién de reseccion como tratamiento electivo.

Se consideraron criterios de exclusion: edad inferior a 18 afos, diagnostico de
cirrosis hepatica, alteracion bioquimica de la funcién hepatica, enfermedad pulmonar,
cardiaca o renal severa y estado fisico preoperatorio ASA IV (American Society of

Anesthesiologists).

5.2 PROTOCOLO DE ESTUDIO

En todos los pacientes se aplico el mismo protocolo de actuacién: evaluacion
preoperatoria; técnica anestésica; técnica quirurgica y cuidados postoperatorios. El
procedimiento anestésico-quirurgico fue realizado en todos los casos por el mismo

equipo de anestesiélogos y cirujanos.

5.2.1 TECNICA ANESTESICA

El protocolo anestésico fue rigurosamente aplicado a todos los pacientes del
estudio. En el éarea quirurgica los pacientes se premedicaron con midazolan
endovenoso y tras la monitorizacion basica (electrocardiografia, presion arterial
incruenta y pulsioximetria) se procedidé a la colocacion de catéter epidural a nivel
toracico (T9-T11) para control analgésico postoperatorio. La induccidén anestésica se
efectué con Propofol (2-3 mg/kg) y fentanilo (2 pg/kg) y la relajacién muscular con
besilato de atracurium (0.5 mg/kg). EI mantenimiento anestésico se realizé6 con
perfusion continua iv de propofol TCI (target-controlled infusion) segin monitorizacién
del nivel de consciencia mediante analisis biespectral (B.l.S.), manteniendo valores
entre 40-60, remifentanilo (0.1-0.3 pg/kg/min) y bolus suplementarios de fentanilo. El
bloqueo neuromuscular se mantuvo con perfusién iv de besilato de atracurium (0.3 pg/
kg/min). Las caracteristicas de la ventilacion mecénica (Datex-Ohmeda S/5) se
adaptaron para mantener una PaCO2 entre 35-38 mmHg y una PaO2 entre 180-220
mmHg. La monitorizacion incluyd electrocardiografia continua (DIl y V5), analisis
continuo del segmento ST, analizador de gases inspirados y espirados, pulsioximetria
y ETCO2 (Datex-Ohmeda S/5). Se coloco un catéter de doble luz en la vena yugular

interna derecha para control de la presién venosa central (PVC), y un catéter arterial
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radial, para la monitorizacién continua de la presion arterial. El indice cardiaco se
obtuvo de forma no invasiva mediante doppler esofagico (CardioQ. Deltex Medical)
(Figura 14).

El objetivo terapéutico durante la cirugia estuvo dirigido a mantener una
presién arterial media (PAM) =65 mm Hg, indice cardiaco =2,4 I/min/m?, y una PVC
<5mmHg. La reposicién de la volemia se realizé con el criterio de restriccion hidrica. A
todos los pacientes se les administré una perfusion iv de dopamina 2-2,5 pg/kg/min.
Si la PAM era inferior a 60 mmHg y las dosis requeridas de dopamina eran superiores
a 8 pg/kg/min, se iniciaba una perfusion iv de noradrenalina (0,04-0,08 pg/kg/ min). El
punto de corte transfusional fue de hemoglobina < 8,5 g/dl. A los pacientes con
reseccion mayor o con una ratio normalizada internacional (INR) >1,5, se les
administraron dos unidades de plasma fresco congelado, una vez finalizada la
reseccion. Al inicio del cierre de la laparotomia, se retird la perfusion de remifentanilo y
se administré por via epidural bupivacaina al 0,25% 6-8 ml y 6 mgr de metadona,
analgesia que se continué en el postoperatorio. Todos los pacientes se extubaron en
quirdfano y fueron trasladados a la unidad de reanimacion postquirirgica donde
permanecieron las primeras cinco o seis horas para ser posteriormente transferidos a

la unidad de semicriticos.

Figura 14: Monitor Datex-Omheda S/5 y Monitor CardioQ : monitorizacion hemodinamica incluyendo
PVC, PA e IC en un paciente del estudio.

5.2.2 TECNICA QUIRURGICA

Las lesiones hepaticas se localizaron preoperatoriamente por tomografia
computerizada, resonancia magnética y/o tomografia por emision de positrones. La
cirugia se llevé a cabo mediante laparotomia subcostal bilateral o laparotomia en “J”
cuando la reseccion afecté a los segmentos posteriores derechos del higado. Tras la
movilizacion hepatica, se efectué una ecografia intraoperatoria sistematica para

identificar con exactitud todas las metastasis hepaticas presentes, sus relaciones con
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los elementos vasculares y decidir el tipo de reseccion a practicar (terminologia de

Brisbane)*"%.

Se consideré hepatectomia mayor si el numero de segmentos
resecados era igual o superior a tres y hepatectomia menor si era inferior.

La reseccion hepatica se realizd mediante transeccidn parenquimatosa con
aspirador ultrasénico (Cavitron®) y un coagulador por radiofrecuencia (Tissuelink®)
(Figura 15). En todos los pacientes la reseccion se efectu6 con la maniobra de Pringle
intermitente ( 15 minutos de oclusién del pediculo hepatico y 5 minutos sin clampaje)
(Figura 16), para evitar la pérdida sanguinea durante la transeccion hepatica. El
margen de reseccién se controld intraoperatoriamente mediante ecografia y se
comprobo al finalizar la intervencion. Sistematicamente se utilizaron los drenajes de
“silastic” seguido del cierre de la laparotomia. Se realizdé una biopsia hepatica al inicio

y una hora posterior a la reseccidon hepatica, para la obtencion de muestras necesarias

para el estudio.

Figura 16: Clampaje del hilio hepatico (maniobra de Pringle)
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5.3 ALEATORIZACION Y GRUPOS DE ESTUDIO

Tras la induccion anestésica, los pacientes se aleatorizaron en tres grupos
(figura 17):

a Grupo de precondicionamiento isquémico (IPC): En este grupo de

pacientes se realizdé clampaje del hilio hepatico durante 10 minutos seguido de 10
minutos de reperfusion previo al clampaje vascular intermitente para realizar la

reseccion.

b. Grupo de precondicionamiento anestésico (APC): En este grupo del
estudio, previo al clampaje vascular intermitente, se interrumpié la administracién de la
perfusion de propofol y se administr6 durante 20 minutos sevoflorane a una
concentracion alveolar minima (CAM) de 1,5, siguiendo posteriormente la intervencion
con propofol.

c. Grupo de clampaje vascular intermitente (INT): En este grupo, durante los

20 minutos previos al clampaje intermitente para realizar la reseccién, no se realizd
ningun tipo de precondicionamiento isquémico ni anestésico. Por tanto pueden

considerarse a estos pacientes como un grupo control.

La secuencia de aleatorizacion se generd por ordenador y los pacientes fueron
distribuidos en una tabla simple de numeros aleatorios. También se estratifico la
cohorte de estudio segun la extension de la reseccién, hepatectomia mayor o menor,
para valorar si la extensién de la cirugia podia influir en el andlisis de los resultados
del precondicionamiento. Los protocolos de precondicionamiento del estudio se

basaron en publicaciones previas'**'"’.
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INFUSION PROPOFOL

IPC MOVILIZACION TRANSECCION HEPATICA | 60 min PERIODO
HEPATICA Clampaje intermitente POSTOPERATORIO
v v
INDUCCION FINAL DE CIRUGIA
ANESTESICA
INFUSION PROPOFOL INFUSION PROPOFOL
APC MOVILIZACION | APC | TRANSECCION HEPATICA | 60 min PERIODO
HEPATICA 20min | Clampaje intermitente POSTOPERATORIO
v v
INDUCCION FINAL DE CIRUGIA
ANESTESICA INFUSION PROPOFOL
INT MOVILIZACION TRANSECCION HEPATICA | 60 min PERIODO
HEPATICA Clampaje intermitente POSTOPERATORIO
v v
INDUCCION FINAL DE CIRUGIA
ANESTESICA

Figura 17: Protocolo de estudio. IPC: precondicionamiento isquémico; APC: precondicionamiento
anestésico; INT: clampaje intermitente.

5.4 DETERMINACIONES, METODOLOGIA Y PROCESAMIENTO DE
MUESTRAS

5.4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y BIOQUIMICAS

Se analizaron: a) caracteristicas demograficas: sexo, edad, indice de masa
corporal (IMC); b) caracteristicas clinicas: estado fisico segun la escala de la
American Society of Anesthesiologists (ASA), condiciones médicas de comorbilidad

categorizadas con el indice de severidad de Charlson'®

(enfermedad pulmonar,
cardiopatia, diabetes mellitus); c) datos bioquimicos basales: hemoglobina,
plaquetas, creatinina, aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa
(ALT), bilirrubina, tiempo de protrombina expresado segun la ratio internacional

normalizada (INR) y acido hialurénico (HA). Ademas se registraron otros factores que
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influyen en la enfermedad hepatica: quimioterapia adyuvante, presencia de esteatosis

y etiologia tumoral.

5.4.2. DATOS INTRAOPERATORIOS

Las variables quirdrgicas analizadas en este periodo fueron: el tipo de
reseccion y la duracion de la misma; el numero de clampajes de la triada portal; el
tiempo de isquemia total y la pérdida hematica estimada, calculada como la suma de
la cantidad de sangre presente en los aspiradores externos y el diferencial del peso de
las gasas.

Las variables hemodinamicas evaluadas fueron: frecuencia cardiaca ( FC,
latidos por minuto), PAM (mm Hg), PVC (mm Hg), IC ( litros/minuto/m? ) y el indice de
resistencia vascular sistémica (IRVS, dinas.seg.m%cm®). Todas ellas fueron
registradas en unos tiempos concretos del procedimiento anestésico-quirurgico: a) T1:
tiempo basal: después de la induccidn anestésica; b) T2: después de los 20 minutos
del precondicionamiento; c) Px: durante la transeccion hepatica, a los 10 minutos de
cada maniobra de Pringle y Ux : al minuto posterior a cada desclampaje del hilio
hepatico y d) T3: a los 60 minutos de finalizada la reseccion hepatica.

Se registraron los siguientes datos clinicos: transfusion de derivados
sanguineos, necesidad de soporte vasoactivo con administracion de noradrenalina y
complicaciones intraoperatorias meédicas y quirurgicas tal como se detallan a
continuacion:

1. Hipotensién: Definida como disminucion de la PAM un 20% de la basal o

inferior a 65 mm Hg.
2. Hipertension: Definida como un aumento de la tension arterial por encima del
20% de la basal.

3. Taquicardia: Definida como aumento de la frecuencia cardiaca por encima

de 100 latidos por minuto.
4. Bradicardia: Definida como disminucion de la frecuencia cardiaca por debajo
de 40 latidos por minuto.

5. Otras arritmias: arritmias supra y ventriculares.

6. Disminucién del gasto cardiaco: Definida como IC <2,4 litros/minuto/m?

9.Embolia aérea: Definida por una disminucion brusca de la ETCO2,

hipotension y desaturacién por pulsioximetria.

10.Hemorragia intraoperatoria: Se consideré como complicacion cuando fue

superior a una pérdida total de 15ml/kg

11. Fallecimiento
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5.4.3 DETERMINACIONES ANALITICAS Y BIOPSIAS

Las muestras sanguineas para la determinacién de los datos bioquimicos y las
biopsias de tejido hepatico para la valoraciéon de la lesion histologica, actividad de
caspasa 3 y determinacién de la expresion tisular de NO, se obtuvieron en los
siguientes momentos especificos del intra y postoperatorio:

a.Después de la induccién anestésica, muestra sanguinea basal: marcadores
de funcién hepatica y HA.

b.Durante la movilizacidon hepatica previo al periodo de precondicionamiento
(biopsia hepatica basal) (Figura 18)

c.A los 60 minutos del final de la reseccion hepatica (muestra sanguinea:
marcadores de funcién hepatica , HA y biopsia hepatica)

e.A las seis y 24 horas del final de la reseccion hepatica y diariamente durante
la primera semana posterior a la intervencion (muestra sanguinea: marcadores de
funcién hepatica).

Las biopsias hepaticas para la determinacion de la expresion tisular de NO se

congelaron inmediatamente a -170°C en nitrégeno liquido. (Figura 19)

Figura 19: Preservacion de la biopsia hepatica: inmersién en nitrégeno liquido.
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5.4.3.1 Marcadores de funcién hepatica.

Las AST y ALT como indicadoras de lesién hepatocelular, bilirrubina total
como marcador de la funcion de extraccion hepatica y el INR como marcador de
sintesis hepatica fueron medidos en los analizadores Hitachi 7 179 A y STA Neoplastin

Plus en el laboratorio del Hospital Universitari Mutua de Terrassa.

5.4.3.2 Acido hialurénico sérico (HA).

Para la valoracién de la lesion de las células sinusoidales endoteliales se
determind el acido hialurénico en sangre de la vena cava superior, para ello se
obtuvieron 5ml de sangre que se centrifugaron a 8000 rpm durante 15 minutos y la
alicuota del plasma sobrenadante se colocé en un tubo de 3ml inespecifico
congelandose a -80°C hasta su procesamiento. Los niveles séricos de HA fueron
obtenidos utilizando un Kit comercial de radioinmunoensayo (RIA). Los resultados se

expresaron en ug/L. Este analisis se realizo en el Hospital Clinic de Barcelona.

5.4.3.3 Lesién histolégica.

Las muestras de tejido se fijaron inmediatamente tras su extraccion en una
solucién al 4% de formaldehido. Posteriormente fueron incluidas en bloques de
parafina, seccionadas y tefiidas con la tincion de hematoxilina-eosina (H-E) para su
estudio histologico. La severidad de la esteatosis micro y macrovesicular se valor6 de
forma cuantitativa (ninguna: £10%; leve: >10% a <20%; moderada: >20% a <30%;
severa: >30%). El grado de congestion sinusoidal y dilatacion fue clasificado en
grado 1 (minima dilatacién centrolobular), grado 2 (dilatacion ocupando 2/3 del I6bulo)
y grado 3 (dilatacion de todo Iébulo). Finalmente, la infiltracién leucocitaria, lesion
histolégica clave en la lesion hepatica por IR, y la necrosis fueron evaluadas y
clasificadas cualitativamente en leve, moderada y severa. Cada biopsia fue evaluada

por el mismo patdlogo, desconociendo el grupo al que pertenecia la muestras.

5.4.3.4 Determinacidn enzimatica de Caspasa 3.

La actividad enzimatica de la Caspasa 3 se determiné mediante una reaccion
inmunohistoquimica utilizando una técnica peroxidasa-antiperoxidasa. Los bloques de
parafina fueron cortados en unas secciones de 4-um, colocados en laminillas e
incubados con el anticuerpo primario, conejo policlonal, clon caspasa 3 N/A
(prediluido, Biocare Medical). Las reacciones se compararon siempre con un control
positivo (amigdala humana). Para evaluar la expresion proteica, se seleccionaron las
células coloreadas de cada laminilla. El porcentaje de células positivas (positividad
nuclear) se calculdé en tres campos microscopicos a 405 nm, con un total de 300

células contadas (positivas y negativas). Para la evaluacion cuantitativa del estado
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apoptoico, el numero de células apoptoicas presentes en cada seccion se expresod

179,180
)

como fraccion del total de hepatocitos, esto se conoce como indice apoptoico el

cual se calculd para cada biopsia.

5.4.3.5 Forma inducible de la enzima 6xido nitrico sintetasa

Las muestras de tejido fueron inmediatamente congeladas a -170°C en
nitrégeno liquido para evitar su rapida degradacion. Se determiné la expresion tisular
de la forma inducible de la enzima o6xido nitrico sintetasa (iNOS) en los hepatocitos
mediante aislamiento de RNA y determinacion cuantitativa de PCR ( polymerase chain
reaction). El total del RNA fue aislado del tejido hepatico utilizando Trizol como
reactivo (Invitrogen) segun las indicaciones del protocolo del producto. La
concentracion de RNA fue determinada utilizando un espectrofotometro de 1000
nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Para la cuantificacion de RNAm, fue sintetizado
DNACc utilizandose un Kit especifico (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit;
Life Technologies) de acuerdo con los protocolos de actuacion del Kit. La
determinacion cuantitativa de PCR fue realizada de forma duplicada utilizando sondas
TagMan para iNOS humana (Applied Biosystems) en un lightCycler 480 System
(Roche). Los niveles de mRNA fueron normalizados a la expresién 18s, que fue
utilizado como gen control. Los resultados fueron expresados como incremento de
cambio respecto al basal. Estas determinaciones se realizaron en el Centro Esther

Koplowitz de Barcelona.

5.4.4 EVOLUCION POSTOPERATORIA

Las complicaciones postoperatorias se clasificaron segun la clasificacion
Dindo-Clavien''. Consideramos complicaciones menores los grados | y Il y
complicaciones mayores los grados lll, IV y V de dicha clasificacion. El grado de PHLF
fue definido segun las guias del ISGL®' (tabla 1).

Las variables postoperatorias analizadas incluyeron morbilidad, definida como
una complicacién que prolonga la estancia hospitalaria o afecta la evolucién
postoperatoria, mortalidad (muerte durante la estancia hospitalaria o durante los 30
dias posteriores a la intervencion), ingreso en la unidad de cuidados intensivos,

estancia hospitalaria y supervivencia actuarial anual.
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Se registraron especificamente las siguientes complicaciones en los primeros 7
dias del postoperatorio:

1.Complicaciones quirdrgicas:

a. Reintervencion y motivo de la misma

b. Infeccion quirdrgica: pared abdominal, absceso subfrénico

c. Fistula biliar: definida como concentracién de bilirrubina en el liquido
del drenaje superior a tres veces la sérica.

. Hiperbilirrubinemia: Definida como niveles de bilirrubina >3mgr/dL

. Ascitis: diagnosticada clinicamente.
. Encefalopatia en sus diferentes grados de 1 a 4
. PHLF moderada o severa : PHLFBo C

. Disfuncion renal: aumento del 50% de los valores basales de creatinina

. Anemia: Definida como valores de hemoglobina<8 mg/dL

0 N o o0 |~ W W

. Fallecimiento

5.5 RECOGIDA DE DATOS

Los pacientes tributarios de reseccién hepatica que no cumplian ninguno de los
criterios de exclusion y que aceptaron participar en el estudio fueron aleatorizados y se
les asigné a uno de los grupos de estudio previo a la induccién anestésica. Los
parametros clinicos y de laboratorio se recogieron en la historia clinica y se incluyeron
en una base de datos disefiada para tal efecto mediante el programa MS-ACCESS. La
determinacion sanguinea de acido hialuronico y de iNOS en tejido hepatico se llevaron
a cabo cuando se hubo incluido el ultimo paciente, mientras tanto permanecieron

congeladas a -80°C.

5.6 TAMANO MUESTRAL

El calculo de la muestra se llevé a cabo teniendo en cuenta los valores de
AST como marcador principal de dafio hepatico celular. Segun lo referenciado en la
bibliografia'?®'%%'% |a diferencia porcentual de los pacientes en los que se aplica un
IPC y en los que se realiza el tiempo de isquemia directamente es de un 30% menor a
favor del grupo en el que se aplica el precondicionamiento. Asi en nuestro estudio
seria significativo obtener un indice de lesion tisular (mediante la medicion de las AST)
del 30% o menor en los grupos de precondicionamiento isquémico y/o anestésico
respecto al obtenido en el grupo control con un error tipo | (alfa) del 0,05 y una
potencia del 80%. El resultado de la N calculada con estos parametros es de 105

pacientes, 35 por cada grupo.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se expresaron como frecuencia absoluta y relativa
(porcentajes). Las variables cuantitativas se expresaron como medias (desviacién
estandar [SD]) si su distribucion seguia la normal y, mediana (rango de interquartil
[IQR]) cuando no. Para comparar medias entre grupos utilizamos la prueba de andlisis
de la Varianza (ANOVA) cuando las distribuciones seguian la normal, y la prueba de
Kruskal-Wallis en caso contrario. La prueba de Chi cuadrado fue utilizada para
comparar proporciones. La prueba del analisis de la varianza para medidas repetidas
fue utilizado para analizar las variables hemodinamicas y bioquimicas a lo largo del
tiempo del estudio. La representacién grafica de las variables hemodinamicas se
expresaron en medias y su 95% de intervalo de confianza (IC) y la representacion
grafica de los parametros bioquimicos se expresaron en medianas y su 95% de IC.
Para comparar los picos de aumento de las variables bioquimicas, se realizdé un
analisis de regresion lineal. Asimismo, se ajustdé el modelo por edad, ALT, AST vy
bilirrubina basal, esteatosis, quimioterapia, tiempo de isquemia total y tipo de
reseccion para excluir posibles diferencias entre los grupos de pacientes a pesar de la
aleatorizacion. La correlacion entre variables categoricas fue evaluada por la prueba V
de Cramer (entre variables nominales) y Kendall tau-b (entre variables ordinales). La
correlacion entre variables cuantitativas fue valorada mediante la prueba de Rho
Spearman en caso de distribuciones no normales o la R de Pearson para
distribuciones normales. Se utilizé el paquete estadistico IBM-SPSS (version 19.0,

2010). Valores de p <0,05 se consideraron significativos.

5.8 EFECTOS DE LA DURACION DEL ESTUDIO

Como la duracién del estudio fue durante casi 8 afos, se estratificaron los
pacientes incluidos en tres periodos (2004-2006, 2007-2009, 2010-2011) analizando si
habia diferencias estadisticamente significativas entre diferentes variables de los tres
periodos, para verificar si la muestra seguia siendo homogénea. Se analizaron
especialmente las variables preoperatorias que podian tener influencia en los
resultados, como la edad, comorbilidad cardiovascular y diabetes mellitus, el
tratamiento con quimioterapia y la presencia de esteatosis. En ninguna de las

variables estudiadas se encontraron diferencias significativas ( tabla 2)
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Tabla 2 : Comparacion de los datos preoperatorios en los diferentes afos de estudio

2004/06 2007/09 2010/11 P
(n=36) (n=15) (n=55)
Edad* 59 (22) 63 (21) 64 (15) 0,588
Comorbilidad cardiovascular** 14 (38,9) 3 (20) 28 (50,9) 0,087
Diabetes Mellitus** 5 (13,9) 4 (26,7) 7 (12,7) 0,397
Quimioterapia adyuvante** 24 (66,7) 9 (60) 41 (74) 0,487
Esteatosis preoperatoria** 10 (28,6) 3 (20) 14 (25,5) 0,815

*Datos expresados en medianas (IQR). **Datos expresados en numeros de casos (porcentaje)

Durante los afos del estudio, se realizaron una serie de modificaciones en el
mismo, debido al cambio en la disponibilidad para la obtenciéon de los datos en unos
parametros especificos:

Monitorizacion del Gasto Cardiaco

La monitorizacion del GC fue de forma no invasiva en todos los pacientes del
estudio, pero en la fase inicial estaba a nuestra disposicion el método NICO (Monitor
NICO Novametrix), que posteriormente fue sustituido por el método CardioQ (Deltex
Medical). La eficacia de ambos es comparable con el Swanz-Ganz, como se ha
publicado en diferentes estudios'®*'®*. Un 27% de los pacientes estuvo monitorizado
con NICO y un 73% con cardioQ.

Determinacion de la expresion tisular de Adenosina

En el disefio del estudio, se definidé la expresion tisular de adenosina como
parametro para evaluar la implicacion de esta molécula en los dos tipos de
precondicionamiento. Durante los primeros 15 pacientes del estudio, en el aino 2004,
pudo determinarse la adenosina en tejido hepatico por el laboratorio del Hospital Clinic
de Barcelona, donde tenian puesta a punto la técnica debido a otros estudios.
Posteriormente, una vez incluidos todos los pacientes, en el 2011, esto no fue posible,
ni en este laboratorio ni en otros laboratorios espafioles, por lo que se decidié cambiar
la determinacién de la molécula implicada en el mecanismo de proteccion del
precondicionamiento. Como se postula que el efecto protector de la adenosina se
debe a la activacién de los receptores A, y a la posterior liberacion de 6éxido

nitri0069,141,142

y se considera a este ultimo involucrado en el mecanismo molecular del
precondicionamiento hepatico; se decidié la determinacién de NO en tejido hepatico
para valorar su implicacion en el efecto protector de los dos tipos de

precondicionamiento evaluados en nuestro estudio.



6. RESULTADOS 77

6. RESULTADOS



78

6. RESULTADOS



6. RESULTADOS 79

6.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Se aleatorizaron 121 pacientes. En la figura 20 se representa el proceso de
inclusion. Doce pacientes fueron excluidos debido a la presencia de enfermedad
diseminada. Los 109 pacientes restantes fueron aleatorizados en los tres grupos de
estudio. Posteriormente, tres pacientes ASA lll y Charlson >6, uno en cada grupo de
estudio, se excluyeron por necesitar durante los clampajes del hilio hepatico altas
dosis de noradrenalina, realizandose la reseccion hepatica sin maniobra de Pringle.

Finalmente 106 pacientes fueron incluidos en el analisis del estudio.

121 pacientes

;( Excluidos 12 p
Enfermedad
diseminada

) 4

109 pacientes

—>
y

Excluidolp
No PM

106
pacientes

Excluido
1p no PM

Excluido
1p no PM

Figura 20: Algoritmo de inclusion. IPC: precondicionamiento isquémico; APC: precondicionamiento
anestésico; INT: clampaje intermitente. PM: maniobra de Pringle.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes entre los distintos grupos del
estudio (tabla 3). El 80% de los pacientes se encontraban en una franja de edad
comprendida entre los 60-70 afios. No habia predomino de sexo. La comorbilidad mas
frecuente era la cardiovascular. A pesar de que un 70% de los pacientes habian
recibido quimioterapia adyuvante, la incidencia de esteatosis basal fue del 25% y de
caracter leve. Las cifras basales de acido hialurénico (HA) se encontraban también
dentro de la normalidad. La indicacion mas frecuente fue la cirugia de metastasis

hepaticas por cancer de colorrectal (80%).
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Tabla 3. Caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas de los pacientes

IPC (n = 36) APC (n = 34) INT (n = 36) P
Edad, a 59,5 (21) 65 (12) 62 (20) 0,072
Sexo masculino, (n [%]). 15 (41,7) 23 (67,6) 20 (58,8) 0,092
IMC 25,9 (6,1) 27 (4,8) 25,8 (6,3) 0,547
ASA /171, n® 1/31/4 0/28/6 2/29/5 0,643
indice Charlson 6 (0) 7(1) 6 (1) 0,107
Comorbilidad, (n [%]).
Cardiovascular 14 (38,8) 20( 58,8) 14 (38,8) 0,062
Enfermedad Pulmonar 5(13,8) 9 (26,4) 10 (27,7) 0,301
Diabetes mellitus 3(8,3) 9 (26,4) 4 (11,1) 0,076
ALT, U/L 21 (16,5) 19,8 (15) 18,8 (11,7) 0,133
AST, U/L 24,1 (16,5) 21,6 (15) 19,9 (9) 0,083
Bilirrubina, mg/dL 0,44 (0,38) 0,5 (0,33) 0,5 (0,21) 0,924
INR 1(0,07) 0,99 (0,08) 0,99 (0,08) 0,771
Hemoglobina, mg/dL 13,7 (3,03) 13,5 (1,88) 12,9 (2,57) 0,465
Plaquetas, x 10° 213 (118) 224 (95) 198 (92) 0,644
Creatinina, mg/dL 0,8 (0,31) 0,9 (0,35) 0,89 (0,40) 0,450
Quimioterapia adyuvante,(n [%]). 28 (77,8) 25 (73,5) 21 (58,3) 0,169
Esteatosis leve-mod. (n [%)]). 8 (22,22) 10 (29,4) 9 (25) 0,789
Acido hialurénico (ugr/L) 42,5 (39,5) 45,8 (49,6) 36,7 (33,8) 0,671
Etiologia tumoral (n [%]). 0,438
Metastasis ca. colorrectal 27 (75) 30 (88,3) 28 (77,7) 0,345
Tumor hepatico primario
Adenoma 0 0 2 (5,6) 0,138
Hepatocarcinoma 1(2,8) 1(2,9) 1(2,8) 0,998
Colangiocarcinoma 1(2,8) 1(2,9) 2 (5,6) 0,787
Otras metastasis 7 (19,4) 2 (5,9) 3 (8,3) 0,158

IPC: precondicionamiento isquémico; APC: precondicionamiento anestésico; INT: clampaje intermitente;
IMC: indice de masa corporal; ALT: alanino aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; INR:

ratio normalizada internacional. Datos presentados como mediana ( interquartil, IQR)

porcentaje.

0 numero y
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6.2 DATOS INTRAOPERATORIOS

El tipo de reseccion hepatica realizada, numero de clampajes y tiempo de
isquemia total, tiempo quirurgico, hemorragia intraoperatoria y requerimientos
transfusionales fueron similares en los tres grupos como se muestra en la tabla 4. La
indicacion de reseccién mayor fue aproximadamente de un 50 % en todos los grupos.
Se realiz6 una media de tres clampajes del hilio hepatico para finalizar la reseccién. La
pérdida sanguinea media estimada fue de aproximadamente unos 500 mly un 14% de

los pacientes precisaron transfusion de concentrados de hematies.

Tabla 4. Datos intraoperatorios : variables quiriurgicas y requerimiento transfusional

IPC (n = 36) APC (n = 34) INT (n = 36) P
Reseccion mayor/menor, n° 21/15 18/16 19117 0,866
Hemorragia. ml 500 (100) 500 (100) 450 (200) 0,593
Pacientes transfundidos, n° 6 4 5 0,559
Tiempo isquemia total, min 50 (22,8) 46.3 (26,6) 52.6 (29,3) 0,144
Numero de clampajes 3(1) 3(1) 3(1) 0,265
Tiempo quirdrgico, min 300 (45) 300 (64) 300 (60) 0,291

Datos presentados como mediana (IQR) o nimero de casos.

6.3.1 HEMODINAMIA'Y COMPLICACIONES INTRAOPERATORIAS

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los parametros

hemodinamicos basales entre los diferentes grupos de estudio (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros hemodinamicos basales

IPC(n=36) APC (n=34) INT (n = 36) P
PAM (mm Hg) 91,54 (11,7) 99,1 (12,2) 94,19 (11,7) 0,050
FC (latidos por minuto) 72,03 (13,01) 72,47 (16,9) 71,67 (13,1) 0,973
PVC (mm Hg) 4,47 (1,5) 4,97 (2,2) 5,25 (2,2) 0,255
IC (Litros/minuto/m?) 3,16 (0,94) 2,73 (0,55) 2,88 (0,62) 0,157
IRVS (dinas.seg.m?.cm®) 2366,2 (145,1) 2856,7 (100,9) 2549,1 (111,06) 0,130

PAM: Presién arterial media; FC: frecuencia cardiaca; PVC: presion venosa central; IC: indice cardiaco;
IRVS: indice resistencia vascular sistémica. Datos expresados en media y su desviacion estandar.



82 6. RESULTADOS

6.3.1.1 Presion arterial media.
La presion arterial media experimenté un aumento no significativo en todos los
pacientes durante las diferentes maniobras de Pringle y un descenso durante sus

desclampajes, pero sin diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes

grupos del estudio (p=0,794) (figura 21)
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Figura 21: Representacion grafica de la evolucion de la presion arterial media en los tres grupos
de estudio. PAM (presion arterial media); T1 (tiempo basal); T2 ( postprecondicionamiento); Px (a los 10
minutos de cada clampaje);Ux (al minuto de cada desclampaje) y T3 (1 hora postreseccién). Los valores
expresan la media y su intervalo de confianza del 95 %.* Los valores de los tiempos de Pringle P5, P6 vy

P7 no se desarrollan por falta de efectivos en los grupos de estudio

6.3.1.2 Frecuencia cardiaca.

Todos los pacientes presentaron un ligero aumento de la frecuencia cardiaca
sin significancia durante las diferentes fases de la transecciéon. Aunque no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos

(p=0,194), el grupo de clampaje intermitente ( INT) tenian unos valores mas elevados

(figura 22)
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Figura 22: Representacion grafica de la evolucion de la frecuencia cardiaca en los tres grupos de
estudio. FC (frecuencia cardiaca); T1 (tiempo basal); T2 ( postprecondicionamiento); Px (a los 10 minutos
de cada clampaje);Ux (al minuto de cada desclampaje) y T3 (1 hora postreseccion). Los valores expresan
la media y su intervalo de confianza del 95 %. * Los valores de los tiempos de Pringle P5, P6 y P7 no se

desarrollan por falta de efectivos en los grupos de estudio

6.3.1.3 Presion venosa central.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
estudio (p=0,421), permaneciendo en todos los casos durante la transeccion, en
valores inferiores a 6 mmHg y con valores mas elevados durante la fase posterior

(figura 23)

Grupo de estudio
LIPC
7 APC
T INT

PVC (mmHg)
g

o-— T T T T T T T T J T T T T T T T T
T T2 P1 u1 P2 u2 P3 u3 P4 U4 P5 us P6 us P7 u7 T3

Intraoperatorio

Figura 23: Representacion grafica de la evolucion de la presion venosa central en los tres grupos
de estudio. PVC (presion venosa central); T1 (tiempo basal); T2 ( postprecondicionamiento); Px (a los 10
minutos de cada clampaje);Ux (al minuto de cada desclampaje) y T3 (1 hora postreseccién). Los valores
expresan la media y su intervalo de confianza del 95 %. * Los valores de los tiempos de Pringle P5, P6 y

P7 no se desarrollan por falta de efectivos en los grupos de estudio.
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6.3.1.4 Indice cardiaco.

De forma similar en los tres grupos (p=0,706), durante la transeccién hepatica,
con cada clampaje del hilio hepatico, todos los pacientes presentaban una disminucion
estadisticamente no significativa del IC y un aumento no significativo del mismo

durante los desclampajes (figura 24)
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Figura 24: Representacion grafica de la evoluciéon del indice cardiaco en los tres grupos de
estudio. IC (indice cardiaco); T1 (tiempo basal); T2 ( postprecondicionamiento); Px (a los 10 minutos de
cada clampaje);Ux (al minuto de cada desclampaje) y T3 (1 hora postreseccion). Los valores expresan la
media y su intervalo de confianza del 95 %. * Los valores de los tiempos de Pringle P5, P6 y P7 no se
desarrollan por falta de efectivos en los grupos de estudio

6.3.1.5 Indice de resistencias vasculares sistémicas:

El IRVS experimentd un aumento, aunque estadisticamente no significativo, en
todos los pacientes durante las diferentes maniobras de Pringle y un descenso
igualmente no significativo, en los desclampajes del hilio hepético. Este

comportamiento fue similar en todos los grupos de estudio (p=0,996). (figura 25)
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Figura 25: Representacion grafica de la evolucion de las resistencias vasculares sistémicas en los
tres grupos de estudio. IRVS (indice de resistencias vasculares sistémicas); T1 (tiempo basal); T2 (
postprecondicionamiento); Px (a los 10 minutos de cada clampaje);Ux (al minuto de cada desclampaje) y
T3 (1 hora postreseccion). Los valores expresan la media y su intervalo de confianza del 95 %.* Los
valores de los tiempos de Pringle P5, P6 y P7 no se desarrollan por falta de efectivos en los grupos de
estudio.

6.3.1.6 Complicaciones intraoperatorias

La hipertension arterial (29,2%), taquicardia (23,6%), disminucién del indice
cardiaco (19,8%) e hipotension (17,9%) fueron las complicaciones mas frecuentes,
aunque sin diferencias entre grupos. La administracién de perfusion de noradrenalina
fue necesaria en un 6,6% de los pacientes sin diferencias entre los tres grupos de
estudio. Otras complicaciones a destacar, fueron bradicardia (5,6%), Broncoespasmo
(1,8%) y neumotorax (1,8%).

6.4 FUNCION HEPATICA POSTOPERATORIA

6.4.1 LESION HEPATOCELULAR.

6.4.1.1 Transaminasas

La evolucidon de las transaminasas (AST y ALT) durante los 7 dias
postoperatorios fue similar en los tres grupos de estudio (AST: p=0,128; ALT:
p=0,674). Todos los pacientes presentaron un incremento significativo de éstas a las
6-24 horas postintervencion, disminuyendo progresivamente a partir de 2° dia ( figura
26).
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Figura 26: Cinética de las transaminasas durante el periodo postoperatorio. Los grupos presentan
un incremento significativo (p<0,001) en los parametros estudiados pero sin diferencias entre los grupos
de estudio. Los valores expresan medianas e intervalo de confianza 95% de la mediana.

6.4.1.2 Bilirrubina y tiempo de protrombina

Estos dos parametros analiticos de funcion hepatica presentaron una evolucion
similar (bilirrubina: p=0,964; INR: p=0,343) en los tres grupos, en todo el periodo
postoperatorio, con un incremento significativo en todos los pacientes en el primer y
segundo dia para descender posteriormente al final de la primera semana de la

intervencion ( figura 27)
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Figura 27: Cinética de los valores de bilirrubina y INR durante el postoperatorio. Los grupos
presentan un incremento significativo (p<0,001) en los parametros estudiados pero sin diferencias entre
los grupos de estudio. Los valores expresan mediana e intervalos de confianza 95% de la mediana.
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Si analizamos los niveles de maximo incremento de las transaminasas durante
el periodo postoperatorio, podemos observar un incremento significativo (p=0,041) de
los niveles AST en el grupo de precondicionamiento isquémico, pero si ajustamos los
resultados por edad, ALT, AST, INR, acido hialurénico y bilirrubina basales, esteatosis,
quimioterapia, tiempo de isquemia total y tipo de reseccion para excluir posibles
diferencias entre los grupos de pacientes a pesar de la aleatorizacion, esta diferencia
desaparece (p=0,053). En cambio, en el caso de la bilirrubina y INR, al analizar los
niveles pico de los mismos, no observamos ninguna diferencia entre los grupos, de

forma ajustada y no ajustada a los parametros anteriormente descritos (tabla 6)

Tabla 6: Niveles pico de los parametros bioquimicos

IPC (n = 36) APC (n = 34) INT (n = 36) P
AST, UL 590,8 (543.3) 438,5 (307) 4414 (307) 0,053
ALT, U/L 459,3 (271,7) 407,5 (271,7) 394,9 (269,1) 0,599
Bilirrubina, mg/dL 1,2 (1,25) 1,3 (0,95) 1,04 (0,63) 0,134
INR 1,2 (0,21) 1,2 (0,23) 1,3 (0,33) 0,232

Los datos se expresan en medianas (IQR). IPC, precondicionamiento isquémico; APC,
precondicionamiento anestésico; INT, clampaje intermitente; ALT, alanino aminotransferasa; AST,
aspartato aminotransferasa; INR, ratio normalizada internacional . Los datos han sido ajustados por edad,
niveles basales de transaminasas, bilirrubina, acido hialurénico, esteatosis, quimioterapia, tipo de

reseccion y tiempo de isquemia total.

6.4.2 LESION DEL SINUSOIDE ENDOTELIAL. ACIDO HIALURONICO.

Una hora post-reseccion, todos los pacientes experimentaron un aumento
significativo (p<0,001) de los niveles basales de acido hialurénico, pero sin diferencias

significativas entre los tres grupos de estudio p=0,514. (figura 28).
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Figura 28. Niveles de acido hialurénico basal y post-reseccion.
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6.4.3 CORRELACIONES ENTRE LOS DIFERENTES PARAMETROS
BIOQUIMICOS, CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES Y
VARIABLES QUIRURGICAS.

Considerando todos los pacientes en conjunto, no se encontré ninguna
correlacién entre las variables bioquimicas analizadas y edad, esteatosis o tiempo de
isquemia total. Unicamente los niveles postreseccion de HA y el maximo incremento
de nivel de bilirrubina en el postoperatorio presentaron una correlacion significativa
(r=0,370) (figura 29)
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Figura 29: Correlacién entre los niveles pico de bilirrubina en el postoperatorio y los niveles de

acido hialurénico postreseccion.
6.4.4 LESION HISTOLOGICA

El andlisis histolégico del parénquima hepatico a los sesenta minutos
postreseccién demostro lesiones leves en la mayoria de los pacientes del estudio. Las
diferentes alteraciones histologicas evaluadas: esteatosis; infiltracion leucocitaria y
congestién sinusoidal se observaron en un porcentaje similar, del 60%. Un grado de
esteatosis <30% fue objetivada en 52 pacientes (49,05%) y >30% en seis pacientes
(5,6%); en 51 pacientes (48%) se constato infiltracion leucocitaria leve y en 14
pacientes (13,2%) moderada; en tres pacientes (2,8%) la infiltracion leucocitaria fue
severa. Con relacion a la congestién sinusoidal, 61 pacientes (57,5%) tenian un grado
1, ocho pacientes( 7,5%) presentaron un grado 2 y una congestion grado 3 fue

observada en un paciente (0,9%); Finalmente, la necrosis hepatocelular, que fue la
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lesion histolégica menos frecuente, sélo se observd en cuatro pacientes (3,7%) y fue
de bajo grado ( grado 1). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los tres grupos del estudio tal como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Lesion histolégica determinada por método colorimétrico (hematoxilina-eosina)
1 hora post-reseccion.

IPC(n=36) APC(n=34) INT(n=36) P

Infiltracién leucocitaria  Leve/moderada 23 22 20 0,527
Severa - - 3 NC
Congestion sinusoidal  Leve/moderada 22 23 24 0,621
Severa - - 1 NC
Esteatosis Leve/moderada 18 18 16 0,808
Severa 2 2 2 0,536
Necrosis Leve/moderada 1 1 2 0,536
hepatocelular Severa - - - NC

Datos expresados en nimero de casos. NC: no calculado.
En la siguiente figura (figura 30) podemos observar imagenes de lesiones

histolégicas de algunos pacientes del estudio.

Figura 30: 1. Infiltracidn leucocitaria; 2. Esteatosis; 3. Congestion sinusoidal; 4. Necrosis
hepatocelular.
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6.4.5 ACTIVIDAD DE CASPASA 3

La apoptosis de las células hepaticas fue evaluada de forma indirecta a través
de la expresion de caspasa 3 mediante inmunohistoquimica, 60 minutos
postreseccién. Se observd un grado significativo de apoptosis en un 40% de los
pacientes distribuidos de manera similar entre los tres grupos (figura 31). El indice
apoptoico no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos del
estudio (IPC, 38,9%; APC, 35,3%; INT, 40%; P =0,683). No se encontré6 ninguna
correlacion entre indice apoptoico y acido hialurénico (r=0,058), lesidon histolégica:
esteatosis (r=0,064); infiltracion leucocitaria (r=0,076); congestion sinusoidal (r=0,055);
necrosis (r=0,048) u otros marcadores de funcién hepatica: AST (r=0,128);
ALT(r=0,145); bilirrubina (r=0,103); INR(r=0,023).
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Figura 31: Tincidn para caspasa 3: Células con expresion de caspasa 3 (flechas)

6.4.6 FORMA INDUCIBLE DE LA ENZIMA OXIDO NIiTRICO SINTETASA

Una hora post-reseccion, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos en la expresion tisular de iNOS (p=0,186). Asimismo
ninguno de los grupos estudiados mostré6 cambios significativos de la misma con

respecto al basal como se puede observar en la figura 32.
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Figura 32. Expresion tisular de la forma inducible de la enzima éxido nitrico sintetasa (iNOS), basal

y una hora postreseccion.

6.5 EVOLUCION CLINICA POSTOPERATORIA

Todos los pacientes fueron extubados en quir6fano y trasladados a la unidad
de reanimacion postquirurgica, donde permanecieron durante las primeras 3-4 horas
para ser transferidos posteriormente, segun protocolo hospitalario, a la unidad de

semicriticos.
6.5.1 COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS

La severidad y frecuencia de las complicaciones, estancia en la Unidad de
semicriticos, necesidad de ingreso en la Unidad de Cuidados intensivos (UCI) y dias

de ingreso hospitalario fue similar entre los grupos (tabla 8)

Tabla 8. Numero, severidad de complicaciones y dias de ingreso.

IPC(n=36) APC(n=34) INT (n=36) P
Ausencia de complicaciones 20 (58,8) 19 (52,7) 17 (47,2) 0,409
Complicaciones menores 12 (35,2) 14 (38,8) 17 (47,2) 0,272
Complicaciones mayores 4 (11,7) 1(2,7) 3(8,3) 0,353
Estancia en semicriticos (dias)* 5(1) 5(3) 5(2) 0,915
UCl 0 0 1 NC
Fallecimiento 0 0 1 NC
Dias de ingreso (dias)* 11,6 (7,0) 11,6 (5,6) 11,8 (6,5) 0,986

Datos expresados como numero de casos (%).* mediana (IQR).NC: no calculado.
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Cincuenta y seis pacientes no presentaron ninguna complicacion y 43
pacientes presentaron complicaciones menores (grados | y Il clasificacién Clavien-
Dindo181). La Tabla 9 muestra las complicaciones encontradas. Las complicaciones
mas frecuentes de grado | fueron la hiperbilirrubinemia >3mg/dl en nueve pacientes
(8,4%), el incremento del INR > 1,5 en el 7,5% de los pacientes y la presencia de
ascitis en siete pacientes (6,6%). Cuatro pacientes presentaron encefalopatia grado | y
tres fistula biliar transitoria de bajo débito y duracion inferior a tres dias. Las
complicaciones respiratorias se evidenciaron en seis pacientes, tres de ellos fueron
diagnosticados de atelectasia y los otros tres de derrame pleural. Dos pacientes
presentaron ileo paralitico que se solucioné espontaneamente. Las complicaciones
cardiolégicas y renales unicamente se observaron en tres pacientes.

Las complicaciones mas frecuentes de grado Il fueron el ileo paralitico (n=4;
3,7%) que requirié la colocacion de sonda nasogastrica y administracion de nutricion
parenteral total (NPT), y la fistula biliar ( n=3; 2,8%) de duracién superior a una
semana que se tratd con somatostatina y NPT. La ascitis se diagnosticé en tres
pacientes, precisando la administracion seroalbumina y diuréticos para su resoluciéon
definitiva. Cuatro pacientes presentaron una insuficiencia hepatica moderada (PHLF
grado B) que se resolvio sin tratamiento invasivo pero que precisaron de una mayor
estancia en la unidad de semicriticos. Se transfundieron tres pacientes durante el
postoperatorio aunque no se requiri6 ninguna reintervencién por hemorragia. Las
complicaciones infecciosas se evidenciaron en tres pacientes y fueron solucionadas
Unicamente con tratamiento antibiético, dos de ellos presentaron una infeccion de la
pared abdominal y un paciente fue diagnosticado de neumonia.

Entre las complicaciones grado Ill, fue necesario una sutura de la pared
abdominal con anestesia local por persistencia de ascitis en cuatro pacientes del
estudio. Se colocaron dos drenajes percutaneos (guiados ecograficamente) por un
absceso subfrénico y por una fistula biliar refractaria al tratamiento conservador.
Unicamente se realizé una reintervencion en un paciente del grupo IPC, debido a la
presencia de isquemia cutanea de una parte de la incisibn quirurgica. Las
complicaciones grado IV y V se presentaron en un paciente del grupo INT, al que se
le habia realizado una hepatectomia derecha extendida, que presentdé una
insuficiencia hepatica grave (PHLF C), sepsis y fallo multiorganico, falleciendo a los 20

dias postintervencion.
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Tabla 9. Complicaciones postoperatorias

IPC APC INT P

Grado |

Hiperbilirrubinemia 2 3 4

INR>1.5 2 2 4

Fuga biliar transitoria 1 1 1

Encefalopatia 2 2

Ascitis 2 2 3

lleo 2

Derrame pleural 1 2

Atelectasia 2 1

Disfuncion renal 1

Hipertension 1 1

Angor 1

Total 13 11 19 0,24
Grado Il

Fistula biliar 2 1

lleo (NPT) 2 2

Ascitis 1 2

Infeccion pared 1 1

Anemia (transfusion) 1 1 1

PHLF (B) 1 1 2

Neumonia 1

Total 8 5 7 0,29
Grado llla

Ascitis (sutura) 2 1 1

Absceso(drenaje) 1

Fuga biliar (drenaje) 1

Total 3 1 2 0,62
Grado lllb

Re-IQ infeccion 1 0,37
Grado IV

PHLF(C) 1 0,37
Grado V (fallecimiento) 1 0,37

Datos expresados como numero de casos. PHLF: insuficiencia hepatica post-hepatectomia.
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6.6. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA ACTUARIAL ANUAL

No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos en
cuanto a la supervivencia al afio de la cirugia (p=0,433) como se puede observar en la
figura 33. En el grupo IPC no hubo ningun fallecimiento mientras que en el grupo APC
y INT se evidenciaron dos en cada grupo. Un paciente fallecié a los 20 dias en el
grupo INT por complicaciones postoperatorias y los otros tres pacientes murieron por

evolucion de su enfermedad, diseminacion metastasica.
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Figura 33: Supervivencia actuarial anual hasta los 5 afnos.

6.7 HEPATECTOMIA MAYOR Y MENOR

Cuando estratificamos los tres grupos de estudio por tipo de hepatectomia
(reseccion mayor y menor), no encontramos diferencias estadisticamente significativas
en ninguna de las variables estudiadas (evolucion hemodinamica intraoperatoria,
marcadores de funcion hepatica, acido hialurénico, indice apoptoico, lesiones
histologicas, INOS, complicaciones postoperatorias y supervivencia actuarial al afio de
la cirugia). A continuacion presentamos las tablas (10 a 14) y figuras (34 a 40) segun

el tipo de cirugia en los tres grupos del estudio.
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Tabla 10: Comparacion de caracteristicas demograficas, clinicas , datos intraoperatorios

nivel de apoptosis e incidencia de complicaciones postoperatorias de las hepatectomias

mayores en los tres grupos de estudio.

IPC (n =21) APC (n=18) INT (n=19) P

Edad, a 59 (16) 65 (14) 63 (18) 0,247
Sexo masculino, (n [%]). 8 (38,1) 13 (72,2) 13 (68,4) 0,056
IMC 27 (5,9) 25,7 (8,9) 25,4 (4,4) 0,675
ASA /171, n® 1/16/4 0/17/1 0/16/3 0,447
indice Charlson 6 (0) 7(1) 6 (1) 0,272
Comorbilidad, (n [%]).

Cardiovascular 9 (42,9) 12 (66,7) 8 (42,1) 0,074

Enfermedad Pulmonar 3 (14,3) 4 (22,2) 8 (42,1) 0,122

Diabetes mellitus 1(4,8) 5(27,8) 2(10,5) 0,102
ALT, U/L 24,9 (21,6) 20,4 (25,2) 19,3 (13,9) 0,230
AST, U/L 27,9 (16,5) 21,3 (22,9) 20 (11,2) 0,121
Bilirrubina, mg/dL 0,4 (0,2) 0,5 (0,5) 0,5 (0,3) 0,558
INR 1,03 (0,07) 0,99 (0,09) 1,00 (0,07) 0,528
Quimioterapia adyuvante, (n [%]) 15 (71,4) 14 (77,8) 9 (47,8) 0,117
Esteatosis leve-moderada, (n [%]) 5 (23,8) 4 (22,2) 3(15,8) 0,807
Hemorragia (ml) 500 (150) 500 (0) 500 (300) 0,677
Transfusion (n [%]) 5(23,8) 3(16,7) 3(15,6) 0,551
Tiempo de isquemia (min) 58.2 (17,7) 45,7 (25,5) 64,2 (25,2) 0,059
Numero de clampajes 3(1) 3 (0) 3(1) 0,653
Tiempo quirdrgico (min) 300 (60) 300 (60) 330 (60) 0,093
indice apoptoico (n [%]) 8 (38,1) 5 (27,8) 7 (36,8) 0,768
Complicaciones postop (n [%]) 13 (61,9) 11 (61,1) 14 (73,7) 0,658
Estancia hospitalaria (dias) 10 (5) 11,5 (6) 11 (4) 0,958

IPC: precondicionamiento isquémico; APC: precondicionamiento anestésico; INT: clampaje intermitente;

IMC: indice de masa corporal; ALT: alanino aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; INR:

ratio normalizado internacional. Datos presentados como mediana (IQR) o ndmero y porcentaje.



96

Tabla 11: Comparacion de

las caracteristicas demograficas,
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clinicas,

datos

intraoperatorios , apoptosis, incidencia de complicaciones postoperatorias y estancia

hospitalaria de las hepatectomias menores en los tres grupos de estudio.

IPC (n = 15) APC (n = 16) INT (n=17) P

Edad, a 60 (21) 65 (12) 62 (20) 0,339
Sexo masculino, (n [%]). 7 (46,4) 10 (62,5) 7 (41,2) 0,450
IMC 25,5 (8,8) 27,2 (3,4) 26,7 (6,9) 0,465
ASA /171, n® 0/15/0 0/11/5 2/13/2 0,081
indice Charlson 6 (0) 6.5 (1) 6 (1) 0,370
Comorbilidad, (n [%]).

Cardiovascular 5 (33,3) 8 (50) 6 (35,3) 0,576

Enfermedad Pulmonar 2 (13,3) 5 (31,2) 2 (11,8) 0,290

Diabetes mellitus 2 (13,3) 4 (25) 2 (11,8) 0,545
ALT, U/L 19 (7,2) 16,9 (13) 18,2 (11,8) 0,314
AST, U/L 20,4 (6,8) 21,6 (10,6) 18,6 (6,6) 0,253
Bilirrubina, mg/dL 0,6 (0,5) 0,4 (0,2) 0,5 (0,2) 0,617
INR 0,98 (0,08) 0,98 (0,07) 0,97 (0,09) 0,971
Quimioterapia adyuvante, (n [%]) 13 (86,7) 11 (68,8) 12 (70,6) 0,450
Esteatosis leve-moderada, (n [%]) 3 (20) 6 (37,5) 6 (35,3) 0,487
Hemorragia (ml) 450 (100) 500 (150) 400 (100) 0,859
Transfusion (n [%]) 1(6,7) 1(6,2) 2 (11,8) 0,406
Tiempo de isquemia (min) 48,5 (17,7) 31 (25,5) 45 (25,2) 0,081
Numero de clampajes 3(1) 2 (2) 3(2) 0,411
Tiempo quirdrgico (min) 300 (23) 300 (75) 300 (60) 0,901
indice apoptoico (n [%]) 6 (40) 7 (43,8) 7 (41,2) 0,976
Complicaciones postop. (n [%]) 3 (20) 4 (25) 6 (35,3) 0,608
Estancia hospitalaria (dias) 9 (2) 8 (3) 9 (5) 0,652

IPC: precondicionamiento isquémico; APC: precondicionamiento anestésico; INT: clampaje intermitente;

IMC: indice de masa corporal; ALT: alanino aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; INR:

ratio normalizada internacional. Datos presentados como mediana (IQR) o ndmero y porcentaje.
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Intervencion quirurgica
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Figura 34: Comparacion de la evolucion intraoperatoria de la PAM y FC de las hepatectomias
mayores y menores en los tres grupos de estudio. PAM (presién arterial media); FC (frecuencia
cardiaca); T1 (tiempo basal); T2 ( postprecondicionamiento); Px (a los 10 minutos de cada clampaje);Ux
(al minuto de cada desclampaje) y T3 (1 hora postreseccion). Los valores expresan la media y su intervalo
de confianza del 95 %.* Los valores de los tiempos de Pringle P5, P6 y P7 no se desarrollan por falta de

efectivos en los grupos de estudio
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Intervencion quirargica
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Figura 35: Comparacion de la evolucién intraoperatoria del IC y IRVS de las hepatectomias
mayores y menores en los tres grupos de estudio. IC (indice cardiaco); IRVS (indice de resistencias
vasculares sistémicas); T1 (tiempo basal); T2 ( postprecondicionamiento); Px (a los 10 minutos de cada
clampaje);Ux (al minuto de cada desclampaje) y T3 (1 hora postreseccion). Los valores expresan la media
y su intervalo de confianza del 95 %.* Los valores de los tiempos de Pringle P5, P6 y P7 no se

desarrollan por falta de efectivos en los grupos de estudio.
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Figura 36 Comparacion de la evolucion postoperatoria de las transaminasas de las

hepatectomias mayores y menores en los tres grupos de estudio. Los valores expresan medianas e

intervalo de confianza

95%

de la mediana.

IPC,

precondicionamiento

isquémico;

APC,

precondicionamiento anestésico; INT, clampaje intermitente; ALT, alanino aminotransferasa; AST,

aspartato aminotransferasa.
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Figura 37. Comparacion de la evolucidon postoperatoria de la bilirrubina e INR de las hepatectomias

mayores y menores en los tres grupos de estudio. Los valores expresan medianas e intervalo de

confianza 95% de la mediana.

IPC, precondicionamiento

isquémico; APC, precondicionamiento

anestésico; INT, clampaje intermitente; INR: ratio normalizada internacional.
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Figura 38 : Comparacion de los niveles basales y postreseccion de acido hialurénico en las
hepatectomias mayores y menores en los tres grupos de estudio. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos: hepatectomias mayores (p=0,739) y hepatectomias menores
(p=0,649).

Tabla 12. Comparacioén de los valores pico de los parametros de funcion hepatica de las
hepatectomias mayores y menores en los tres grupos de estudio.

Hepatectomia mayor

IPC (n=21) APC (n = 18) INT (n=19) P
AST, U/L 585,6 (445,3) 489,5 (407) 538,2 (332,4) 0,319
ALT, U/L 422 (326,9) 407,5 (222.7) 405,8 (269,1) 0,442
Bilirrubina, mg/dL 1,9 (1,6) 1,6 (0,9) 1,3(1,2) 0,282
INR 1,3 (0,3) 1,3(0,3) 1,4 (0,3) 0,156
Hepatectomia menor
IPC (n = 15) APC (n = 16) INT (n=17) P
AST, U/L 650,4 (610) 438,5 (252,5) 342 (237,5) 0,151
ALT, U/L 471 (342,8) 385,3 (362,6) 341 (286,1) 0,253
Bilirrubina, mg/dL 1,0 (0,6) 1,0 (0,68) 0,8 (0,5) 0,395
INR 1,2 (0,3) 1,2 (0,3) 1,2 (0,3) 0,957
Los datos se expresan en medianas (IQR). IPC, precondicionamiento isquémico; APC,

precondicionamiento anestésico; INT, clampaje intermitente; ALT, alanino aminotransferasa; AST,
aspartato aminotransferasa; INR, ratio normalizada internacional. Los datos han sido ajustados por edad,
niveles basales de transaminasas, bilirrubina, acido hialurénico, esteatosis, quimioterapia, tipo de

reseccion y tiempo de isquemia total.
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Intervencion quirdargica
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Figura 39: Comparacion de los valores de iNOS basal y postreseccion de las hepatectomias
mayores y menores en los tres grupos de estudio. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre grupos: hepatectomias mayores (p=0,769) y hepatectomias menores (p=0,971)

Tabla 13: Comparacion de la lesién histolégica en las hepatectomias mayores en los tres

grupos de estudio

IPC(n=21) APC(n=18) INT(n=19) P

Infiltracién leucocitaria Leve/moderada 13 10 11 0,622
Severa - - 1 NC

Congestion sinusoidal Leve/moderada 14 10 12 0,838
Severa - - - NC

Esteatosis Leve/moderada 12 9 7 0,052
Severa - - - NC
Necrosis hepatocelular ~ Leve/moderada - - 1 NC
Severa - - - NC

Datos expresados en nimero de casos. NC: no calculado.
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Tabla 14: Comparacion de la lesion histoldgica en las hepatectomias menores en los tres

grupos de estudio

IPC(n=15) APC(n=16) INT(n=17) P

Infiltracién leucocitaria Leve/moderada 10 12 9 0,626
Severa - - 2 NC

Congestion sinusoidal Leve/moderada 8 13 12 0,310
Severa - - 1 NC

Esteatosis Leve/moderada 0,876
Severa 2 2 2 NC

Necrosis hepatocelular  Leve/moderada 1 1 2 0,797
Severa - - - NC

Datos expresados en nimero de casos. NC: no calculado.
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Figura 40: : Supervivencia actuarial anual hasta los 5 afos de las hepatectomias mayores y

menores en los tres grupos de estudio.
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Actualmente la reseccion hepatica es una cirugia muy frecuente debido a que
su principal indicacion son las metastasis de cancer colorrectal, neoplasia con alta
prevalencia en todo el mundo. A consecuencia de la estructura vascular del higado,
esta cirugia tiene un riesgo elevado de hemorragia por lo que se realiza generalmente
con clampaje vascular. Este hecho condiciona una lesién celular debido a la isquemia
y posterior reperfusion del 6rgano, lo que se conoce como lesidon por isquemia-
reperfusion (IR), la cual provoca un aumento de la morbimortalidad en los pacientes
sometidos a este tipo de cirugia. Para modular el efecto deletéreo sobre la célula
hepatica se han descrito diversas estrategias, entre ellas el fendmeno del
precondicionamiento  isquémico (IPC), con resultados contradictorios. El
precondicionamiento anestésico (APC) ampliamente aceptado en el corazén ha sido
poco estudiado en el higado. En esta tesis evaluamos la influencia de ambos tipos de
precondicionamiento en la lesion hepatica por IR durante la cirugia de reseccién
hepatica.

En nuestro estudio, la cirugia hepatica realizada con oclusion vascular
intermitente, la aplicacion de IPC o APC con sevoflorane previo al clampaje no supone
ningun beneficio adicional, y este resultado lo hemos podido demostrar mediante la
utilizacion de una metodologia especialmente sensible para valorar el dafio celular
hepatico.

Durante la ultima década se han efectuado diversos trabajos en humanos
evaluando el efecto protector del IPC en cirugia hepatica con resultados
contradictorios. La mayoria de ellos se han basado principalmente en datos
bioquimicos de disfuncion hepatocelular e incidencia de complicaciones
postoperatorias a corto y medio plazo. Dado que la lesion hepatica por IR es un
fendmeno de gran complejidad y en el que estan involucrados multiples mecanismos
moleculares e interacciones celulares, relacionar unicamente el impacto de dicha
lesion con estos parametros es insuficiente y consideramos que es la causa de la
discrepancia de los resultados en la literatura. Es decir, en nuestra opinion la
metodologia utilizada hasta el momento da una informacién parcial, visualizando sélo
una parte del impacto de la IR sobre el érgano. Con esta informacién incompleta no se
puede correlacionar directamente el posible efecto protector del precondicionamiento
con la disminucién de la intensidad de la lesion hepatica por IR.

Para intentar analizar en su totalidad las consecuencias de la lesion hepatica
por IR, en el estudio de esta tesis, ademas de monitorizar la funciéon hepatica
mediante los test estandar de laboratorio y evolucion postoperatoria, hemos aplicado
métodos de analisis de la lesion histologica y apoptosis celular para evaluar si el

tratamiento con IPC o APC ofrece beneficios en las alteraciones de la estructura
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histolégica hepatica. Son escasos los trabajos que emplean el estudio histolégico para

valorar el efecto del precondicionamiento'®'3%140.18518 |55 dos metanalisis

154187 referencian las conclusiones de los estudios en base a

recientemente publicados
parametros bioquimicos de funcidon hepatica, complicaciones postoperatorias,
insuficiencia hepética y mortalidad. Por tanto nosotros aportamos la informacion del
analisis de la lesion histologica para dar mas peso a los resultados de nuestro estudio.

Otra aportacion de esta tesis fue poder definir un marcador de disfuncién
rapida y accesible que correlaciona el dafio sinusoidal mediante la determinacion del
acido hialurénico (HA) al final de la cirugia. Aunque algunos trabajos demuestran que
los niveles de acido hialurénico son marcadores predictivos de la funcion de las

células endoteliales sinusoidales tras la reseccion hepatica''®

y de la viabilidad del
injerto post-trasplante hepatico'®, este es el primer estudio clinico en cirugia de
reseccion hepatica que evallua la influencia del precondicionamiento en la afectacion

sinusoidal posterior a IR normotérmica mediante la determinacién sérica de HA.

Debido a la complejidad de los pacientes sometidos a cirugia hepatica es
necesario analizar todas las variables que pueden sesgar los resultados, siendo de
especial importancia un control estricto de la poblacion de estudio. Por tanto se han
tenido en cuenta todos los factores que podrian haber tenido influencia en la gravedad

de la lesién por IR hepatica y en el curso postoperatorio de los pacientes.

Analisis de la poblacion

Todos los pacientes siguieron los protocolos de actuacion perioperatoria
descritos en el disefo del estudio. El equipo anestésico-quirurgico responsable de la
indicacion, cirugia y seguimiento fue el mismo en todos ellos y durante todos los afios
del estudio. Se excluyeron todos los pacientes con alteracion en la funcionalidad
hepatica preoperatoria y/o con diagndstico de hepatopatia crénica o cirrosis, ya que
debido a la menor reserva funcional del érgano enfermo, la respuesta al insulto
isquémico es mas intensa, con mayor afectacion de la funcionalidad hepatica y
consecuentemente una incidencia superior de complicaciones postoperatorias'®’. Todo
ello podria haber dado lugar a confusion en la interpretacién de los resultados, con
necesidad de una muestra poblacional muy alta dificil de obtener en un solo centro.
También fueron excluidos los pacientes con antecedentes de enfermedad pulmonar,
cardiaca o renal severa, pues la lesién hepatica por IR también puede afectar a
diferentes 6rganos distantes'® y una enfermedad preexistente grave aumentaria de
por si la incidencia de complicaciones postoperatorias. Aun asi, la comorbilidad media

de los pacientes del estudio fue superior a 6 en la escala de Charlson en todos los
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grupos, con una predominancia de la comorbilidad cardiovascular (45%). Este indice
de complejidad demuestra el alto riesgo de la poblacion de estudio de esta cirugia y la
necesidad e importancia de mejorar el curso postoperatorio en los pacientes. En este
contexto se encuentra una plena justificacion para los estudios como el nuestro,
dirigidos a identificar medidas con beneficio en la funcion hepatica postoperatoria.

Aunque los pacientes incluidos en el estudio se consideraron sin hepatopatia
previa, un 70% de los mismos habia recibido quimioterapia antes de la cirugia. Es bien
conocido el hecho de la hepatotoxicidad de la quimioterapia, aunque la influencia en la
evolucién postoperatoria no esta bien definida, dependiendo de los quimioterapicos
utilizados, duracién del tratamiento y tiempo previo a la reseccién hepatica'*'**. Por lo
tanto no podemos descartar, a pesar de unos valores normales de funciéon hepatica
preoperatoria, cierto grado de afectacion hepatica subclinica en nuestros pacientes.

La incidencia de esteatosis basal en los pacientes del estudio de esta tesis fue

129,152

del 25%, similar a publicaciones previas , sin diferencias entre grupos. Aunque la

lesion hepatica por IR es mayor en los higados esteatésicos'® el efecto protector del

precondicionamiento en ellos ha resultado superior'®*""®.

En nuestro trabajo no
realizamos ningun andlisis independiente en el grupo de pacientes afectos de
esteatosis preoperatoria por lo que no pudimos evaluar el efecto directo del
precondicionamiento en este grupo.

La edad media de nuestros pacientes fue de 60 afios, similar en los tres
grupos. La edad tiene un impacto en la respuesta frente a la IR. Estudios
experimentales demuestran que la respuesta es mas intensa en los animales de mas
edad y que el tratamiento de la lesion por IR es mas efectiva en ellos'®. En estudios
en humanos, por el contrario, se demuestra que el efecto protector del IPC es mayor
en pacientes menores de 60 afios de edad'®? Dado que la edad es una variable que
puede influir en la evaluacion del dafio hepatico y en el efecto del IPC, en este trabajo
hemos ajustado los resultados segun ésta para evitar posibles sesgos.

Debido a la duracién del estudio, una de nuestras preocupaciones fue que la
muestra incluida mantuviese la homogeneidad y por ello hicimos un analisis adicional
de la poblacién. Para ello efectuamos un estudio comparativo, dividiendo en tres
bloques todo el periodo que duré el estudio. Evaluamos especificamente las variables
preoperatorias que influyen negativamente en la lesién hepatica por IR como la edad,
presencia de esteatosis, quimioterapia preoperatoria y comorbilidad previa'®"'%. Al
analizar estas variables en los diferentes anos del trabajo, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, por lo que consideramos la muestra
homogénea y valida para la interpretacion de los resultados. Otro aspecto que pudiera

haber variado a lo largo de los afios es la experiencia del equipo anestésico-quirurgico
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y que ésta hubiera podido influir en los resultados. Sin embargo, creemos que la
influencia de este aspecto se puede considerar escasa pues el equipo que intervino en
todos los pacientes ya era muy experto cuando se inici6 el estudio.

La reseccién hepatica se realizé con oclusién vascular intermitente y a un 50%
de los pacientes se les efectué una reseccidon mayor. Factores del intraoperatorio
como el tamafio de reseccion hepatica realizada, el tiempo quirurgico y el tiempo de
clampaje total de la triada portal que influyen en la gravedad de la lesidon hepatica por
IR34417279.197 g presentaron diferencias entre los tres grupos estudiados.

Tras este analisis consideramos que la poblacién incluida era la 6ptima para
estudiar la influencia del precondicionamiento en la cirugia de reseccién hepatica,
habiendo minimizado al maximo los factores de sesgo que presenta esta poblacién tan

compleja.

Analisis del impacto del precondicionamiento en la cirugia de reseccion hepatica

El objetivo de esta tesis fue evaluar y comparar la efectividad del IPC y APC
con sevoflorane frente a la lesidon hepatica por IR durante la cirugia de reseccion
hepatica realizada con oclusién vascular intermitente. Es importante destacar que la
aplicacion del APC, cuya utilidad se ha demostrado en el corazén, es una estrategia
muy atractiva y facil de incorporar al procedimiento anestésico para la cirugia hepatica.
Ademas no son necesarias maniobras especificas y no existe ningun riesgo para el
paciente. El nuestro es el primer estudio que analiza los efectos del sevoflorane en la
lesidon hepatica por IR en cirugia de reseccidén hepatica realizada con clampaje del hilio
hepatico de forma intermitente.

El fendmeno del IPC en cirugia hepatica ha sido ampliamente discutido en la
literatura de las ultimas décadas. En cirugia experimental, en condiciones de
normotermia ( isquemia caliente), se ha demostrado un efecto beneficioso del IPC en

138,141,150,151

resecciones hepaticas Los estudios clinicos, sin embargo, muestran

129,136,139,140,152,153,185,186,198-200

resultados contradictorios Aunque algunos de estos

estudios demuestran proteccidn contra las consecuencias de la lesién por IR,

evidenciadas por un menor incremento de las enzimas hepaticas en el postoperatorio

129,136,139,152,153

y disminucion de las complicaciones otros autores no encuentran ningun

beneficio154,1 87,200,201

Tal como hemos ya comentado, el precondicionamiento puede ser inducido

158,159

farmacoldgicamente y los anestésicos han sido un grupo de farmacos estudiados

en la IR cardiaca. EI APC es el precondicionamiento debido a agentes anestésicos,

161,162

especialmente anestésicos halogenados como el isoflorane y sevoflorane. Los

agentes halogenados, opioides y un pequeio grupo de anestésicos utilizados
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inicialmente en experimentos animales, han demostrado inducir cambios de

precondicionamiento en tejido cardiaco'®*'® y los agentes halogenados han

demostrado proteccién clinica en cirugia cardiaca'®",

Dada su inocuidad y facilidad de aplicacion, resulta especialmente interesante
poder mejorar la funcion hepatica debida a lesion por IR con agentes anestésicos. Por
ello, en los ultimos afos han sido disefiados diversos estudios experimentales para
valorar la proteccion del precondicionamiento anestésico en el higado'’®'73202:203
Referente a la cirugia hepatica y cirugia no cardiaca, parece complicado demostrar el
efecto de precondicionamiento de los agentes anestésicos en pacientes anestesiados.
Es decir, en la clinica es dificil demostrar un efecto farmacolégico directo de estos
agentes sin influencias, debido a dos problemas importantes: En primer lugar, en los
estudios clinicos, existen una serie de factores asociados (tratamiento médico,
opioides, corticoesteroides, precondicionamiento debido a diferentes clampajes-
desclampajes intermitentes durante la cirugia) que podrian influenciar en la
modulacion de los marcadores, como la apoptosis, expresion de oxido nitrico (NO) o
interleuquinas; en segundo lugar, todos los agentes anestésicos (halogenados,
endovenosos, locales) tienen unos efectos similares en cuanto a la modulacién de la
respuesta inflamatoria inhibiendo o regulando la produccién de NO**. Como en los
estudios en humanos, no es posible inhibir o activar los mecanismos involucrados en
la modulacion de la proteccion anestésica para valorar si el mecanismo esta o no
implicado, los resultados de los estudios en la literatura son contradictorios. Por este
motivo, mientras un estudio reciente sugiere que la anestesia con administracién
continua de halogenados comparada con la anestesia intravenosa con propofol no
confiere ningun tipo de proteccién en el higado remanente después de la reseccion®%;
un estudio previo del mismo grupo aplicando APC con sevoflorane en resecciones
hepaticas realizadas con clampaje continuo, habian demostrado un efecto
beneficioso'®. En este contexto, es interesante destacar que el propofol a las dosis
utilizadas durante la anestesia tiene propiedades antiinflamatorias, modifica la
expresion de oxido nitrico, inhibe la funcion de los neutréfilos y es un potente
antioxidante®*®. También el remifentanilo, en un estudio experimental, aunque a dosis
superiores a las utilizadas en la clinica, presenta un efecto protector a nivel
hepatico®®’. Sin embargo, a excepcién de los anestésicos halogenados, no existen
estudios clinicos a nivel cardiaco que demuestren un efecto protector del
precondicionamiento de otros agentes anestésicos frente a la lesion por IR.

La mayoria de estas estrategias de proteccion hepatica, tanto isquémicas como
farmacoldgicas, han sido realizadas en cirugia de reseccién hepatica efectuadas con

clampaje continuo de la triada portal'?®136:139.140.152153,176.185186,198-200 - ) efecto en el
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caso de cirugias practicadas con oclusion intermitente, tal como se realizé en nuestro
estudio, es menos conocido, particularmente el APC.

Para valorar el efecto protector del precondicionamiento contra la lesidon
hepatica por IR en los pacientes de esta tesis, se determinaron parametros descritos

en la literatura y similares a estudios previos'?39:140.152154,185-187

, pero ademas
analizamos parametros indicadores de lesion sinusoidal endotelial, lesidn histoldgica y
apoptosis celular para completar el estudio del efecto de los dos tipos de
precondicionamiento en la lesion hepatica por IR en nuestros pacientes.

En el presente trabajo se analizaron parametros de funcién y de sintesis
hepatocelular, transaminasas e INR ampliamente aceptados como parametros de
evaluacion de la lesion del hepatocito secundaria a IR'?"? y otros marcadores de
excrecion hepatica, como es la bilirrubina, uno de los mejores indicadores de la
funcion hepatica posthepatectomia®”.

Determinamos el HA, un parametro de funcion sinusoidal. La lesion de las
células sinusoidales del endotelio tiene gran relevancia en la lesion hepatica por
IR">?% El HA es un polisacarido de alto peso molecular presente en el espacio
extracelular, sintetizado por las células mesenquimales, que es captado
predominantemente por el higado por las células endoteliales del sinusoide (SCEs)
donde se lleva a cabo principalmente su degradacion. Su vida media en el torrente
circulatorio es de 2.5 a 5 minutos, por lo que sus niveles en suero reflejan la funcién de
las SCEs, considerandose un buen marcador de la funcién de estas células®®.
Diferentes trabajos han demostrado la correlacion entre la duracion del periodo de
isquemia y el grado de lesién endotelial que aparece. Incluso se sugiere que las
células endoteliales del sinusoide se lesionan de forma mas precoz que las
parenquimatosas®®. El mecanismo que explicaria la alteracion de su funcién durante
la isquemia, son los fendmenos de adherencia leucocitaria, la liberacion de enzimas
proteoliticos por parte de las células kupffer y la dilatacion y congestién sinusoidal, que
facilitarian la adhesién plaquetaria y la formacién de agregados con los neutrofilos
activados que actuarian directamente sobre esta linea celular’.

Al incrementarse los niveles de HA de forma precoz en estudios de trasplante
hepatico, se ha sugerido como indicador de viabilidad del injerto en la fase de
reperfusion'. Diferentes estudios correlacionan sus niveles con la severidad de
fibrosis hepatica en pacientes afectos de hepatopatia cronica®”® y el aumento de los
niveles de este parametro ha sido sugerido como factor pronédstico precoz de

188,189,211

funcionalidad hepatica postcirugia . Sin embargo, no existen estudios clinicos

previos a esta tesis de la influencia del precondicionamiento en el HA.
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Analizamos la lesién histoloégica definida como la presencia de esteatosis,
infiltracion leucocitaria, congestion sinusoidal y necrosis®'%#'2. También evaluamos la
presencia de apoptosis, uno de los mecanismos principales de muerte celular en la
lesion hepatica por IR, mediante la determinacién de caspasas en tejido hepatico,
enzimas consideradas como efectoras principales en este tipo de muerte
celular’®61%5,

Determinamos la expresion tisular de NO, molécula esencial en los
mecanismos moleculares e intracelulares presentes tanto en el IPC hepatico y
cardiaco como en el APC cardiaco®'4"213-21¢,

Con los resultados de todas estas determinaciones realizadas en nuestro
estudio, consideramos que podemos aportar mas informacion sobre el efecto del IPC y
APC en cirugia hepatica de reseccion que los estudios publicados anteriormente en la
literatura.

Aunque con las diferentes determinaciones analiticas e histologicas
anteriormente descritas obtendriamos una amplia valoracién del efecto protector del
precondicionamiento en el contexto global de la lesion hepatica por IR, es importante
correlacionar el efecto clinico de este efecto protector en la posible disminucion de las
complicaciones postoperatorias y mortalidad de nuestros pacientes. Por ello, para la
evaluacion clinica del precondicionamiento, al igual que otros autores'*'8"2%",
analizamos la morbilidad, insuficiencia hepatica y mortalidad. Ademas comparamos
entre los diferentes grupos de estudio la supervivencia actuarial anual, para valorar si

el precondicionamiento habia tenido algun efecto en el prondstico de los pacientes.

1. Lesion hepatocelular y sinusoidal endotelial

En nuestro estudio, los grupos precondicionados tanto isquémica como
anestésicamente no demostraron ningun efecto en la disminucion de los niveles de
transaminasas durante la primera semana del postoperatorio respecto al grupo control.

Aunque en los trabajos publicados de IPC en cirugia hepatica realizada con
clampaje intermitente, un estudio experimental en cerdos?'’, demostré una mayor
tolerancia a la lesion por IR en los animales precondicionados isquémicamente; en el
caso de los estudios clinicos publicados, al igual que en el estudio de esta tesis, no se

2% an un estudio clinico

ha podido confirmar dicha proteccidon. Scatton y cols.
randomizado en resecciones hepaticas mayores con clampaje intermitente,
demostraron que el IPC no modificaba ni el incremento de las enzimas hepaticas ni la
evolucidn postoperatoria. Asimismo, en un trabajo reciente donde se evaluaba el
efecto del IPC por microdialisis hepatica, Winbladh y cols.?'® demostraron que el IPC

previo al clampaje intermitente no influia en el incremento de los enzimas hepaticos ni
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en las complicaciones postoperatorias, pero que en los pacientes sometidos a
resecciones mayores, el IPC mejoraba el metabolismo de la glucosa reduciendo la
acumulacion de lactato comparado con los que uUnicamente eran resecados con
oclusion vascular intermitente.

Nuestros resultados demuestran que una hora después del final de la
reseccion, los valores de AST y ALT aumentaron de forma significativa en los tres
grupos estudiados, indicando la presencia de lesion hepatica debida a la isquemia
sometida al higado durante la transeccion. Los valores pico fueron a las 6-24 horas de
la reperfusién, disminuyendo progresivamente entre el 3° y 7° dia, resultados que
coinciden con otras publicaciones en la literatura®®. Aunque el grupo de
precondicionamiento isquémico mostré unos niveles de AST significativamente mas
elevados a las 6 horas del postoperatorio (P = 0.041), esta diferencia no se observo
(P = 0.052) después de ajustar los resultados por posibles factores de confusién que
podian modificarlos (edad, niveles basales de AST, ALT, bilirrubina, HA, esteatosis,
quimioterapia, tiempo de isquemia total y tipo de reseccién). En consecuencia, todos
los grupos del estudio tuvieron la misma evolucién de los niveles de AST y ALT.

No se encontrd correlacion entre la cinética de los enzimas hepaticos y otros
marcadores estructurales y/o funcionales de lesién por IR. Esto cuestiona la
sensibilidad de las transaminasas como parametro para la valoracion de la funcion
hepatica posterior a cirugia de reseccion con o sin precondicionamiento.

Al igual que las transaminasas, los valores de bilirrubina e INR sufrieron un
incremento significativo a las 24-48 horas de la reperfusién para normalizarse a la
semana de la intervencion, sin ninguna diferencia entre grupos precondicionados vy
grupo INT.

Tampoco encontramos diferencias en los niveles de HA entre los grupos. La
determinacion una hora postreseccion de los niveles de HA demostré un incremento
similar respecto a los niveles basales en los tres grupos de estudio. La aplicacién de
IPC o APC no mostré ningun efecto en disminuir los niveles del mismo y por tanto en
la preservacion de la funcion de las células endoteliales.

Todos nuestros datos confirman la presencia de lesién por IR tanto a nivel
hepatocelular como del sinusoide hepatico pero sin ningun beneficio con la aplicacién
de IPC o APC.

Es importante destacar que se observd una correlacion lineal entre el pico de
bilirrubina durante la primera semana del postoperatorio y los niveles de HA valorados
una hora después del final de la reseccion hepatica. Este hallazgo podria ser debido al
hecho que la activacion de las células Kupffer durante la reperfusién con la

consiguiente liberaciéon de mediadores proinflamatorios, podria afectar a la funcion de
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los colangiocitos que ya estaban afectados por la isquemia®"’ y adicionalmente causar
una alteracién en la microcirculacién hepatica. Esta alteracién provocaria una
perturbacion en el flujo sinusoidal, afectando a la funcién de las SECs que son las
responsables de la eliminacion del acido hialurénico a la circulacién. Al considerarse a
la bilirrubina como uno de los marcadores principales de insuficiencia hepatica
posthepatectomia®’ y debido a la correlacion encontrada en nuestro estudio con los
niveles de HA postreseccion, consideramos que la evaluacion de los niveles de HA
inmediatamente posteriores a la reseccién podria ser un marcador precoz de la lesion

por IR hepatica y de valor prondstico para las complicaciones postoperatorias.

2. Lesion histologica y apoptosis celular

La valoracion histolégica de los pacientes del estudio de esta tesis se realizé
mediante microscopia Optica y tincion con hematoxilina-eosina en las muestras de
tejido hepatico obtenidas a los 60 minutos del final de la reseccion hepatica, antes del
cierre de la laparotomia. El objetivo fue valorar si la inducciéon de precondicionamiento
tendria repercusién sobre la lesion histolégica que se produciria probablemente,
posterior a la lesion por IR secundaria al clampaje vascular. La mayoria de los
pacientes presentaron una lesion histolégica leve o moderada lo que demuestra la
presencia de lesién histolégica por IR. La presencia de esteatosis, infiltracion
leucocitaria y congestion sinusoidal se observd en un 60% de los pacientes sin
diferencias entre los tres grupos del estudio. La necrosis, lesion histolégica de mayor
gravedad, se evidencié unicamente en el 4% de los mismos y de forma similar en los
grupos estudiados. Este porcentaje bajo de necrosis era de esperar debido al tiempo
de isquemia al que habian estado sometido nuestros pacientes, la mayoria inferiores a
60 minutos, y es bien conocido que el porcentaje de necrosis es mayor cuando se
supera la hora de isquemia®??; ademas la aplicacién de la isquemia en nuestro trabajo
fue de forma intermitente, en ciclos de 15 minutos de isquemia seguidos de 5 minutos
de reperfusion y el clampaje intermitente del hilio hepatico ha demostrado provocar

una menor gravedad de la lesién por IR respecto al clampaje continuo®'%%,

Al contrario de lo referenciado en la literatura en estudios experimentales?'#?%
y algin estudio clinico' en el sentido de que de el precondicionamiento tiene un
efecto de proteccion disminuyendo la gravedad de las lesiones histolégicas
secundarias a lesion por IR; en nuestro estudio no se pudo demostrar un efecto
protector del IPC o APC en la disminucion de las lesiones histolégicas ni en la
gravedad de las mismas. Tampoco encontramos ninguna correlacion entre la lesion
histologica y los otros parametros estudiados, asi como con la incidencia y gravedad

de las complicaciones.
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Esta diferencia entre nuestros resultados y los de la literatura, especialmente
respecto a los estudios experimentales, podria deberse a que al ser el nuestro un
estudio clinico no fue factible realizar biopsias hepaticas posteriores a la hora de
reperfusion. No podemos descartar unos resultados diferentes si hubiese sido posible
obtener tejido posteriormente, ya que aunque la lesion histologica se manifiesta desde
la primera hora de la reperfusion, se hace mas evidente a medida que aumenta el
periodo de reperfusién. A los 60 minutos ya puede observarse edema o vacuolizacién
celular, congestion sinusoidal, infiltracion leucocitaria y algunas areas de necrosis pero
en las 6 y 24 horas siguientes las lesiones se hacen mas evidentes e incluso, se ha
demostrado correlacion con la elevacion de las transaminasas'%®?'%,

Aunque el efecto protector del precondicionamiento en la lesién histolégica por
IR se evidencia con la disminucién general de las lesiones, uno de los mecanismos
especificos descritos por los cuales el precondicionamiento ejerce proteccién frente a
la lesién por IR, es su efecto sobre la infiltracion leucocitaria. Diversos estudios'*®2'?,
abogan que el efecto protector principal del precondicionamiento es la disminucion de
la misma. En nuestro estudio la incidencia de infiltracion leucocitaria fue del 64%, sin
diferencias entre los grupos precondicionados y el grupo de clampaje intermitente, por
lo que no pudimos demostrar la implicacion de este mecanismo en el IPC ni en el APC
en los pacientes estudiados.

Como en el higado isquémico, segun la literatura’®®'% |a efectora principal de
la via apoptoica es la caspasa 3, en el estudio de esta tesis utilizamos Ila
determinacion enzimatica por inmunofluorescencia de la actividad de caspasa 3 en
tejido hepatico para determinar el grado de apoptosis de los pacientes; y poder valorar
de manera mas sensible uno de los mecanismos principales implicados en la muerte
celular debida a lesion por IR.

Aunque recientes publicaciones sugieren que la muerte celular que sigue a la
lesidon hepatica por IR se produce por un mecanismo conjunto de necrosis y apoptosis,
denominado necroapoptosis'®, existen evidencias cientificas de que la apoptosis o
muerte celular programada es el mecanismo central en la fase precoz de esta lesion

implicando predominantemente vias de sefializacion caspasa-dependientes’®2¢15:224,

°® como sucede en

Esto es especialmente relevante en higados no esteatdsicos'
nuestro estudio, en el que uUnicamente el 25% de los pacientes presentaban una
esteatosis preoperatoria leve-moderada. Asimismo, dependiendo de la duracion del
tiempo de isquemia, se observa muerte celular por apoptosis o necrosis, de tal forma

100222 qye apuntan que si estos son inferiores a 60-90 minutos se

que hay estudios
produce apoptosis y si son superiores, la muerte celular predominante es por necrosis.

En nuestro trabajo el tiempo medio de isquemia fue de 60 minutos, por lo que la
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apoptosis tendria que ser el mecanismo predominante de muerte celular. De la misma
manera, el tiempo postreperfusion también influye en la determinacion de la actividad
de las caspasas; de tal forma que después de 60-120 minutos de la reperfusion se
observa un incremento en su actividad, en cambio si la determinacion se realiza a las
24 horas, la necrosis celular vuelve a ser predominante’®. Las biopsias hepaticas para
la determinacién de actividad de caspasa 3 se realizaron a los 60 minutos de la
reseccidon hepatica en todos los pacientes de nuestro estudio. Por lo tanto, habiendo
transcurrido una hora después de la reperfusion, se esperaria observar un incremento
de la actividad de la caspasa 3 que indicaria muerte celular por apoptosis

En esta tesis, las biopsias del higado remanente obtenidas una hora post-
reseccion revelaron la presencia de células positivas con actividad de caspasa 3, lo
que demuestra la presencia de apoptosis secundaria a lesion por IR en los pacientes
del estudio. A pesar de un tiempo de isquemia medio de 60 minutos, la ausencia de un
grado significativo de apoptosis se observé en un 60% de los pacientes en los fres
grupos del estudio y el indice apoptoico fue del 38% en todos ellos. Ademas al
relacionar el grado de apoptosis con otros parametros de lesion hepatica por IR en los
pacientes de este trabajo, no encontramos correlacion de la apoptosis con ninguna de
las variables biolégicas ni clinicas estudiadas. Diversos publicaciones sugieren que los
nucleosomas apoptoicos aumentan progresivamente desde los 30 minutos

postreperfusion, con un maximo a las dos horas??2%2°2%

, aunque otros estudios, como
el de Cursio y cols?** demostraron el incremento de la actividad de la caspasa 3 a las 3
y 6 horas postreperfusion y con un tiempo de isquemia de 120 minutos. Al ser un
estudio clinico, en nuestro trabajo no pudimos realizar determinaciones de caspasas
posteriores a la hora postreperfusion, por lo que no pudimos valorar la evolucion de las
mismas. Al igual que en la lesién histologica, no podemos descartar que con el tiempo
se produjera una mayor incidencia de apoptosis en los pacientes si se hubiesen
realizado biopsias posteriores.

Aunque se ha sugerido la disminucion de la apoptosis como mecanismo

227,228

protector tanto del IPC como del APC en estudios experimentales y algunos

129140 "nuestro estudio al igual que otros (Domart)'® no

clinicos (Clavien, Arkadopuolos)
ha podido demostrar ningln efecto beneficioso. Tanto en los trabajos de Clavien' y
cols como en el de Arkadopuolos y cols™, |a valoracion de la apoptosis se realizd por
el método TUNEL(TdT-mediated d UTP-biotin Nick end-labeling), método directo para
la deteccion de las células apoptoicas. Sin embargo, en el estudio de Clavien', a
pesar de que demostraron una disminucién del numero de cuerpos apoptoicos de
células sinusoidales en los pacientes a los que se habia realizado IPC, no observaron

diferencias significativas de los niveles de actividad caspasas 3 y 8 entre los pacientes
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8 se realizd en

precondicionados y el grupo control. El trabajo de Domart y cols
pacientes que habian recibido tratamiento con quimioterapia previo a la cirugia, y a
pesar de valorar la apoptosis tanto por el método TUNEL como por determinacién de
caspasas no demostraron ninguna proteccion en los pacientes precondicionados
isquémicamente. A destacar que un 70% de los pacientes de nuestro estudio habian
recibido quimioterapia adyuvante. En nuestro trabajo no se determiné la apoptosis por
el método TUNEL por no poder disponer de esta técnica, evaluando Unicamente la

apoptosis de forma indirecta mediante la determinacion de la actividad de caspasa 3.

3. Expresion tisular de NO

Aunque los mecanismos de proteccidon del precondicionamiento en los
hepatocitos frente a la lesion por IR no son del todo conocidos y diversas vias de
sefalizacién celular estan implicadas, el NO es un modulador bien establecido en la
funcion mitocondrial y ha sido involucrado en las diferentes vias de sefializacién
intracelular tanto en el IPC hepatico y cardiaco como en el APC cardiaco®'#2'321¢_E|
NO es una molécula particularmente dificil de determinar debido a que es un radical
libre, de caracteristicas gaseosas que tiene una vida media muy corta, por lo que
existen muy pocas técnicas realmente sensibles y especificas capaces de su
determinacion?®. Los diferentes estudios referenciados en la literatura en lesion por IR
valoran el NO mediante técnicas indirectas determinando la actividad del enzima 6xido
nitrico sintetasa (NOS) o productos de su metabolismo como niveles de nitratos o
nitritos®>#**#! En este trabajo determinamos la expresién tisular de la forma inducible
de la enzima NOS (iNOS), fuente importante de NO en los procesos patolégicos, para
evaluar su implicacion en los diferentes tipos de precondicionamiento.

En nuestro estudio no encontramos modificacion en la expresion tisular de
iINOS respecto al basal en ninguno de los pacientes al finalizar la reseccion hepatica.
Por lo tanto no pudimos demostrar la implicacién de la iNOS en el IPC ni el APC.

A pesar de que esta ampliamente referenciado que el NO juega un papel
crucial en la lesion hepatica por IR, su actividad dual esta bien documentada, de tal
manera que dependiendo de la temporalidad, cantidad y procedencia su efecto puede
ser protector o lesivo®®??*2, En el higado el radical NO es generado por la forma
endotelial de la NOS (eNOS) o por la iNOS. El NO generado de la eNOS, aunque se
produce en cantidades poco importantes, mantiene la microcirculacion hepatica y la
integridad endotelial como proteccion ante la lesién por IR®%*. Sin embargo, existe
cierta controversia sobre si la produccion de NO via iNOS, que bajo condiciones
patolégicas como la lesion por IR produce NO en grandes cantidades y que se inicia a

la primera hora postreperfusién incrementandose hasta la 5 hora®®, tiene un efecto
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beneficioso o perjudicial. El exceso de produccidon de NO contribuiria a la disfuncién
celular hepatica o a la citoproteccién dependiendo del tipo de insulto, la causa y la
cantidad producida y del estado de oxidacion celular hepatico. De esta manera, el NO
que proviene de la via de la iINOS puede causar un dafo oxidativo debido a la
produccién de radicales como el peroxinitrito, pero puede promover la citoproteccion
disminuyendo la adhesién e infiltracion leucocitaria®.

No se conoce con exactitud en que momento estas dos formas de la enzima
NOS ejercen su accion, asi como el mecanismo molecular especificamente
involucrado. En estudios experimentales de trasplante hepatico, tanto el NO derivado
de la iINOS como de la eNOS, han demostrado disminuir la moléculas de adhesion,
disminuyendo la activacion y acumulacion de neutréfilos, dependiendo del tiempo de
isquemia, tiempo de reperfusiéon y modelo experimental®®?%,

Diversos estudios en IPC cardiaco demuestran la implicacion de la iNOS en la
proteccion frente a IR, especialmente en la fase tardia del mismo®*#°. Asi Wang y

cols?*®

en su estudio experimental en cardiomiocitos, demuestran un incremento desde
la primera hora de la reperfusion de los niveles de INOS en los animales
precondicionados con un pico a las 3 horas y persistiendo hasta las 24 horas sin
implicacion de la eNOS. Estos autores apuntan que el incremento de la iINOS es leve
comparado con el que sucede postisquemia prolongada y que se expresa en
diferentes lineas celulares, explicando asi el efecto perjudicial de la iINOS que se
observa en algunos estados inflamatorios, como la lesion por IR y que no se produce
después del precondicionamiento. Otros estudios referenciados en la literatura'®
sugieren la hipotesis que el NO tiene un papel doble en la proteccion del
precondicionamiento, se incrementa su sintesis al inicio via eNOS y también modula la
proteccion tardia a través de la via de la iNOS.

En el contexto del IPC a nivel hepatico, la evidencia es limitada y contradictoria
en cuanto a la accion del NO derivado tanto de la eNOS como de la iINOS. Algunos
estudios experimentales demostraron un incremento de la expresién de la eNOS en

213,236

los animales precondicionados mientras que dos estudios, uno clinico en

donantes vivos en trasplante hepatico y otro experimental demostraron un incremento

de la expresion del iNOS con el IPC%723%,

Referente al APC cardiaco, los resultados en la evaluacion de la implicacion de

214,215

la eNOS y iNOS también son contradictorios?'*?'®. Estudios recientes sugieren

que tiene lugar una proteccion precoz debida al NO derivado de la eNOS y una tardia
por el derivado de la iNOS.

6

El tnico estudio de APC en cirugia hepatica de reseccion'® realizado con

clampaje continuo mostré un aumento significativo de los niveles de iNOS al final de la
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cirugia en los pacientes precondicionados con sevoflorane. Sin embargo, los
resultados de esta tesis no confirman este hecho ya que la expresién tisular de la
iINOS no se modificé en ninguno de los tres grupos de nuestro estudio.

Recientemente se han correlacionado los niveles de metabolitos de oxidacion

del NO, nitritos, con su efecto protector®*?*’

y parece evidente la implicacion del NO
derivado de la eNOS en la fase precoz del precondicionamiento. Por tanto podriamos
sugerir que la determinacion de eNOS o nitritos quizas habrian dado mas informacion
para evaluar la implicacion del NO en el IPC y APC en la cirugia hepatica de
reseccion, ademas de la determinacion de la iINOS, cuyo aumento se produciria

probablemente en un periodo posterior.

4. Hemodinamia y complicaciones intraoperatorias

Aunque el comportamiento hemodinamico de los pacientes durante la cirugia
no era el objetivo del estudio de esta tesis, consideramos importante su analisis
debido a la implicacién que podian tener los diferentes cambios en el mismo sobre el
flujo hepatico y por tanto su influencia en la lesién hepatica por IR. Del mismo modo,
evaluamos las complicaciones intraoperatorias, especialmente las relacionadas con la
hemorragia durante la reseccion, factor clave en la evolucion posterior de los
pacientes sometidos a este tipo de cirugia®"*°.

Debido a los cambios hemodinamicos sistémicos que se producen en las
diferentes maniobras durante la cirugia (la compresion directa y la movilizacién del
higado pueden comprimir la vena cava retrohepatica, clampajes y desclampajes de la
triada portal, hemorragia) se requiere una monitorizacién hemodinamica especifica.
Esta ha de permitir un diagndstico preciso y una actuacién inmediata que en muchos
casos comportara la administracion de drogas vasoactivas. Por ello en todos los
pacientes, ademas de la monitorizacion basica, se monitorizd la presion arterial
invasiva, la presion venosa central (PVC) y el indice cardiaco (IC). En los ultimos
afios, para las mediciones de gasto cardiaco continuo se estan empezando a utilizar
técnicas no invasivas que eviten la iatrogenia secundaria a la colocacion de catéteres
de Swan-Ganz®°. En el presente trabajo, el IC fue obtenido de forma no invasiva
mediante el analisis morfolégico de la curva velocidad/tiempo del flujo sanguineo en la
aorta descendente obtenida mediante la colocacién de una sonda doppler a nivel
esofagico. (CardioQ, Deltex Medical). Con los datos obtenidos de esta monitorizacion
especifica pudimos valorar con exactitud el estado hemodinamico de nuestros
pacientes y descartamos que las alteraciones de la funcion hepatica pudieran estar
influidas por los cambios hemodinamicos. Los parametros hemodinamicos basales

fueron similares en los tres grupos del estudio, asi como su evolucién durante las
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diferentes fases de la cirugia, sin diferencias significativas entre grupos. Por ello
consideramos que los cambios hemodinamicos producidos durante la cirugia no
influyeron en la valoracion de los resultados del efecto del IPC o APC.

El principal efecto hemodinamico del clampaje del hilio hepatico es una
disminucion del 10 al 20% del retorno venoso y consecuentemente del gasto cardiaco.
Ello provoca una rapida respuesta vasopresora, con un aumento de las resistencias
vasculares periféricas del 40% y de la presion arterial media del 20%. La respuesta
adreneérgica es muy rapida y una vez retirado el pinzamiento vascular se restablecen
las alteraciones hemodinamicas. Sin embargo, la respuesta de adaptacién
hemodinamica puede empeorar con sucesivos pinzamientos, de modo que la presion
arterial media no se recupera®®. Debido a ello, un porcentaje elevado de pacientes
precisan de soporte vasoactivo. A pesar de la exclusion vascular, el riesgo de
sangrado de la superficie de reseccion persiste ya que las venas hepaticas no estan
ocluidas y como son extremadamente cortas (1cm), la presion existente en la vena
cava suprahepatica provoca un flujo sanguineo retrégrado. Como la presion en la vena
cava esta directamente relacionada con la presién en el sinusoide hepatico*, es
necesario mantener la PVC por debajo de 5 mmHg durante la cirugia. La influencia de
este parametro en la disminucién del sangrado durante la transeccion hepatica ha sido
demostrada en diversos estudios®®*.

Analizando nuestros datos pudimos constatar que el comportamiento
hemodinamico de los pacientes fue el habitual en este tipo de cirugia: la presién
arterial media experimenté un aumento en todos los pacientes durante las diferentes
maniobras de Pringle y un descenso durante los desclampajes de la triada portal. La
frecuencia cardiaca aumento6 ligeramente durante la transeccién recuperando su valor
previo con cada desclampaje del hilio hepatico. Durante el pinzamiento vascular, el IC
disminuyd y se produjo un aumento del IRVS, recuperando ambos los valores basales
tras los desclampajes. A medida que aumentaron el numero de pinzamientos del
pediculo hepatico, las variaciones hemodinamicas fueron mas pronunciadas y su
recuperacion mas lenta, por lo que fue necesario la administracion de drogas
vasoactivas. Este comportamiento es similar a las publicaciones previas®¥.

La incidencia de hipertensién arterial (29.2%), taquicardia (23.6%), disminucién
del indice cardiaco (19.8%) e hipotension (17,9%) fueron las complicaciones mas
frecuentes, aunque sin diferencias entre grupos. La necesidad de administracion de
noradrenalina fue de un 6.6%, similar en los tres grupos del estudio. Todas estas
alteraciones hemodinamicas son inherentes a la realizacion de la maniobras de
oclusion vascular y a la liberacion de substancias vasodilatadoras como la adenosina

o prostaglandinas que pasan a la circulacién sistémica durante la reperfusion, cuando
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se libera el pinzamiento del hilio hepatico?*®?*'. Otras complicaciones intraoperatorias
que se resolvieron sin consecuencias fueron bradicardia (5.6%), Broncoespasmo
(1.8%) y neumotodrax (1.8%). La incidencia de hemorragia intraoperatoria fue del 4.7%,
precisando de transfusién de hematies en el 5% de los pacientes en los tres grupos de
estudio y no difiere de otros trabajos en cirugia de reseccion hepatica**'®’. Debido a
que las complicaciones intraoperatorias y su gravedad no mostraron diferencias entre
los grupos precondicionados y el grupo control, descartamos que la presencia de las
mismas afectara a la valoracion de la influencia del efecto de ambos tipos de
precondicionamiento en la lesion hepatica por IR.

Aunque se han publicado estudios clinicos que demuestran una mayor
estabilidad hemodinamica del IPC frente al clampaje intermitente del hilio hepatico

como el de Chouker y cols?*°

, en el presente estudio, no pudimos demostrar ningun
efecto de los diferentes tipos de precondicionamiento ni sobre el comportamiento

hemodinamico ni sobre las complicaciones intraoperatorias.

5. Evolucién postoperatoria

La evolucion postoperatoria de los pacientes a los que se les realiza una
reseccion hepatica con oclusién vascular estd marcada especificamente por la
disfuncion postoperatoria del higado remanente que ha estado sometido a la lesion
por IR. El efecto protector del precondicionamiento ante esta lesion podria disminuir la
gravedad de la misma, condicionando una menor incidencia de insuficiencia hepatica
postoperatoria, disminuyendo las complicaciones y mejorando el prondstico de los
pacientes.

Para constatar el efecto protector a nivel clinico de los dos tipos de
precondicionamiento, IPC y APC, evaluamos la morbilidad determinando la incidencia
y gravedad de las complicaciones postoperatorias, la mortalidad en los 30 dias
posteriores a la intervencidn quirurgica, los dias de ingresos en las unidades de
semicriticos y UCI y el tiempo de estancia hospitalaria. Los diferentes estudios clinicos
referenciados en la literatura sobre IPC y APC en cirugia hepatica de reseccién
analizan las mismas variables para demostrar la relevancia clinica del
precondicionamiento'®* 76187,

Debido a las particularidades de la cirugia de reseccion hepatica, en el analisis
de las complicaciones de los pacientes de esta tesis, se han utilizado dos escalas de
valoracion aceptadas. Las complicaciones quirdrgicas se evaluaron segun la

clasificacion Clavien-Dindo'®’

y el grado de insuficiencia hepatica postoperatoria segun
la reciente clasificacion del Grupo de Estudio Internacional de Cirugia Hepatica

(ISGLS)®'. En la valoracién de las complicaciones generales en cirugia hepatica, como
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toda cirugia abdominal mayor, la clasificacion del grupo de Clavien ha sido la mas
utilizada y aceptada por todos los grupos quirurgicos.
En el contexto de la evaluacion de la insuficiencia hepatica posthepatectomia

45-47’ no

(PHLF), que ha demostrado ser la principal causa de mortalidad en esta cirugia
existe una definicion estandarizada que permita la comparacion de los resultados de
los estudios publicados. Algunos trabajos definen la PHLF de una forma cualitativa,
incluyendo sintomas de disfuncién hepatica: coagulopatia, ascitis, hiperbilirrubinemia o

encefalopatia. La mayoria de los estudios*>***

combinan parametros clinicos de
disfuncién hepatica con alteracion de los valores de bilirrubina e INR en el
postoperatorio. En cuanto a los factores predictores de mortalidad, también se
encuentra disparidad en los diferentes estudios. Hay trabajos*® que consideran un
valor pico de bilirrubina por encima de 7 mg/dL en el postoperatorio, como predictor de
mortalidad en pacientes intervenidos de hepatectomia mayor. Balzac y cols®®, en un
estudio de 704 pacientes intervenidos de reseccidon hepatica, consideran que un INR
<50% y un valor de bilirrubina >50umol/L (2.9mgr/dL) en el 5° dia postoperatorio, es
indicador de mal prondstico y mayor mortalidad. Asi, la incidencia descrita en la
literatura de la PHLF varia de 0 a 32%°"** segln la poblacién implicada, el tipo de
reseccion realizada y los pardmetros de valoracion utilizados. Si se dejan los extremos
fuera de consideracion la incidencia varia entre 0.7 a 9.1%°°.

El Grupo ISGLS, en el 2011, publicé un consenso donde definia la PHLF, como
el deterioro postoperatorio adquirido de la habilidad del higado remanente para
mantener las funciones de sintesis, excrecion y eliminacion de téxicos, las cuales se
caracterizaban por un incremento del INR y bilirrubina a partir del quinto dia del
postoperatorio. Ademas, este mismo grupo establecid unos grados de PHLF para
valorar la severidad de dicha insuficiencia hepatica( Tabla 1). Asi, los pacientes con
grado A, unicamente presentan alteraciones en los parametros de laboratorio sin
sintomas clinicos; los diagnosticados de grado B, presentan ademas, manifestaciones
clinicas de insuficiencia hepatica necesitando tratamiento no invasivo ( PFC, albumina,
diuréticos, ventilaciéon no invasiva) y generalmente cuidados intermedios o UCI; en el
grado C, es necesario el ingreso en UC| y medidas invasivas para el tratamiento de los
pacientes, entre ellas, intubacién y ventilacibn mecanica, hemodialisis, soporte
vasoactivo, soporte hepatico extracorpéreo o incluso trasplante hepatico. La
mortalidad en estos casos es de aproximadamente un 50%, generalmente por sepsis y
fallo multiorganico. En el estudio de esta tesis, utilizamos esta clasificacion para definir
los grados de PHLF de nuestros pacientes por considerarla la mas completa.

Los pacientes presentaron un 40% de complicaciones leves, las mas frecuentes

las relacionadas con la alteracion transitoria de la funcion hepatica (bilirrubina e INR),
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ascitis y encefalopatia leve, todo ello relacionado con una insuficiencia hepatica leve
posthepatectomia (PHLF A) que no necesité ningun tratamiento especifico y que no
aumento los dias de ingreso hospitalario. Un 3,7% de los pacientes presentaron una
insuficiencia hepatica moderada (PHLF B) que se resolvid con tratamiento
conservador aunque precisando mas dias de ingreso en la unidad de semicriticos.
Estos resultados concuerdan con los publicados en pacientes no
Cirrdticos®049:50.152176.19 = A hesar de que diversos estudios consideran al derrame

pleural una complicacion frecuente®*?

, sobretodo en la hepatectomia derecha, nosotros
s6lo diagnosticamos tres casos; esto podria ser debido a que en la mayoria de las
ocasiones, esta entidad es asintomatica y no se realiza, a excepcién de
sintomatologia respiratoria, una radiografia de térax posterior al primer dia del
postoperatorio. La incidencia de fistula biliar en las diferentes series varia de un 4 a un
10%2*®. En nuestro estudio, un 6.6% de los pacientes presenté fuga biliar, pero
unicamente uno de ellos precisé drenaje percutaneo. Aunque se realizé transfusién de
concentrados de hematies a tres pacientes en el postoperatorio inmediato por
hemoglobinas inferiores a 8 mg/dl, no fue necesaria ninguna reintervenciéon por
hemorragia aguda. La incidencia de complicaciones graves (lIl,IV,V) fue de un 7.5%
en el estudio de esta tesis, cifras similares a las publicadas en Ila
literatura3049:°0192.176.19 " ge reglizé una Unica reintervencion quirdrgica y ésta se debié
a isquemia cutanea de una parte de la incision quirdrgica e infeccion de la misma,
siendo la evolucién posterior satisfactoria.

La tasa de mortalidad en esta cirugia oscila entre el 0-5%%°#"°°?** En nuestro
estudio, un paciente del grupo sin precondicionamiento sometido a una reseccion
hepatica mayor, hepatectomia derecha extendida, falleci6 a los 20 dias del
postoperatorio, por insuficiencia hepatica grave (PHLF C), sepsis y fallo multiorganico.
En este paciente, la primera intencion quirdrgica era una hepatectomia derecha, por lo
que no se habia realizado volumetria previa a la cirugia. Durante la misma, al realizar
la ecografia intraoperatoria se observaron mas lesiones que las diagnosticadas
preoperatoriamente, por lo que se efectudé una hepatectomia derecha extendida. En el
curso postoperatorio, presentd hiperbilirrubinemia progresiva, incremento del INR,
ascitis y encefalopatia refractarios al tratamiento. Posteriormente, estando ingresado
en UCI, fue diagnosticado de neumonia bilateral que evolucion6 a shock séptico con
fallo multiorganico y muerte. El diagnéstico diferencial orientd a insuficiencia hepatica
postoperatoria por “small for size sindrome”’(SFSS) debido a un higado remanente
insuficiente por la gran reseccion hepatica realizada. ElI SFSS fue descrito
primeramente en el contexto del trasplante hepatico de donante vivo®*® y es debido a

un hiperaflujo sanguineo del higado remanente que causa dilatacion sinusoidal,
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infiltracién hemorragica, necrosis centrolobular, colostasis prolongada, déficit de la
funcién de sintesis e inhibicién de la proliferacion celular. Actualmente se considera
que el mecanismo fisiopatolégico del SFSS y la PHLF es similar**®. EI minimo
volumen de higado remanente que se considera seguro para una reseccién en higado
sano es de 20%-30% y en higado esteatdsico, cirrético o colostasico es necesario un
30-40%>*. Aunque no contabamos con volumetria previa de nuestro paciente, por la
clinica, datos de laboratorio y evolucién en el contexto de una gran reseccion en
paciente con quimioterapia previa, el diagnostico de SFSS o PHLF es el mas probable.

En el estudio de esta tesis no se observé ninguna diferencia en la evolucién
postoperatoria en los grupos precondicionados, ni en la incidencia y severidad de
complicaciones, dias de ingreso en semicriticos o UCI y estancia hospitalaria, por lo
que no pudimos comprobar ningun beneficio clinico en los dos tipos de
precondicionamiento evaluados. Aunque algunos estudios clinicos en IPC y APC en
cirugia hepatica realizada con clampaje continuo del hilio hepatico'®*"'"® demuestran un
beneficio de los grupos precondicionados en la incidencia y severidad de las
complicaciones postoperatorias, la mayoria de los trabajos de precondicionamiento
tanto en clampaje continuo como intermitente, no obtienen ningun resultado
clinicamente relevante'>*'87:218219,

Para valorar la influencia del precondicionamiento en el prondstico a largo
plazo de los pacientes de nuestro estudio, analizamos la supervivencia actuarial al
afio de la intervencion en los tres grupos. La supervivencia actuarial anual calculada
fue del 95,2% sin diferencias entre grupos, cifras similares a otros estudios de
supervivencia en metastasis hepaticas de cancer colorrectal®*’. La aplicacién de IPC o
APC en nuestras condiciones de estudio no influyé en el prondstico a largo plazo de

los pacientes.

6. Influencia del precondicionamiento segtn el tamafio de reseccion

El tamafio de la reseccién y por tanto el volumen del higado remanente esta
relacionado con una mayor gravedad de la lesién hepatica por IR****. Debido al
diferente comportamiento tanto biolégico como clinico de las hepatectomias menores
y mayores, con mayor alteracion de la funcidon hepatica y severidad de las
complicaciones en estas Ultimas*®, se estratificaron los pacientes segln el tamafio de
reseccion hepatica realizada para evaluar la influencia de los diferentes tipos de
precondicionamiento. No pudimos demostrar ningun efecto protector del IPC o APC ni
en las hepatectomias mayores ni en las menores. Tanto en los pacientes sometidos a
resecciones mayores como a resecciones menores, los grupos precondicionados no

presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto a los del grupo sin
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precondicionamiento en los parametros bioquimicos, histolégicos o clinicos evaluados.
Las referencias en la literatura son contradictorias en la influencia del
precondicionamiento segun el tamafo de reseccion, mientras hay estudios que
demuestran unicamente el efecto protector del IPC en las resecciones hepaticas
inferiores al 50%'%%, otros trabajos demuestran proteccion en las resecciones

mayores %%

El estudio realizado para la elaboracion de esta tesis doctoral tiene una serie
de limitaciones inherentes a un estudio clinico de este tipo. Estas limitaciones se han
ido comentando a lo largo de la discusion. No fue posible valorar la lesion histolégica,
apoptosis o la INOS posteriormente a la hora posthepatectomia, a diferencia de las
otras variables analizadas y por lo tanto poder obtener mas informacién sobre estos
parametros. Otra limitacion es la imposibilidad de inhibir o activar los mecanismos
involucrados en la modulacion de la proteccion anestésica para valorar si el
mecanismo estd o no implicado. Ademas, todos los agentes anestésicos
(halogenados, endovenosos y locales) tienen unos efectos similares en cuanto a la
modulacion de la respuesta inflamatoria inhibiendo o regulando la produccion de éxido
nitico y no podemos descartar que la anestesia en si misma sea un
“precondicionamiento”.

A pesar de estas limitaciones que hemos tenido en cuenta al valorar los
resultados, la aportacién de esta tesis es importante para establecer que el clampaje
vascular intermitente es una técnica de precondicionamiento de igual impacto sobre la
lesidon de IR que las hasta ahora aplicadas en clinica humana. También ha aportado la
identificacion de la importancia y utilidad de un parametro, el acido hialurénico, que
permite determinar de forma precoz el sufrimiento del sinusoide, punto clave en la
lesidon hepatica por IR. Este marcador podria predecir qué pacientes tendran un mayor
riesgo de desarrollar una disfuncién hepatica grave posthepatectomia y facilitar el
tratamiento precoz sin esperar al incremento de la bilirrubina.

Los resultados de esta tesis plantean la necesidad de realizar estudios
randomizados para valorar el factor predictivo del acido hialurénico. La identificacion
de valores de incremento del mismo capaces de predecir el riesgo de insuficiencia
hepatica con alta sensibilidad y especificidad, permitiria identificar qué pacientes
precisarian tratamiento de modulacién del flujo postreseccién o medidas alternativas

encaminadas a prevenir la insuficiencia hepatica postoperatoria.

Finalmente, ante los resultados obtenidos y utilizando una aproximacion

celular, pues en esta tesis se ha abordado la influencia del precondicionamiento en la
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lesion hepatica por IR desde todos los puntos clave de su fisiopatologia, podemos
plantear la hipotesis de que la anestesia en si misma se comporta como un
precondicionamiento farmacolégico y la maniobra de Pringle intermitente como un
precondicionamiento isquémico. De tal forma que ante la realizacion de una reseccién
hepatica con clampaje intermitente del hilio hepatico no se precisa afiadir ninguna otra
técnica de precondicionamiento. Seria interesante realizar nuevos estudios para
evaluar el posible efecto protector del IPC en cirugias en las que el clampaje
intermitente no esta indicado de primera eleccion y que pueden precisar clampajes
continuos de larga duracion, como es el caso de las resecciones hepaticas mayores o
de gran dificultad quirdrgica realizadas por laparoscopia. Asi como en las
hepatectomias efectuadas en pacientes de alto riesgo como son los pacientes
cirréticos o con alto grado de esteatosis, en los cuales la dificultad quirdrgica es mayor

y comporta una importante morbimortalidad.
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De acuerdo con los objetivos marcados, las principales conclusiones de esta

Tesis son:

1. La lesion por IR se manifestdé en todos los pacientes de este estudio en mayor
o menor grado. Esto se demostré por la alteracién en los parametros que
valoran las funciones hepatocelular, sinusoidal y por la presencia de lesién

histolégica y apoptosis.

2. La funcion sinusoidal se correlacioné con el grado de disfuncion hepatocelular.

3. Los cambios histolégicos fueron de grado leve o moderado y la presencia de

apoptosis celular se observé en el 40% de la poblacién del estudio.

4. No se evidencio correlacion entre la lesion histolégica y/o apoptosis con el

grado de disfuncion hepatocelular.

5. EIl precondicionamiento isquémico o anestésico no demostré influencia en la
intensidad de la alteracion de los parametros que evalian la funcién
hepatocelular y/o sinusoidal, en el grado de lesion histologica, ni en el indice

de apoptosis celular.

6. El precondicionamiento isquémico o anestésico no modificd los niveles

tisulares de la forma inducible de la enzima 6xido nitrico sintetasa.

7. EIl precondicionamiento isquémico o anestésico no mostré ningun efecto en la

evolucidn postoperatoria ni en la supervivencia al afio de la cirugia.

8. Eltamano de la reseccion no influyé en el efecto del precondicionamiento.

9. Por todo ello, durante la reseccion hepatica realizada con clampaje intermitente
del hilio hepatico, el precondicionamiento isquémico o anestésico con
sevoflorane no produce ningun tipo de proteccién frente a la lesion hepatica por

isquemia-reperfusion .



132 8. CONCLUSIONES



9. BIBLIOGRAFIA 133

9.BIBLIOGRAFIA



134 9. BIBLIOGRAFIA



9. BIBLIOGRAFIA 135

Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ibrahim S, Chen CL, Wang SH, Lin CC, Yang CH, Yong CC, et al. Liver resection for
benign liver tumors: indications and outcome. Am J Surg. 2007 Jan;193(1):5-9.

Tsim NC, Frampton AE, Habib NA, Jiao LR. Surgical treatment for liver cancer. World J
Gastroenterol. 2010 Feb;16(8):927-33.

Olnes MJ, Erlich R. A review and update on cholangiocarcinoma. Oncology.2004
Jun;66:167-179.

DiSibio G, French SW. Metastatic patterns of cancers: Results from a large autopsy
study. Arch Pathol Lab Med. 2008 Jun;132(6):931-9.

Rees M, Tekkis PP, Welsh FKS, O’Rourke T, John TG. Evaluation of long-term survival
after hepatic resection for metastatic colorectal cancer: a multifactorial model of 929
patients. Ann Surg. 2008 Jan;247(1):125-35.

Lee YT. Breast carcinoma: pattern of metastasis at autopsy. J Surg Oncol. 1983
Jul;23(3):175-80.

Kagohashi K, Satoh H, Ishikawa H, Ohtsuka M, Sekizawa K. Liver metastasis at the time
of initial diagnosis of lung cancer. Med Oncol. 2003 Mar;20(1):25-8.

Basuroy R, Srirajaskanthan R, Ramage JK. A multimodal approach to the management
of neuroendocrine tumour liver metastases. Int J Hepatol 2012 Feb;2012:819193.

Parkin DM, Bray F, Ferlayd,Pisani P. Global cancer statistics,2002. CA Cancer J Clin.
2005 Mar-Apr;55(2):74-108.

Alkofer B, Lepennec V, Chiche L. Hepatocellular cancer in the non-cirrhotic liver. J Visc
Surg. 2011 Feb;148(1):3—-11.

Andreou A, Vauthey JN, Cherqui D, Zimmitti G, Ribero D, Truty MJ, et al. Improved
Long-Term Survival after Major Resection for Hepatocellular Carcinoma: A Multicenter
Analysis Based on a New Definition of Major Hepatectomy. J Gastrointest Surg. 2013
Jan;17(1):66-77.

Paquet KJ, Gad HA, Lazar A, Koussouris P, Mercado MA, Heine WD, et al. Analysis of
factors affecting outcome after hepatectomy of patients with liver cirrhosis and small
hepatocellular carcinoma. Eur J Surg. 1998 Jul;164(7):513-9.

Ng KK, Vauthey J-N, Pawlik TM, Lauwers GY, Regimbeau J-M, Belghiti J, et al. Is
hepatic resection for large or multinodular hepatocellular carcinoma justified? Results
from a multi-institutional database. Ann Surg Oncol. 2005 May;12(5):364-73.

Ellis MC, Cassera MA, Vetto JT, Orloff SL, Hansen PD, Billingsley KG. Surgical
treatment of intrahepatic cholangiocarcinoma: Outcomes and predictive factors. HPB.
2011 Jan;13(1):59-63.

Pachera S, Nishio H, Takahashi Y, Yokoyama Y, Oda K, Ebata T, et al. Undifferentiated
embryonal sarcoma of the liver: Case report and literature survey. J Hepatobiliary
Pancreat Surg. 2008 Oct;15(5):536—44.

Grotz TE, Nagorney D, Donohue J, Que F, Kendrick M, Farnell M, et al. Hepatic
epithelioid haemangioendothelioma: is transplantation the only treatment option? HPB
2010 Oct;12(8):546-53.



136

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

9. BIBLIOGRAFIA

Fong Y, Fortner J, Sun RL, Brennan MF, Blumgart LH. Clinical score for predicting
recurrence after hepatic resection for metastatic colorectal cancer: analysis of 1001
consecutive cases. Ann Surg 1999 Sep ;230(3):309-21.

Khatri VP, Petrelli NJ, Belghiti J. Extending the frontiers of surgical therapy for hepatic
colorectal metastases: is there a limit? J Clin Oncol. 2005 Nov 20 23(33):8490-9.

Ferlay J, Soerjomataram |, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, et al. Cancer
incidence and mortality worldwide: sources, methods and major patterns in GLOBOCAN
2012. Int J Cancer. 2015 Mar 1;136(5):E359-86.

Byam J, Reuter NP, Woodall CE, Scoggins CR, McMasters KM, Martin RCG. Should
hepatic metastatic colorectal cancer patients with extrahepatic disease undergo liver
resection/ablation? Ann Surg Oncol. 2009 Nov;16(11):3064-9.

Simmonds PC, Primrose JN, Colquitt JL, Garden OJ, Poston GJ, Rees M. Surgical
resection of hepatic metastases from colorectal cancer: a systematic review of published
studies. Br J Cancer. 2006 Apr;94(7):982-99.

Yao JC, Hassan M, Phan A, Dagohoy C, Leary C, Mares JE, et al. One hundred years
after “carcinoid”: Epidemiology of and prognostic factors for neuroendocrine tumors in
35,825 cases in the United States. J Clin Oncol. 2008 Jun;26(18):3063-72.

Gomez D, Malik HZ, Al-Mukthar A, Menon K V, Toogood GJ, Lodge JPA, et al. Hepatic
resection for metastatic gastrointestinal and pancreatic neuroendocrine tumours:
outcome and prognostic predictors. HPB. 2007 Jun;9(5):345-51.

Ercolani G, Grazi GL, Ravaioli M, Ramacciato G, Cescon M, Varotti G, et al. The role of
liver resections for noncolorectal, nonneuroendocrine metastases: experience with 142
observed cases. Ann Surg Oncol. 2005 Jun;12(6):459-66.

Couniaud. Le foie. Etudes anatomiques et chirurgicales. Paris: Masson; 1957.

Brunicardi FC, Andersen DK BT. Schwartz’s principles of surgery. 9th edition. New York:
McGraw-Hill ; 2010. p. 31-3.

Pang YY. The Brisbane 2000 terminology of liver anatomy and resections. HPB 2000;
2:333-39. HPB. 2002 Jan;4(2):99-100.

Strasberg SM. Nomenclature of hepatic anatomy and resections: a review of the
Brisbane 2000 system. J Hepatobiliary Pancreat Surg. 2005 Oct;12(5):351-5.

Rosen CB, Nagorney DM, Taswell HF, Helgeson SL, listrup DM, van Heerden JA, et al.
Perioperative blood transfusion and determinants of survival after liver resection for
metastatic colorectal carcinoma. Ann Surg. 1992 Oct ;216(4):493-505.

Rahbari NN, Reissfelder C, Koch M, Elbers H, Striebel F, Buchler MW, et al. The
predictive value of postoperative clinical risk scores for outcome after hepatic resection:
a validation analysis in 807 patients. Ann Surg Oncol. 2011 Dec;18(13):3640-9.

Alkozai EM, Lisman T, Porte RJ. Bleeding in Liver Surgery: Prevention and Treatment.
Clinics in Liver Disease. 2009 Feb;13(1):145-54.

Pringle JH. V. Notes on the Arrest of Hepatic Hemorrhage Due to Trauma. Ann Surg .
1908 Oct ;48(4):541-9.

Buell JF, Koffron A, Yoshida A, Hanaway M, Lo A, Layman R, et al. Is any method of
vascular control superior in hepatic resection of metastatic cancers? Longmire clamping,
pringle maneuver, and total vascular isolation. Arch Surg. 2001 May ;136(5):569-75.



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

9. BIBLIOGRAFIA 137

Belghiti J, Noun R, Malafosse R, Jagot P, Sauvanet A, Pierangeli F, et al. Continuous
versus intermittent portal triad clamping for liver resection: a controlled study. Ann Surg
1999 Mar;229(3):369-75.

Delva E, Camus Y, Nordlinger B, Hannoun L, Parc R, Deriaz H, et al. Vascular
occlusions for liver resections. Operative management and tolerance to hepatic
ischemia: 142 cases. Ann Surg. 1989 Feb;209(2):211-8.

Makuuchi M, Mori T, Gunvén P, Yamazaki S, Hasegawa H. Safety of hemihepatic
vascular occlusion during resection of the liver. Surg Gynecol Obstet. 1987
Feb;164(2):155-8.

Page AJ, Kooby DA. Perioperative management of hepatic resection. J Gastrointest
Oncol. Department of Surgery, Emory University, Atlanta, Georgia, USA.; 2012
Mar;3(1):19-27.

Heaney JP, Stanton WK, Halbert DS, Seidel J, Vice T. An improved technic for vascular
isolation of the liver: experimental study and case reports. Ann Surg. 1966
Feb;163(2):237—-41.

Azoulay D, Andreani P, Maggi U, Salloum C, Perdigao F, Sebagh M, et al. Combined
liver resection and reconstruction of the supra-renal vena cava: the Paul Brousse
experience. Ann Surg. 2006 Jul;244(1):80-8.

Melendez JA, Arslan V, Fischer ME, Wuest D, Jarnagin WR, Fong Y, et al. Perioperative
outcomes of major hepatic resections under low central venous pressure anesthesia:
blood loss, blood transfusion, and the risk of postoperative renal dysfunction. J Am Coll
Surg. 1998 Dec;187(6):620-5.

Topaloglu S, Yesilcicek Calik K, Calik A, Aydin C, Kocyigit S, Yaman H, et al. Efficacy
and safety of hepatectomy performed with intermittent portal triad clamping with low
central venous pressure. Biomed Res Int . 2013 Jan;2013:297971.

Lautt WW, Greenway C V, Legare DJ. Effect of hepatic nerves, norepinephrine,
angiotensin, and elevated central venous pressure on postsinusoidal resistance sites
and intrahepatic pressures in cats. Microvasc Res. 1987 Jan;33(1):50—61.

Lin C-X, Guo Y, Lau WY, Zhang G-Y, Huang Y-T, He W-Z, et al. Optimal central venous
pressure during partial hepatectomy for hepatocellular carcinoma. Hepatobiliary
Pancreat Dis Int. 2013 Oct;12(5):520-4.

Sand L, Lundin S, Rizell M, Wiklund J, Stenqvist O, Houltz E. Nitroglycerine and patient
position effect on central, hepatic and portal venous pressures during liver surgery. Acta
Anaesthesiol Scand . 2014 Sep;58(8):961-7.

Jarnagin WR, Gonen M, Fong Y, DeMatteo RP, Ben-Porat L, Little S, et al. Improvement
in perioperative outcome after hepatic resection: analysis of 1,803 consecutive cases
over the past decade. Ann Surg. 2002 Oct;236(4):397—407.

Kamiyama T, Nakanishi K, Yokoo H, Kamachi H, Tahara M, Yamashita K, et al.
Perioperative management of hepatic resection toward zero mortality and morbidity:
Analysis of 793 consecutive cases in a single institution. J Am Coll Surg. 2010
Oct;211(4):443-9.

Poon RT, Fan ST, Lo CM, Liu CL, Lam CM, Yuen WK, et al. Improving perioperative
outcome expands the role of hepatectomy in management of benign and malignant
hepatobiliary diseases: analysis of 1222 consecutive patients from a prospective
database. Ann Surg. 2004 Oct;240(4):698-710.



138

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

9. BIBLIOGRAFIA

Kishi Y, Abdalla EK, Chun YS, Zorzi D, Madoff DC, Wallace MJ, et al. Three hundred
and one consecutive extended right hepatectomies: evaluation of outcome based on
systematic liver volumetry. Ann Surg. 2009 Oct;250(4):540-8.

Mullen JT, Ribero D, Reddy SK, Donadon M, Zorzi D, Gautam S, et al. Hepatic
insufficiency and mortality in 1,059 noncirrhotic patients undergoing major hepatectomy.
J Am Coll Surg; 2007 May;204(5):854.

Balzan S, Belghiti J, Farges O, Ogata S, Sauvanet A, Delefosse D, et al. The “50-50
criteria” on postoperative day 5: an accurate predictor of liver failure and death after
hepatectomy. Ann Surg. 2005 Dec;242(6):824-9.

Rahbari NN, Garden OJ, Padbury R, Brooke-Smith M, Crawford M, Adam R, et al.
Posthepatectomy liver failure: a definition and grading by the International Study Group
of Liver Surgery (ISGLS). Surgery. 2011 May;149(5):713-24.

Benzoni E, Lorenzin D, Baccarani U, Adani GL, Favero A, Cojutti A, et al. Resective
surgery for liver tumor: a multivariate analysis of causes and risk factors linked to
postoperative complications. Hepatobiliary Pancreat Dis Int. 2006 Nov;5(4):526—33.

Van den Broek MAJ, Olde Damink SWM, Dejong CHC, Lang H, Malagé M, Jalan R, et
al. Liver failure after partial hepatic resection: definition, pathophysiology, risk factors
and treatment. Liver Int. 2008 Jul ;28(6):767-80.

Guglielmi A, Ruzzenente A, Conci S, Valdegamberi A, lacono C. How much remnant is
enough in liver resection? Dig Surg. 2012 Mar;29(1):6-17.

Imamura H, Seyama Y, Kokudo N, Maema A, Sugawara Y, Sano K, et al. One thousand
fifty-six hepatectomies without mortality in 8 years. Arch Surg . 2003 Nov ;138(11):1198—
206.

Schreckenbach T, Liese J, Bechstein WO, Moench C. Posthepatectomy liver failure. Dig
Surg. 2012 Mar;29(1):79-85.

Weigand K, Brost S, Steinebrunner N, Bichler M, Schemmer P, Miller M.
Ischemia/Reperfusion injury in liver surgery and transplantation: pathophysiology. HPB
Surg . 2012 Jan;2012:176723.

Fondevila C, Busuttil RW, Kupiec-Weglinski JW. Hepatic ischemia/reperfusion injury--a
fresh look. Exp Mol Pathol. 2003 Apr;74(2):86—-93.

Serracino-Inglott F, Habib NA, Mathie RT. Hepatic ischemia-reperfusion injury. Am J
Surg . 2001 Feb;181(2):160-6.

Zhai Y, Busuttil RW, Kupiec-Weglinski JW. Liver ischemia and reperfusion injury: new
insights into mechanisms of innate-adaptive immune-mediated tissue inflammation. Am
J Transplant. 2011 Aug;11(8):1563-9.

Kim Y-l. Ischemia-reperfusion injury of the human liver during hepatic resection. J
Hepatobiliary Pancreat Surg . 2003 Jan ;10(3):195-9.

Okano N, Miyoshi S, Owada R, Fujita N, Kadoi Y, Saito S, et al. Impairment of
hepatosplanchnic oxygenation and increase of serum hyaluronate during normothermic
and mild hypothermic cardiopulmonary bypass. Anesth Analg . 2002 Aug ;95(2):278-86.

Birrer R, Takuda Y, Takara T. Hypoxic hepatopathy: pathophysiology and prognosis.
Intern Med . 2007 Jan ;46(14):1063-70.

Rushing GD, Britt LD. Reperfusion injury after hemorrhage: a collective review. Ann
Surg . 2008 Jun ;247(6):929-37.



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

9. BIBLIOGRAFIA 139

Liang R, Bruns H, Kincius M, Lin T, Ludwig J, Dei-Anane G, et al. Danshen protects liver
grafts from ischemia/reperfusion injury in experimental liver transplantation in rats.
Transpl Int . 2009 Nov;22(11):1100-9.

Pine JK, Aldouri A, Young AL, Davies MH, Attia M, Toogood GJ, et al. Liver
transplantation following donation after cardiac death: an analysis using matched pairs.
Liver Transpl. 2009 Sep;15(9):1072-82.

lldefonso JA, Arias-Diaz J. Pathophysiology of liver ischemia-reperfusion injury. Cir Esp.
2010 Apr;87(4):202-9.

Casillas-Ramirez A, Mosbah | Ben, Franco-Gou R, Rimola A, Rosell6-Catafau J, Peralta
C. Ischemia-reperfusion syndrome associated with liver transplantation: an update.
Gastroenterol Hepatol. 2006 May;29(5):306—-13.

Montalvo-Jave EE, Escalante-Tattersfield T, Ortega-Salgado JA, Pifia E, Geller DA.
Factors in the pathophysiology of the liver ischemia-reperfusion injury. J Surg Res . 2008
Jun 1;147(1):153-9.

Jaeschke H, Lemasters JJ. Apoptosis versus oncotic necrosis in hepatic
ischemia/reperfusion injury. Gastroenterology. 2003 Oct;125(4):1246-57.

Behrends M, Hirose R, Park YH, Tan V, Dang K, Xu F, et al. Remote renal injury
following partial hepatic ischemia/reperfusion injury in rats. J Gastrointest Surg. 2008
Mar;12(3):490-5.

Peralta C, Jiménez-Castro MB, Gracia-Sancho J. Hepatic ischemia and reperfusion
injury: effects on the liver sinusoidal milieu. J Hepatol . 2013 Nov;59(5):1094—106.

Selzner M, Selzner N, Jochum W, Graf R, Clavien P-A. Increased ischemic injury in old
mouse liver: an ATP-dependent mechanism. Liver Transpl . 2007 Mar;13(3):382-90.

Fan C, Zwacka RM, Engelhardt JF. Therapeutic approaches for ischemia/reperfusion
injury in the liver. J Mol Med (Berl). 1999 Aug;77(8):577-92.

Hines IN, Hoffman JM, Scheerens H, Day BJ, Harada H, Pavlick KP, et al. Regulation of
postischemic liver injury following different durations of ischemia. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol . 2003 Mar;284(3):G536—45.

Jaeschke H. Molecular mechanisms of hepatic ischemia-reperfusion injury and
preconditioning. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol . 2003 Jan ;284(1):G15-26.

Grande L, Rosellé6-Catafau J, Peralta C. Ischemic preconditioning of the liver: from
molecular bases to clinical application. Cirugia espafiola. 2006 Nov ;80(5):275-82.

Abu-Amara M, Yang SY, Seifalian A, Davidson B, Fuller B. The nitric oxide pathway--
evidence and mechanisms for protection against liver ischaemia reperfusion injury. Liver
Int. 2012 Apr;32(4):531-43.

Massip-Salcedo M, Rosellé6-Catafau J, Prieto J, Avila MA, Peralta C. The response of
the hepatocyte to ischemia. Liver Int. 2007 Feb ;27(1):6—16.

Tsukamoto H. Redox regulation of cytokine expression in Kupffer cells. Antioxid Redox
Signal. 2002 Oct ;4(5):741-8.

Jaeschke H. Mechanisms of Liver Injury. Il. Mechanisms of neutrophil-induced liver cell
injury during hepatic ischemia-reperfusion and other acute inflammatory conditions. Am
J Physiol Gastrointest Liver Physiol . 2006 Jun;290(6):G1083-8.



140

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

9. BIBLIOGRAFIA

Suzuki S, Toledo-Pereyra LH. Interleukin 1 and tumor necrosis factor production as the
initial stimulants of liver ischemia and reperfusion injury. J Surg Res. 1994
Aug;57(2):253-8.

Zhou W, McCollum MO, Levine BA, Olson MS. Inflammation and platelet-activating
factor production during hepatic ischemia/reperfusion. Hepatology. 1992
Nov;16(5):1236—40.

Collard CD, Lekowski R, Jordan JE, Agah A, Stahl GL. Complement activation following
oxidative stress. Mol Immunol. Jan;36(13-14):941-8.

Mendes-Braz M, Elias-Mir6 M, Jiménez-Castro MB, Casillas-Ramirez A, Ramalho FS,
Peralta C. The current state of knowledge of hepatic ischemia-reperfusion injury based
on its study in experimental models. J Biomed Biotechnol. 2012 Jan ;2012:298657.

Ridiger HA1, Graf R, Clavien PA.Liver ischemia: apoptosis as a central mechanism of
injury. J Invest Surg. 2003 May-jun ;16(3):149-59.

Abu-Amara M, Yang SY, Tapuria N, Fuller B, Davidson B, Seifalian A. Liver
ischemia/reperfusion injury: processes in inflammatory networks--a review. Liver
Transpl. 2010 Sep;16(9):1016-32.

Stuehr DJ. Enzymes of the L-arginine to nitric oxide pathway. J Nutr . 2004 Oct;134(10
Suppl):2748S — 2751S

Yanagida H, Kaibori M, Yoshida H, Habara K, Yamada M, Kamiyama Y, et al. Hepatic
ischemia/reperfusion upregulates the susceptibility of hepatocytes to confer the induction
of inducible nitric oxide synthase gene expression. Shock. 2006 Aug ;26(2):162-8.

Domenico R. Pharmacology of nitric oxide: molecular mechanisms and therapeutic
strategies. Curr Pharm Des. 2004 Jan ;10(14):1667-76.

Phillips L, Toledo AH, Lopez-Neblina F, Anaya-Prado R, Toledo-Pereyra LH. Nitric oxide
mechanism of protection in ischemia and reperfusion injury. J Invest Surg.; 2009 Jan-
Feb;22(1):46-55.

Liu P, Yin K, Nagele R, Wong PY. Inhibition of nitric oxide synthase attenuates
peroxynitrite generation, but augments neutrophil accumulation in hepatic ischemia-
reperfusion in rats. J Pharmacol Exp Ther. 1998 Mar ;284(3):1139-46.

Hur GM, Ryu YS, Yun HY, Jeon BH, Kim YM, Seok JH, et al. Hepatic
ischemia/reperfusion in rats induces iINOS gene transcription by activation of NF-
kappaB. Biochem Biophys Res Commun . 1999 Aug 11 ;261(3):917-22.

Abe Y, Hines |, Zibari G, Grisham MB. Hepatocellular protection by nitric oxide or nitrite
in ischemia and reperfusion injury. Arch Biochem Biophys. 2009 Apr 15 ;484(2):232-7.

Kaizu T, lkeda A, Nakao A, Takahashi Y, Tsung A, Kohmoto J, et al. Donor graft
adenoviral iINOS gene transfer ameliorates rat liver transplant preservation injury and
improves survival. Hepatology. 2006 Mar ;43(3):464—73.

Meguro M, Katsuramaki T, Nagayama M, Kimura H, Isobe M, Kimura Y, et al. A novel
inhibitor of inducible nitric oxide synthase (ONO-1714) prevents critical warm ischemia-
reperfusion injury in the pig liver. Transplantation . 2002 May 15 ;73(9):1439—-46.

Serracino-Inglott F, Virlos IT, Habib NA, Wiliamson RCN, Mathie RT. Differential nitric
oxide synthase expression during hepatic ischemia-reperfusion. Am J Surg. 2003
Jun;185(6):589-95.



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

9. BIBLIOGRAFIA 141

Varadarajan R, Golden-Mason L, Young L, McLoughlin P, Nolan N, McEntee G, et al.
Nitric oxide in early ischaemia reperfusion injury during human orthotopic liver
transplantation. Transplantation. 2004 Jul;78:250—6.

Gerald Karp. Biologia celular y molecular. 4° Ediciéon. Mexico: Mcgraw-Hill; 2005.

Malhi H, Gores GJ, Lemasters JJ. Apoptosis and necrosis in the liver: a tale of two
deaths? Hepatology. 2006 Feb;43(2 Suppl 1):S31-44.

Lemasters JJ. V. Necrapoptosis and the mitochondrial permeability transition: shared
pathways to necrosis and apoptosis. Am J Physiol. 1999 Jan;276(1 Pt 1):G1-6.

Berenbom M, Chang Pi, Betz He, Stowell Re. Chemical and enzymatic changes
associated with mouse liver necrosis in vitro. Cancer Res. 1955 Jan ;15(1):1-5.

Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-
ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer. 1972 Aug ;26(4):239-57.

Fulda S, Gorman AM, Hori O, Samali A. Cellular stress responses: cell survival and cell
death. Int J Cell Biol. 2010 Jan ;2010:214074.

Ben-Ari Z, Pappo O, Cheporko Y, Yasovich N, Offen D, Shainberg A, et al. Bax ablation
protects against hepatic ischemia/reperfusion injury in transgenic mice. Liver Transpl.
2007 Aug ;13(8):1181-8.

Gujral JS, Bucci TJ, Farhood A, Jaeschke H. Mechanism of cell death during warm
hepatic ischemia-reperfusion in rats: apoptosis or necrosis? Hepatology . 2001
Feb;33(2):397-405.

Bhatia M. Apoptosis versus necrosis in acute pancreatitis. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol . 2004 Feb ;286(2):G189-96.

Murry CE, Jennings RB, Reimer KA. Preconditioning with ischemia: a delay of lethal cell
injury in ischemic myocardium. Circulation. 1986 Nov;74(5):1124-36.

Sommerschild HT, Kirkeboen KA. Preconditioning - endogenous defence mechanisms
of the heart. Acta Anaesthesiol Scand . 2002 Feb;46(2):123-37.

Marber MS, Latchman DS, Walker JM, Yellon DM. Cardiac stress protein elevation 24
hours after brief ischemia or heat stress is associated with resistance to myocardial
infarction. Circulation. 1993 Sep ;88(3):1264-72.

Glazier SS, O’Rourke DM, Graham DI, Welsh FA. Induction of ischemic tolerance
following brief focal ischemia in rat brain. J Cereb Blood Flow Metab. 1994
Jul;14(4):545-53.

Pang CY, Forrest CR. Acute pharmacologic preconditioning as a new concept and
alternative approach for prevention of skeletal muscle ischemic necrosis. Biochem
Pharmacol . 1995 Apr 18 ;49(8):1023-34.

Lloris-Carsi JM, Cejalvo D, Toledo-Pereyra LH, Calvo MA, Suzuki S. Preconditioning:
effect upon lesion modulation in warm liver ischemia. Transplant Proc . 1993
Dec;25(6):3303-4.

Hotter G, Closa D, Prados M, Fernandez-Cruz L, Prats N, Gelpi E, et al. Intestinal
preconditioning is mediated by a transient increase in nitric oxide. Biochem Biophys Res
Commun [Internet]. 1996 May 6 ;222(1):27-32.



142

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

9. BIBLIOGRAFIA

Du ZY, Hicks M, Winlaw D, Spratt P, Macdonald P. Ischemic preconditioning enhances
donor lung preservation in the rat. J Heart Lung Transplant . 1996 Dec ;15(12):1258-67.

Islam CF, Mathie RT, Dinneen MD, Kiely EA, Peters AM, Grace PA. Ischaemia-
reperfusion injury in the rat kidney: the effect of preconditioning. Br J Urol . 1997
Jun;79(6):842-7.

Przyklenk K. Ischemic preconditioning. J Thromb Thrombolysis. 2000 Jan;9(1):99-103.

Kuzuya T, Hoshida S, Yamashita N, Fuji H, Oe H, Hori M, et al. Delayed effects of
sublethal ischemia on the acquisition of tolerance to ischemia. Circ Res.1993
Jun;72(6):1293-9.

Bolli R, Dawn B, Tang XL, Qiu Y, Ping P, Xuan YT, et al. The nitric oxide hypothesis of
late preconditioning. Basic Res Cardiol.1998 Oct ;93(5):325-38.

Grund F, Sommerschild HT, Kirkebgen KA, llebekk A. Preconditioning with ischaemia
reduces both myocardial oxygen consumption and infarct size in a graded pattern. J Mol
Cell Cardiol. 1997 Nov;29(11):3067-79.

Murry CE, Richard VJ, Reimer KA, Jennings RB. Ischemic preconditioning slows energy
metabolism and delays ultrastructural damage during a sustained ischemic episode. Circ
Res . 1990 Apr;66(4):913-31.

Liu GS, Thornton J, Van Winkle DM, Stanley AW, Olsson RA, Downey JM. Protection
against infarction afforded by preconditioning is mediated by A1 adenosine receptors in
rabbit heart. Circulation . 1991 Jul ;84(1):350-6.

Zaugg M, Schaub MC. Signaling and cellular mechanisms in cardiac protection by
ischemic and pharmacological preconditioning. J Muscle Res Cell Motil . 2003 Jan ;24(2-
3):219-49.

Meldrum DR. Mechanisms of cardiac preconditioning: ten years after the discovery of
ischemic preconditioning. J Surg Res. 1997 Nov;73(1):1-13.

Fryer RM, Schultz JE, Hsu AK, Gross GJ. Importance of PKC and tyrosine kinase in
single or multiple cycles of preconditioning in rat hearts. Am J Physiol. 1999 Apr;276
(4 Pt 2):H1229-35.

Garlid KD, Dos Santos P, Xie Z-J, Costa ADT, Paucek P. Mitochondrial potassium
transport: the role of the mitochondrial ATP-sensitive K(+) channel in cardiac function
and cardioprotection. Biochim Biophys Acta. 2003 Sep;1606(1-3):1-21.

Wang L, Cherednichenko G, Hernandez L, Halow J, Camacho SA, Figueredo V, et al.
Preconditioning limits mitochondrial Ca(2+) during ischemia in rat hearts: role of K(ATP)
channels. Am J Physiol Heart Circ Physiol . 2001 May ;280(5):H2321-8.

Selzner N, Boehnert M, Selzner M. Preconditioning, postconditioning, and remote
conditioning in solid organ transplantation: basic mechanisms and translational
applications. Transplant Rev. 2012 Apr;26(2):115-24.

Clavien PA, Yadav S, Sindram D, Bentley RC. Protective effects of ischemic
preconditioning for liver resection performed under inflow occlusion in humans. Ann
Surg. 2000 Aug;232(2):155-62.

Alchera E, Dal Ponte C, Imarisio C, Albano E, Carini R. Molecular mechanisms of liver
preconditioning. World J Gastroenterol. 2010 Dec;16(48):6058—67.



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

9. BIBLIOGRAFIA 143

Peralta C, Bartrons R, Riera L, Manzano A, Xaus C, Gelpi E, et al. Hepatic
preconditioning preserves energy metabolism during sustained ischemia. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol . 2000 Jul;279(1):G163-71.

Ofluoglu E, Kerem M, Pasaoglu H, Turkozkan N, Seven |, Bedirli A, et al. Delayed
energy protection of ischemic preconditioning on hepatic ischemia/reperfusion injury in
rats. Eur Surg Res. 2006 Jan ;38(2):114-21.

Carini R, De Cesaris MG, Splendore R, Bagnati M, Albano E. Ischemic preconditioning
reduces Na(+) accumulation and cell killing in isolated rat hepatocytes exposed to
hypoxia. Hepatology. 2000 Jan;31(1):166-72.

Peralta C, Bulbena O, Xaus C, Prats N, Cutrin JC, Poli G, et al. Ischemic
preconditioning: a defense mechanism against the reactive oxygen species generated
after hepatic ischemia reperfusion. Transplantation . 2002 Apr;73(8):1203—-11.

Yuan G-J, Ma J-C, Gong Z-J, Sun X-M, Zheng S-H, Li X. Modulation of liver oxidant-
antioxidant system by ischemic preconditioning during ischemia/reperfusion injury in
rats. World J Gastroenterol. 2005 Mar;11(12):1825-8.

Chouker A, Martignoni A, Schauer R, Dugas M, Rau H-G, Jauch K-W, et al. Beneficial
effects of ischemic preconditioning in patients undergoing hepatectomy: the role of
neutrophils. Archives of surgery. 2005. Feb;140(2):129-36.

Beauchamp P, Richard V, Tamion F, Lallemand F, Lebreton JP, Vaudry H, et al.
Protective effects of preconditioning in cultured rat endothelial cells: effects on neutrophil
adhesion and expression of ICAM-1 after anoxia and reoxygenation. Circulation . 1999
Aug ;100(5):541-6.

Peralta C, Closa D, Hotter G, Gelpi E, Prats N, Rosell6-Catafau J. Liver ischemic
preconditioning is mediated by the inhibitory action of nitric oxide on endothelin.
Biochem Biophys Res Commun. 1996 Dec ;229(1):264-70.

Li S-Q, Liang L-J, Huang J-F, Li Z. Ischemic preconditioning protects liver from
hepatectomy under hepatic inflow occlusion for hepatocellular carcinoma patients with
cirrhosis. World J Gastroenterol. 2004 Sep ;10(17):2580—4.

Arkadopoulos N, Kostopanagiotou G, Theodoraki K, Farantos C, Theodosopoulos T,
Stafyla V, et al. Ischemic preconditioning confers antiapoptotic protection during major
hepatectomies performed under combined inflow and outflow exclusion of the liver. A
randomized clinical trial. World J Surg. 2009 Sep ;33(9):1909-15.

Peralta C, Hotter G, Closa D, Prats N, Xaus C, Gelpi E, et al. The protective role of
adenosine in inducing nitric oxide synthesis in rat liver ischemia preconditioning is
mediated by activation of adenosine A2 receptors. Hepatology. 1999 Jan;29(1):126-32.

Nakayama H, Yamamoto Y, Kume M, Yamagami K, Yamamoto H, Kimoto S, et al.
Pharmacologic stimulation of adenosine A2 receptor supplants ischemic preconditioning
in providing ischemic tolerance in rat livers. Surgery . 1999 Nov;126(5):945-54.

Bouma MG, van den Wildenberg FA, Buurman WA. The anti-inflammatory potential of
adenosine in ischemia-reperfusion injury: established and putative beneficial actions of a
retaliatory metabolite. Shock. 1997 Nov ;8(5):313-20.

Rakhit RD, Edwards RJ, Marber MS. Nitric oxide, nitrates and ischaemic
preconditioning. Cardiovasc Res. 1999 Aug ;43(3):621-7.

Shah V, Kamath PS. Nitric oxide in liver transplantation: pathobiology and clinical
implications. Liver Transpl . 2003 Jan ;9(1):1-11.



144

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

9. BIBLIOGRAFIA

Carini R, De Cesaris MG, Splendore R, Vay D, Domenicotti C, Nitti MP, et al. Signal
pathway involved in the development of hypoxic preconditioning in rat hepatocytes.
Hepatology . 2001 Jan;33(1):131-9.

Funaki H, Shimizu K, Harada S-I, Tsuyama H, Fushida S, Tani T, et al. Essential role for
nuclear factor kappaB in ischemic preconditioning for ischemia-reperfusion injury of the
mouse liver. Transplantation. 2002 Aug ;74(4):551-6.

Kim YM, Kim TH, Chung HT, Talanian R V, Yin XM, Billiar TR. Nitric oxide prevents
tumor necrosis factor alpha-induced rat hepatocyte apoptosis by the interruption of
mitochondrial apoptotic signaling through S-nitrosylation of caspase-8. Hepatology. 2000
Oct ;32(4 Pt 1):770-8.

Moncada S, Erusalimsky JD. Does nitric oxide modulate mitochondrial energy
generation and apoptosis? Nat Rev Mol Cell Biol . 2002 Mar ;3(3):214-20.

Peralta C, Fernandez L, Panés J, Prats N, Sans M, Piqué JM, et al. Preconditioning
protects against systemic disorders associated with hepatic ischemia-reperfusion
through blockade of tumor necrosis factor-induced P-selectin up-regulation in the rat.
Hepatology . 2001 Jan;33(1):100-13.

Selzner N, Selzner M, Jochum W, Clavien P-A. Ischemic preconditioning protects the
steatotic mouse liver against reperfusion injury: an ATP dependent mechanism. J
Hepatol . 2003 Jul ;39(1):55-61.

Clavien PA, Selzner M, Rudiger HA, Graf R, Kadry Z, Rousson V, et al. A prospective
randomized study in 100 consecutive patients undergoing major liver resection with
versus without ischemic preconditioning. Ann Surg. 2003 Dec ;238(6):842-3.

Heizmann O, Loehe F, Volk A, Schauer RJ. Ischemic preconditioning improves
postoperative outcome after liver resections: a randomized controlled study. Eur J Med
Res. 2008 Feb;13(2):79-86.

Gurusamy KS, Kumar Y, Pamecha V, Sharma D, Davidson BR. Ischaemic pre-
conditioning for elective liver resections performed under vascular occlusion. Cochrane
database Syst Rev. 2009 Jan 21;(1):CD0076(1):CD007629.

Azoulay D, Del Gaudio M, Andreani P, Ichai P, Sebag M, Adam R, et al. Effects of 10
minutes of ischemic preconditioning of the cadaveric liver on the graft’s preservation and
function: the ying and the yang. Ann Surg . 2005 Jul ;242(1):133-9.

Amador A, Grande L, Marti J, Deulofeu R, Miquel R, Sola A, et al. Ischemic pre-
conditioning in deceased donor liver transplantation: a prospective randomized clinical
trial. Am J Transplant. 2007 Sep;7(9):2180-9.

Gurusamy KS, Kumar Y, Sharma D, Davidson BR. Ischaemic preconditioning for liver
transplantation. Cochrane Database Syst Rev. 2008 Jan;(1):CD006315.

Gross GJ. Role of opioids in acute and delayed preconditioning. J Mol Cell Cardiol .
2003 Jul ;35(7):709-18.

Abu-Amara M, Gurusamy K, Hori S, Glantzounis G, Fuller B, Davidson BR. Systematic
review of randomized controlled frials of pharmacological interventions to reduce
ischaemia-reperfusion injury in elective liver resection with vascular occlusion. HPB.
2010 Feb;12(1):4-14.

Kersten JR, Schmeling TJ, Pagel PS, Gross GJ, Warltier DC. lIsoflurane mimics
ischemic preconditioning via activation of K(ATP) channels: reduction of myocardial
infarct size with an acute memory phase. Anesthesiology . 1997 Aug ;87(2):361-70.



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

9. BIBLIOGRAFIA 145

Cason BA, Gamperl AK, Slocum RE, Hickey RF. Anesthetic-induced preconditioning:
previous administration of isoflurane decreases myocardial infarct size in rabbits.
Anesthesiology. 1997 Nov;87(5):1182-90.

Novalija E, Fujita S, Kampine JP, Stowe DF. Sevoflurane mimics ischemic
preconditioning effects on coronary flow and nitric oxide release in isolated hearts.
Anesthesiology . 1999 Sep;91(3):701-12.

Zaugg M, Lucchinetti E, Spahn DR, Pasch T, Schaub MC. Volatile anesthetics mimic
cardiac preconditioning by priming the activation of mitochondrial K(ATP) channels via
multiple signaling pathways. Anesthesiology. 2002 Jul;97(1):4—-14.

Masui K, Kashimoto S, Furuya A, Oguchi T. Isoflurane and sevoflurane during
reperfusion prevent recovery from ischaemia in mitochondrial KATP channel blocker
pretreated hearts. Eur J Anaesthesiol. 2006 Feb ;23(2):123-9.

Van Allen NR, Krafft PR, Leitzke AS, Applegate RL, Tang J, Zhang JH. The role of
Volatile Anesthetics in Cardioprotection: a systematic review. Med Gas Res . 2012
Jan;2(1):22.

Landoni G, Biondi-Zoccai GGL, Zangrillo A, Bignami E, D’Avolio S, Marchetti C, et al.
Desflurane and sevoflurane in cardiac surgery: a meta-analysis of randomized clinical
trials. J Cardiothorac Vasc Anesth . 2007 Aug ;21(4):502—11.

Landoni G, Fochi O, Tritapepe L, Guarracino F, Belloni I, Bignami E, et al. Cardiac
protection by volatile anesthetics. A review. Minerva Anestesiol. 2009 May;75(5):269—
73.

Yu CH, Beattie WS. The effects of volatile anesthetics on cardiac ischemic complications
and mortality in CABG: a meta-analysis. Can J Anaesth. 2006 Sep ;53(9):906—18.

Schmidt R, Tritschler E, Hoetzel A, Loop T, Humar M, Halverscheid L, et al. Heme
oxygenase-1 induction by the clinically used anesthetic isoflurane protects rat livers from
ischemia/reperfusion injury. Ann Surg . 2007 Jun ;245(6):931-42.

Bedirli N, Ofluoglu E, Kerem M, Utebey G, Alper M, Yilmazer D, et al. Hepatic energy
metabolism and the differential protective effects of sevoflurane and isoflurane
anesthesia in a rat hepatic ischemia-reperfusion injury model. Anesth Analg. 2008
Mar;106(3):830-7.

Lv X, Yang L, Tao K, Liu Y, Yang T, Chen G, et al. Isoflurane preconditioning at clinically
relevant doses induce protective effects of heme oxygenase-1 on hepatic ischemia
reperfusion in rats. BMC Gastroenterol. 2011 Mar 31;11:31.

Wang Z, Lv H, Song S, Shen X, Yang L, Yu W. Emulsified isoflurane preconditioning
protects isolated rat Kupffer cells against hypoxia/reoxygenation-induced injury. Int J
Med Sci . 2013 Jan ;10(3):286-91.

Balzan SMP, Gava VG, Rieger A, Pra D, Trombini L, Zenkner FF, et al. Ischemic versus
pharmacologic hepatic preconditioning. J Surg Res . 2014 Sep ;191(1):134-9.

Minou AF, Dzyadzko AM, Shcherba AE, Rummo OO. The influence of pharmacological
preconditioning with sevoflurane on incidence of early allograft dysfunction in liver
transplant recipients. Anesthesiol Res Pract. 2012 Aug;2012:930487.

Song JC, Sun YM, Yang LQ, Zhang MZ, Lu ZJ, Yu WF. A comparison of liver function
after hepatectomy with inflow occlusion between sevoflurane and propofol anesthesia.
Anesth Analg . 2010 Oct ;111(4):1036—41.



146

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

9. BIBLIOGRAFIA

Beck-Schimmer B, Breitenstein S, Urech S, De Conno E, Wittlinger M, Puhan M, et al. A
randomized controlled trial on pharmacological preconditioning in liver surgery using a
volatile anesthetic. Ann Surg. 2008 Dec;248(6):909-18.

De Hert SG, Van der Linden PJ, Cromheecke S, Meeus R, Nelis A, Van Reeth V, et al.
Cardioprotective properties of sevoflurane in patients undergoing coronary surgery with
cardiopulmonary bypass are related to the modalities of its administration.
Anesthesiology. 2004. Aug;101(2):299-310.

Charlson ME, Pompei P, Ales KL, MacKenzie CR. A new method of classifying
prognostic comorbidity in longitudinal studies: development and validation. J Chronic
Dis. 1987 Jan ;40(5):373-83.

Bressenot A, Marchal S, Bezdetnaya L, Garrier J, Guillemin F, Plénat F. Assessment of
apoptosis by immunohistochemistry to active caspase-3, active caspase-7, or cleaved
PARP in monolayer cells and spheroid and subcutaneous xenografts of human
carcinoma. J Histochem Cytochem . 2009 Apr ;57(4):289-300.

Holubec H, Payne CM, Bernstein H, Dvorakova K, Bernstein C, Waltmire CN, et al.
Assessment of apoptosis by immunohistochemical markers compared to cellular
morphology in ex vivo-stressed colonic mucosa. J Histochem Cytochem. 2005
Feb;53(2):229-35.

Clavien PA, Barkun J, de Oliveira ML, Vauthey JN, Dindo D, Schulick RD, et al. The
Clavien-Dindo classification of surgical complications: five-year experience. Ann Surg.
2009 Aug;250(2):187-96.

Rudiger HA, Kang KJ, Sindram D, Riehle HM, Clavien PA. Comparison of ischemic
preconditioning and intermittent and continuous inflow occlusion in the murine liver. Ann
Surg. 2002 Mar;235(3):400-7.

Carretero MJ, Fontanals J, Agusti M, Arguis MJ, Martinez-Océn J, Ruiz A, et al.
Monitoring in resuscitation: comparison of cardiac output measurement between
pulmonary artery catheter and NICO. Resuscitation. 2010 Apr ;81(4):404-9.

Monnet X, Robert J-M, Jozwiak M, Richard C, Teboul J-L. Assessment of changes in left
ventricular systolic function with oesophageal Doppler. Br J Anaesth . 2013
Nov;111(5):743-9.

Smyrniotis V, Theodoraki K, Arkadopoulos N, Fragulidis G, Condi-Pafiti A, Plemenou-
Fragou M, et al. Ischemic preconditioning versus intermittent vascular occlusion in liver
resections performed under selective vascular exclusion: a prospective randomized
study. Am J Surg. 2006 Nov;192(5):669-74.

Domart M-C, Esposti DD, Sebagh M, Olaya N, Harper F, Pierron G, et al. Concurrent
induction of necrosis, apoptosis, and autophagy in ischemic preconditioned human livers
formerly treated by chemotherapy. J Hepatol . 2009 Nov ;51(5):881-9.

O’Neill S, Leuschner S, McNally SJ, Garden OJ, Wigmore SJ, Harrison EM. Meta-
analysis of ischaemic preconditioning for liver resections. Br J Surg. 2013
Dec;100(13):1689-700.

Mizuguchi T, Katsuramaki T, Nobuoka T, Kawamoto M, Oshima H, Kawasaki H, et al.
Serum hyaluronate level for predicting subclinical liver dysfunction after hepatectomy.
World J Surg . 2004 Oct ;28(10):971-6.

Nanashima A, Yamaguchi H, Tanaka K, Shibasaki S, Tsuji T, Ide N, et al. Preoperative
serum hyaluronic acid level as a good predictor of posthepatectomy complications. Surg
Today. 2004;34(11):913-9.



190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

9. BIBLIOGRAFIA 147

Sudo Y, Takaya S, Kobayashi M, Fukuda A, Harada O, Suto T, et al. Assessment of
graft viability using hyaluronic acid and adenosine triphosphate in orthotopic liver
transplantation from non-heart-beating donors. Transplant Proc. 2000 Nov;32(7):2114-5.

Delis SG, Bakoyiannis A, Biliatis I, Athanassiou K, Tassopoulos N, Dervenis C. Model
for end-stage liver disease (MELD) score, as a prognostic factor for post-operative
morbidity and mortality in cirrhotic patients, undergoing hepatectomy for hepatocellular
carcinoma. HPB. 2009 Jun ;11(4):351-7.

Nastos C, Kalimeris K, Papoutsidakis N, Tasoulis M-K, Lykoudis PM, Theodoraki K, et
al. Global consequences of liver ischemia/reperfusion injury. Oxid Med Cell Longev .
2014 Apr;2014:906965.

Kishi Y, Zorzi D, Contreras CM, Maru DM, Kopetz S, Ribero D, et al. Extended
preoperative chemotherapy does not improve pathologic response and increases
postoperative liver insufficiency after hepatic resection for colorectal liver metastases.
Ann Surg Oncol . 2010 Nov ;17(11):2870-6.

Klinger M, Eipeldauer S, Hacker S, Herberger B, Tamandl D, Dorfmeister M, et al.
Bevacizumab protects against sinusoidal obstruction syndrome and does not increase
response rate in neoadjuvant XELOX/FOLFOX therapy of colorectal cancer liver
metastases. Eur J Surg Oncol. 2009 May;35(5):515-20.

Selzner M, Ruidiger HA, Sindram D, Madden J, Clavien PA. Mechanisms of ischemic
injury are different in the steatotic and normal rat liver. Hepatology. 2000
Dec;32(6):1280-8.

Kireev RA, Cuesta S, Ibarrola C, Bela T, Moreno Gonzalez E, Vara E, et al. Age-related
differences in hepatic ischemia/reperfusion: gene activation, liver injury, and protective
effect of melatonin. J Surg Res. 2012 Dec;178(2):922-34.

Reddy SK, Barbas AS, Turley RS, Steel JL, Tsung A, Marsh JW, et al. A standard
definition of major hepatectomy: resection of four or more liver segments. HPB . 2011
Jul;13(7):494-502.

Nuzzo G, Giuliante F, Vellone M, De Cosmo G, Ardito F, Murazio M, et al. Pedicle
clamping with ischemic preconditioning in liver resection. Liver Transpl . 2004 Feb ;10(2
Suppl 1):S53-7.

Petrowsky H, McCormack L, Trujilo M, Selzner M, Jochum W, Clavien P-A. A
prospective, randomized, controlled trial comparing intermittent portal triad clamping
versus ischemic preconditioning with continuous clamping for major liver resection. Ann
Surg. 2006 Dec;244(6):921-30.

Azoulay D, Lucidi V, Andreani P, Maggi U, Sebagh M, Ichai P, et al. Ischemic
preconditioning for major liver resection under vascular exclusion of the liver preserving
the caval flow: a randomized prospective study. J Am Coll Surg . 2006 Feb ;202(2):203-
11.

Rahbari NN, Wente MN, Schemmer P, Diener MK, Hoffmann K, Motschall E, et al.
Systematic review and meta-analysis of the effect of portal triad clamping on outcome
after hepatic resection. Br J Surg. 2008 Apr;95(4):424-32.

Lv X, Wang ZM, Huang SD, Song SH, Wu FX, Yu WF. Emulsified isoflurane
preconditioning reduces lung injury induced by hepatic ischemia/reperfusion in rats. Int J
Med Sci. 2011 Jun;8(5):353-61.

Ko JS, Gwak MS, Kim GS, Shin YH, Ryu S, Kim J-S, et al. The protective effect of
ischemic preconditioning against hepatic ischemic-reperfusion injury under isoflurane
anesthesia in rats. Transplant Proc. 2013 Jun;45(5):1704—7.



148

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

9. BIBLIOGRAFIA

Toda N, Toda H, Hatano Y. Anesthetic modulation of immune reactions mediated by
nitric oxide. J Anesth. 2008 May;22(2):155-62.

Slankamenac K, Breitenstein S, Beck-Schimmer B, Graf R, Puhan MA, Clavien P-A.
Does pharmacological conditioning with the volatile anaesthetic sevoflurane offer
protection in liver surgery? HPB . 2012 Dec;14(12):854-62.

Chang H, Tsai S-Y, Chang Y, Chen T-L, Chen R-M. Therapeutic concentrations of
propofol protects mouse macrophages from nitric oxide-induced cell death and
apoptosis. Can J Anaesth. 2002 May;49(5):477-80.

Yang LQ, Tao KM, Liu YT, Cheung CW, Irwin MG, Wong GT, et al. Remifentanil
preconditioning reduces hepatic ischemia-reperfusion injury in rats via inducible nitric
oxide synthase expression. Anesthesiology. 2011 May;114(5):1036-47.

Nakagami M, Morimoto T, Mitsuyoshi A, Mashima S, Shimabukuro T, Yamaoka Y.
Difference in onset of warm ischemia and reperfusion injury between parenchymal and
endothelial cells of the liver. Evaluation by purine nucleoside phosphorylase and
hyaluronic acid. J Surg Res.1996 Apr;62(1):118-24.

Kuriyama N, lIsaji S, Hamada T, Kishiwada M, Ohsawa |, Usui M, et al. The
cytoprotective effects of addition of activated protein C into preservation solution on
small-for-size grafts in rats. Liver Transpl. 2010 Jan;16(1):1-11.

Rostami S, Parsian H. Hyaluronic Acid: from biochemical characteristics to its clinical
translation in assessment of liver fibrosis. Hepat Mon. 2013 Jan;13(12):e13787.

Garcea G, Ong SL, Maddern GJ. Predicting liver failure following major hepatectomy.
Dig Liver Dis. 2009 Nov ;41(11):798-806.

Serafin A, Rosell6-Catafau J, Prats N, Xaus C, Gelpi E, Peralta C. Ischemic
preconditioning increases the tolerance of Fatty liver to hepatic ischemia-reperfusion
injury in the rat. Am J Pathol . 2002 Aug ;161(2):587-601.

Koti RS, Tsui J, Lobos E, Yang W, Seifalian AM, Davidson BR. Nitric oxide synthase
distribution and expression with ischemic preconditioning of the rat liver. FASEB J . 2005
Jul ;19(9):1155-7.

Amour J, Brzezinska AK, Weihrauch D, Billstrom AR, Zielonka J, Krolikowski JG, et al.
Role of Heat Shock Protein 90 and Endothelial Nitric Oxide Synthase during Early
Anesthetic and Ischemic Preconditioning. Anesthesiology. 2009 Feb;110(2):317-25.

Ma L, Kong F, Ge H, Liu J, Gong F, Xu L, et al. Ventricular hypertrophy blocked delayed
anesthetic cardioprotection in rats by alteration of INOS/COX-2 signaling. Sci Rep. 2014
Nov;4:7071.

Wakeno-Takahashi M, Otani H, Nakao S, Uchiyama Y, Imamura H, Shingu K.
Adenosine and a nitric oxide donor enhances cardioprotection by preconditioning with
isoflurane through mitochondrial adenosine triphosphate-sensitive K+ channel-
dependent and -independent mechanisms. Anesthesiology. 2004 Mar;100(3):515-24.

Shimoda M, Iwasaki Y, Sawada T, Kubota K. Protective effect of ischemic
preconditioning against liver injury after major hepatectomy using the intermittent pringle
maneuver in swine. Pathobiology. 2007 May;74(1):42-9.

Scatton O, Zalinski S, Jegou D, Compagnon P, Lesurtel M, Belghiti J, et al. Randomized
clinical trial of ischaemic preconditioning in major liver resection with intermittent Pringle
manoeuvre. Br J Surg . 2011 Sep ;98(9):1236—43.



219.

220.

221.

222.

223.

224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

9. BIBLIOGRAFIA 149

Winbladh A, Bjornsson B, Trulsson L, Offenbartl K, Gullstrand P, Sandstrom P. Ischemic
preconditioning prior to intermittent Pringle maneuver in liver resections. J Hepatobiliary
Pancreat Sci. 2012 Mar;19(2):159-70.

Pelton JJ, Hoffman JP, Eisenberg BL. Comparison of liver function tests after hepatic
lobectomy and hepatic wedge resection. Am Surg .1998 May ;64(5):408—14.

Nieuwenhuijs VB, De Bruijn MT, Padbury RTA, Barritt GJ. Hepatic ischemia-reperfusion
injury: roles of Ca2+ and other intracellular mediators of impaired bile flow and
hepatocyte damage. Dig Dis Sci. 2006 Jun;51(6):1087-102.

Ozaki M, Haga S, Ozawa T. In vivo monitoring of liver damage using caspase-3 probe.
Theranostics. 2012 Jan;2(2):207-14.

Ishii S, Abe T, Saito T, Tsuchiya T, Kanno H, Miyazawa M, et al. Effects of
preconditioning on ischemia/reperfusion injury of hepatocytes determined by immediate
early gene transcription. J Hepatobiliary Pancreat Surg . 2001 Jan;8(5):461-8.

Cursio R, Colosetti P, Auberger P, Gugenheim J. Liver apoptosis following normothermic
ischemia-reperfusion: in vivo evaluation of caspase activity by FLIVO assay in rats.
Transplant Proc. 2008 Jul-Aug;40(6):2038—41.

Huet P-M, Nagaoka MR, Desbiens G, Tarrab E, Brault A, Bralet M-P, et al. Sinusoidal
endothelial cell and hepatocyte death following cold ischemia-warm reperfusion of the
rat liver. Hepatology. 2004 Apr;39(4):1110-9.

Wang B, Zhang Q, Zhu B, Cui Z, Zhou J. Protective effect of gadolinium chloride on
early warm ischemia/reperfusion injury in rat bile duct during liver transplantation. PLoS
One. 2013 Jan;8(1):e52743.

Yadav SS, Sindram D, Perry DK, Clavien PA. Ischemic preconditioning protects the
mouse liver by inhibition of apoptosis through a caspase-dependent pathway.
Hepatology. 1999 Nov;30(5):1223-31.

Jamnicki-Abegg M, Weihrauch D, Pagel PS, Kersten JR, Bosnjak ZJ, Warltier DC, et al.
Isoflurane inhibits cardiac myocyte apoptosis during oxidative and inflammatory stress
by activating Akt and enhancing Bcl-2 expression. Anesthesiology. 2005
Nov;103(5):1006—14.

Strijdom H, Muller C, Lochner A. Direct intracellular nitric oxide detection in isolated adult
cardiomyocytes: flow cytometric analysis using the fluorescent probe,
diaminofluorescein. J Mol Cell Cardiol . 2004 Oct ;37(4):897-902.

Hines IN, Harada H, Flores S, Gao B, McCord JM, Grisham MB. Endothelial nitric oxide
synthase protects the post-ischemic liver: potential interactions with superoxide. Biomed
Pharmacother. 2005 May ;59(4):183-9.

Murillo D, Kamga C, Mo L, Shiva S. Nitrite as a mediator of ischemic preconditioning and
cytoprotection. Nitric Oxide. 2011 Aug ;25(2):70-80.

Chen T, Zamora R, Zuckerbraun B, Billiar TR. Role of nitric oxide in liver injury. Curr Mol
Med . 2003;3(6):519-26.

Theruvath TP, Zhong Z, Currin RT, Ramshesh VK, Lemasters JJ. Endothelial nitric oxide
synthase protects transplanted mouse livers against storage/reperfusion injury: Role of
vasodilatory and innate immunity pathways. Transplant Proc. 2006 Dec;38(10):3351-7.

Bolli R. Cardioprotective function of inducible nitric oxide synthase and role of nitric oxide
in myocardial ischemia and preconditioning: an overview of a decade of research. J Mol
Cell Cardiol. 2001 Nov;33(11):1897-918.



150

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

9. BIBLIOGRAFIA

Wang Y, Guo Y, Zhang SX, Wu W-J, Wang J, Bao W, et al. Ischemic preconditioning
upregulates inducible nitric oxide synthase in cardiac myocyte. J Mol Cell Cardiol. 2002
Jan ;34(1):5-15.

Datta G, Luong T V, Fuller BJ, Davidson BR. Endothelial nitric oxide synthase and heme
oxygenase-1 act independently in liver ischemic preconditioning. J Surg Res. 2014
Jan;186(1):417-28.

Barrier A, Olaya N, Chiappini F, Roser F, Scatton O, Artus C, et al. Ischemic
preconditioning modulates the expression of several genes, leading to the
overproduction of IL-1Ra, iINOS, and Bcl-2 in a human model of liver ischemia-
reperfusion. FASEB J. 2005 Oct;19(12):1617-26.

L X, Zhan Y, Yang X. [Expression and transcription of inducible nitric oxide synthase in
the liver ischemic preconditioning in rats]. Hunan Yi Ke Da Xue Xue Bao [Internet]. 2003
Dec ;28(6):563-6.

Wheeler AP, Bernard GR, Thompson BT, Schoenfeld D, Wiedemann HP, deBoisblanc
B, et al. Pulmonary-artery versus central venous catheter to guide treatment of acute
lung injury. N Engl J Med . 2006 May;354(21):2213-24.

Chouker A. Effects of Pringle manoeuvre and ischaemic preconditioning on
haemodynamic stability in patients undergoing elective hepatectomy: a randomized trial.
Br J Anaesth . 2004 May ;93(2):204-11.

Aggarwal S, Kang Y, Freeman J, DeWolf AM, Begliomini B. Is there a post-reperfusion
syndrome? Transplant Proc. 1989;21(3):3497-9.

Shimizu Y, Sano T, Yasui K. Predicting pleural effusion and ascites following extended
hepatectomy in the non-cirrhotic liver. J Gastroenterol Hepatol . 2007 Jun ;22(6):837-40.

Wang H-Q. Bile leakage test in liver resection: A systematic review and meta-analysis.
World J Gastroenterol . 2013 Dec;19(45):8420-6.

Belghiti J, Hiramatsu K, Benoist S, Massault PP, Sauvanet A, Farges O. Seven hundred
forty-seven hepatectomies in the 1990s: An update to evaluate the actual risk of liver
resection. J Am Coll Surg. 2000 Jul;191(1):38—46.

Dahm F, Georgiev P, Clavien P-A. Small-for-size syndrome after partial liver
transplantation: definition, mechanisms of disease and clinical implications. Am J
Transplant . 2005 Nov;5(11):2605-10.

Asencio JM, Vaquero J, Olmedilla L, Garcia Sabrido JL. “Small-for-flow” syndrome:
shifting the “size” paradigm. Med Hypotheses. 2013 May;80(5):573-7.

Marti-Ragué J, Parés D, Biondo S, Navarro M, Figueras J, de Oca J, et al. Survival and
recurrence in the multidisciplinary approach of colorectal cancer. Med Clin. 2004
Sep;123(8):291-6.



10. ANEXO 151

10. ANEXO



152 10. ANEXO



10. ANEXO 153

10.1 PUBLICACION

“Hepatic cytoproptective effect of ischemic and anesthetic preconditioning before liver
resection when using intermittent vascular inflow occlusion: A randomized clinical trial’
Aurora Rodriguez, Pilar Taura, Maria |. Garcia-Domigo, Eric Herrero, Judith Camps,
Pilar Forcada, Sergi Sabatés and Esteve Cugat. Surgery 2015;157:249.59

Hepatic cytoprotective effect

of 1schemic and anesthetic
preconditioning before liver resection
when using intermittent vascular inflow
occlusion: A randomized clinical trial

Aurora Rodriguez, MD,” Pilar Taura, MD,® Maria I. Garcia Domingo, PhD,® Eric Herrero, MD,*
Judith Camps, MD,* Pilar Forcada, MD,¢ Sergi Sabaté, PhD,® and Esteve Cugat, PhD,® Terrassa
and Barcelona, Spain

Background. Ischemic preconditioning (IPC) and anesthetic preconditioning (APC) have been reported
to attenualte ischemia-reperfusion (IR) injury after liver resection under continuous inflow occlusion.
This study evaluates whether these strategies enhance hepatic protection of remnant liver against IR after
liver resection with intermittent clamping (INT).

Methods. A total of 106 patients without underlying liver disease and submitted to liver resection using
INT were randomized into 3 groups: IPC (10 minutes of inflow occlusion followed by 10 minutes of
reperfusion before liver transection), APC (sevoflurane administration for 20 minutes before liver
transection), and INT (no preconditioning). Patients were also stratified according to the extent of the
hepatectomy. Cytoprotection was evaluated by comparing hepatocyte and endothelial dysfunction
markers, apoptosis, histologic lesions, and postoperative outcome.

Results. No differences were observed in preoperative chemotherapy and steatosts, total warm ischemia time,
operative time, or blood loss. Kinetics of transaminases (aspartate aminotransferase, P = .137; alanine
aminotransferase, P = .616), bilirubin (P = .980), and hyaluronic acid increase (P = .514) revealed no
differences. Significant apoplosis was present in 40 % of patients, mild-to-moderate leukocyle infiltration
and steatosis in 45 % and 55 %, respectively, and mild sinusoidal congestion in 65 %, with a similar
distribution in the 3 groups. When patients were stratified by major versus minor resections, no differences
were observed in any of the variables studied. Postoperative clinical outcomes were also similar.
Conclusion. These results suggest that these protocols of IPC and APC used in this study do not provide
better cytoprotection from IR when INT is used. (Surgery 2015;157:249-59.)
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HEPATIC RESECTION is considered the first-line thera- chemotherapy.”? These factors and hemorrhage

peutic option in the treatment for primary and
secondary liver malignancies, even elderly patients,
large tumors, fatty livers, and after neoadjuvant
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impose additional risks of the hepatectomy, influ-
encing postoperative complication rates and long-
term survival.>* Intermittent portal triad clamping
(Pringle maneuver) associated with low central
venous pressure achieved during the anesthesia
procedure decreases intraoperative blood loss dur-
ing liver transection.”® The sequence of hepatic
warm ischemia and reperfusion (IR) has been
associated with liver injury. This phenomenon is
a dynamic process that involves ischemic organ
damage and inflammation-mediated reperfusion
injury, including Kupffer cell/neutrophil activa-
tion and release of cytokine and reactive oxygen
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species, which increase the risk of hepatocyte and
sinusoidal endothelial cell (SEC) death.”

After major liver resection under vascular exclu-
sion, IR injury of the remnant liver may be a serious
complication, leading to postoperative liver dysfunc-
tion and increased morbidity and mortality.” Many
efforts have been made to modulate IR injury in
the remnant liver with protective substances or
conditions against noxious stimuli.” One strategy is
ischemic preconditioning (IPC), which is an endog-
enous adaptive phenomenon wherein exposure of
tissues to a brief period of ischemia followed by a
brief period of reperfusion may protect them from
subsequent prolonged ischemia insult.'”'" Another
strategy is intermittent ischemia (INT), conducted
with several short periods of ischemia, each followed
by reperfusion, which is prevailingly used in attempt
to limit the warm ischemia time, although it offers
less control of blood loss than IPC.'? Both INT and
IPC have been found to attenuate IR injury through
a similar and complex mechanism'"'? by modifying
certain key reactions of the IR cascade. The protec-
tive effect is believed to mediate the effects, in part,
by the generation of reactive oxygen species, which
could prime hepatocytes for subsequent stress. In
addition, adenosine triphosphate is converted to
adenosine, which acts on adenosine Agp receptors
in the hepatocytes and induces nitric oxide (NO)
synthesis, which in turn induces vasodilation and
decreases apoptosis. '

In the mid 1980s, anesthetic preconditioning
(APC) induced by volatile anesthetics was pro-
posed as a modulator of IR injury in the myocyte. 15
Interestingly, ischemic and APC share many com-
mon pathways of intracellular signaling, involving
NO generation.'® Although many studies have re-
ported a protective effect of IPC'™'7 and APC'"
in hepatectomies performed under continuous
inflow occlusion, it remains controversial whether
ischemic or APC can enhance cytoprotection
against IR in liver resections performed under
intermittent inflow occlusion.

The main objective of this randomized,
controlled trial was to determine whether IPC or
APC enhance hepatic cytoprotection against IR in
patients undergoing liver resection under inter-
mittent inflow occlusion alone. The second aim
was to assess the impact of IPC and APC on
postoperative clinical outcome.

PATIENTS AND METHODS

Patients. Between January 2004 and February
2011, 121 consecutive patients undergoing elective
partial liver resection under intermittent Pringle
maneuver were included in this prospective,
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randomized study. The clinical protocol was
approved by our Institutional Research Ethics Com-
mittee and written informed consent was obtained
from each patient.

Patients scheduled for resection of =2 liver
segments were selected to participate in this study.
Patients meeting one of the following criteria were
excluded: Underlying liver disease, severe preexist-
ing pulmonary, renal, or cardiac disease, or pre-
operative increases in liver transaminases,
bilirubin, and international normalized ratio
(INR). All patients were classified as American
Society of Anesthesiologists (ASA) physical status
I-1III. All anesthetic and operative procedures were
performed by the same team of experienced
hepatic surgeons and anesthesiologists.

Anesthesia management. The same standardized
anesthetic protocol was used to manage all patients
included in the study. Before general anesthesia, a
thoracic epidural catheter was placed (T9-T11) to
provide postoperative analgesia. Anesthesia was
induced with propofol (2-8 mgkg™"), fentanyl
(2 ,ug.kg_l) ,and atracurium (0.5 mg.kg_l) and main-
tained with target-controlled infusion of propofol ac-
cording to a bispectral index of 40-60, remifentanil
(0.1-0.3 ug.kg™"), fentanyl boluses, and continuous
perfusion of atracurium (0.3 ,ug.kgfl.minfl) to main-
tain neuromuscular block. Conventional hemody-
namic monitoring included the precordial leads Vo
and V5, ST analysis, continuous arterial and central
venous pressure, and cardiac index obtained with a
noninvasive method (CardioQ; Deltex Medical).
The bispectral index was also recorded. The thera-
peutic strategy aimed to maintain mean arterial pres-
sure (MAP) of >65 mmHg, cardiac index of
>24 L.min~'/m? and central venous pressure of
=5 mmHg (a fluid restriction strategy). If the MAP
was <60 mmHg, norepinephrine was administered.
Intraoperative hemodynamic and clinical events
(arterial hypotension defined as MAP = 20%, arterial
hypertension as MAP = 20% of preanesthetic values,
tachycardia as a heart rate >100 beats/min, and
bradycardia as a heart rate <50 beats/min) were re-
corded. Blood transfusion was considered when he-
moglobin was =8.5 g/dL. In patients with major
resection or with an INR >1.5, 2 U of fresh frozen
plasma were administered when the resection was
accomplished. Patients were extubated in the oper-
ating room and transferred to the recovery room or
intensive care unit when needed.

Operative technique. Liver resection was
described using Brisbane 2000 terminology.'’ He-
patic lesions were detected preoperatively with
computed tomography, MRI, and/or positron emis-
sion tomography. The operation was performed via
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a subcostal bilateral laparotomy or “J” laparotomy
when the resection involved right posterior seg-
ments of liver. After liver mobilization, intraopera-
tive ultrasonography was performed in all patients
to identify the exact localization of all liver lesions
and their relationship with liver vascularization
and to exclude/include other misdiagnosed le-
sions. The type of resection was then decided.

Liver transection was performed with an ultra-
sonic dissector (Cavitron) and a monopolar coag-
ulation (Tissulink). In all patients, intermittent
Pringle maneuvers of 15-minute occlusion of the
hepatic pedicle and 5-minute clamp-free intervals
were performed to avoid blood loss during liver
transection. The resection margin was controlled
intraoperatively with ultrasonography during and
at the end of the resection. A liver biopsy was
obtained before and 1 hour after liver resection.

Study groups and protocol design. After anes-
thesia induction, patients were assigned randomly
to 3 groups (Fig 1): (1) The IPC group, in which
patients received a pretreatment consisting of
clamping of the hepatic pedicle for 10 minutes fol-
lowed by a 10 minute clamp-free interval before
INT; (2) the APC group, in which, 20 minutes
before intermittent occlusion inflow, propofol
infusion was discontinued and sevoflurane was
administered according to a minimal alveolar con-
centration of 1.5, after which sevoflurane adminis-
tration was discontinued and propofol infusion
was continued until the end of the operation;
and (3) the INT group (without INT or APC). In
all patients, anesthesia was maintained by propofol
infusion. Preconditioning protocols were accord-
ing to previous reported protocols.””!

The randomization sequence was computer
generated, and patients were distributed in a table
of simple random numbers. We also stratified the
cohort study according to the extent of hepatec-
tomy, major (>3 segments) versus minor hepatec-
tomy, to assess whether the extent of the
hepatectomy would impact on the analysis of
preconditioning results.

The effect of protection against IR was evalu-
ated by comparing hepatocyte and endothelial
dysfunction markers, caspase-3 activity, histologic
lesions, and postoperative clinical outcome. Addi-
tionally, inducible NO synthase (iNOS) expression
was determined to assess its role in the molecular
mechanism of preconditioning.

Blood and tissue samples. Liver function test.
Blood samples were obtained at baseline, 1 and
6 hours post resection, and every 7 postoperative
days. Serum levels of aspartate and alanine trans-
aminases activities (AST and ALT) as an indicator
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of hepatocellular injury, total bilirubin, and pro-
thrombin ratio (INR) were measured using a
Hitachi 7 179A auto biochemical analyzer.

Serum hyaluronic acid. Alterations in liver micro-
circulation induced by IR injury are associated with
a rapid necrosis and apoptosis of SECs. Because
hyaluronic acid (HA) in the blood is cleared
rapidly by SEGCs, increases in serum HA indicate
functional perturbation of SECs owing to
apoptosis induced by warm IR.”* Serum levels of
HA were measured using a commercial radioim-
munoassay kit as an index of SEC function. All
samples were run in duplicate. They were centri-
fuged immediately, and plasma was stored at
—20°C. Serum HA levels were measured at baseline
and at 60 minutes of reperfusion. Results are ex-
pressed as ug/L.

Liver histology. To evaluate the warm ischemia
injury, liver paraffin sections were stained with
hematoxylin and eosin according to standard pro-
cedures. The severity of hepatic micro-vesicular
and macrovesicular steatosis was graded by a point-
counting method on an ordinal scale (none,
=10%; mild, >10-=20%; moderate, >20-=30%);
severe, >30%). The degree of sinusoidal conges-
tion and dilation was classified into grades 1
(minimal centrilobular dilation), 2 (dilation occu-
pying two thirds of the lobule), and 3 (dilation
throughout the lobule). Finally, leukocyte infiltra-
tion, a hallmark in hepatic IR injury, and necrosis
(focal, confluent, or zonal) were evaluated and
graded as mild, moderate, or severe. Each biopsy
was evaluated by a single pathologist blinded to the
treatment allocation.

Caspase-3 enzymatic activity assay. Caspase-3
activation plays a critical role in apoptosis, which
is the most important mechanism of cell death
after IR.*’ Caspase-3 is activated in response to a
variety of apoptoptic inducers. The assay for
caspase-3 enzymatic activity was determined by
immunohistochemical reaction using a peroxi-
dase—antiperoxidase technique. Paraffin blocks
were submitted to 4-um microtone sections; slides
were incubated with the primary antibody, rabbit
polyclonal, caspase-3 clone N/A (prediluted; Bio-
care Medical). Reactions were always compared
with a positive control (human amygdala). To eval-
uate the protein expression, stained cells in each
slide were selected. The percentage change in pos-
itive cells (nuclear positivity) was calculated in 3
random microscopic fields at a wavelength of
405 nm in an average of 300 cells counted (positive
and negative). For quantitative evaluation of
apoptotic state, the number of apoptotic cells pre-
sent in a section expressed as a fraction of the total
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Fig 1. Protocol and study groups. APC, Anesthetic preconditioning; /N7, intermittent ischemia; IPC, ischemic

preconditioning.

number of hepatocytes, the “apoptotic index,”**

was calculated for each sample measure.

iNOS mRNA. NO is involved predominantly in
molecular mechanisms of liver preconditioning."*
Expression of iNOS in hepatocytes was determined
by RNA isolation and quantitative real-time poly-
merase chain reaction. Total RNA was isolated
using Trizol reagent (Invitrogen) according to
the manufacturer’s protocol. For mRNA quantifi-
cation, cDNA was synthetized using Tagman RT
reagents (Applied Biosystems) according to the
manufacturer’s protocol. Quantitative real-time
polymerase chain reaction was performed in tripli-
cate using Taqman probes for human iNOS
(Applied Biosystems) and an iCycler Real-Time
Detection System (Biorad). Levels of mRNA were
normalized to 18s expression, which was used as
a housekeeping gene. Results are expressed as
increment of change.

Additionally, we recorded demographic and
patient clinical condition, diagnostic criteria, type
of liver resection, operative time, total warm
ischemia time (the sum of different cycles of INT
performed in each patient), number of clampings,
blood loss, and need for transfusion.

Postoperative liver function and outcome. Post-
operative complications were graded according to
the Dindo-Clavien classification.” Postoperative
liver dysfunction was defined according to the defi-
nition of the International Study Group of Liver Sur-
gery.”® Postoperative variables analyzed included
morbidity defined as a complication that prolonged
hospital stay or affected outcome, mortality (death
during hospital stay or within 30 days of the opera-
tion), hospital duration of stay, and 1-year survival.

Statistical analysis. The sample size calculation
was based on serum AST levels as the main markers
of hepatocyte dysfunction. According to previous
studies,”)'z‘)’z7 the difference between patients in
whom IPC was applied and those in whom it was
not is 30% less for the group in which precondi-
tioning is applied. Assuming a difference of 30%
over the no-preconditioning group and a level of
statistical significance set at .05 and a power of
0.80, using a l-way analysis of variance test we
calculated that 35 patients were required in each
study group.

Qualitative variables are expressed as number
and percentage, and quantitative variables are
expressed as mean (with 95% CI) and median
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Table I. Demographic and clinical characteristics, and operative data

Characteristic IPC (n = 36) APC (n = 34) INT (n = 36) P value

Age (y) 60 (21) 65 (12) 62 (20) 072
Male (%) 15 (42) 23 (67) 20 (59) .092
BMI (kg/m?) 25.9 (6.1) 2 (4.8) 25.8 (6.3) 547
ASA physical status I/II/III (n) 1/31/4 0/28/6 2/29/5 .643
Charlson index 6 (0) 7 (1) 6 (1) 107
Comorbidity (n)

Cardiovascular 14 20 14 .062

Pulmonary disease 5 9 10 .301

Diabetes mellitus 3 9 4 .076
ALT (U/L) 21 (16) 20 (15) 19 (12) 133
AST (U/L) 24 (16) 22 (15) 20 (9) .083
Bilirubin (mg/dL) 0.44 (0.38) 0.5 (0.33) 0.5 (0.21) 924
INR 1 (0.07) 0.99 (0.08) 0.99 (0.08) 771
Hemoglobin (mg/dL) 13.7 (3.03) 13.5 (1.88) 12.9 (2.57) 465
Adjuvant chemotherapy (%) 28 (78) 25 (73) 21 (58) .169
Mild to moderate steatosis (%) 8 (22) 10 (29) 9 (25) 789
Blood loss (mL) 500 (100) 500 (100) 450 (200) 593
Patients transfused (n) 6 4 5 .559
Ischemia time (min) 50 (22.8) 46.3 (26.6) 52.6 (29.3) 144
Clamping number 3 (1) 3 (1) 3 (1) .265
Total operation time (min) 300 (45) 300 (64) 300 (60) 291
Major/minor resection (n) 21/15 18/16 19/17 .866

Data are shown as median (IQR) and number of cases (%).

ALT, Alanine transaminase; APC, anesthetic preconditioning; ASA, American Society of Anesthesiologists; AS7, aspartate transaminase; BMI, body mass
index; INR, international normalized ratio; INT, intermittent ischemia; IPC, ischemic preconditioning.

and interquartile range for non-normalized distri-
bution. The Kruskal-Wallis test or analysis of
variance test was used to compare means between
groups according to normality distribution of the
variables and a Chi-square test to compare pro-
portions. A repeated-measure analysis of variance
test was used to analyze hemodynamic and
biochemical variables over time. To compare
peak biochemical variables, we performed a linear
regression test. In addition, we adjusted these
comparisons for age, baseline AST, ALT, bilirubin,
steatosis, chemotherapy, total warm ischemia time,
and type of resection. Correlation between cate-
gorical variables was tested by the Cramer V test
(between nominal variables) and the Kendal tau-b
test (between ordinal variables). Correlation be-
tween quantitative variables was tested by Rho
Spearman. We used IBM-SPSS Statistics (version
19.0, 2010) for data analysis.

RESULTS

Patient population. We randomized 121 pa-
tients, of whom 15 were excluded later: 3 ASA
class III patients, 1 in each group, required high
norepinephrine doses to tolerate portal triad
clamping, and another 12 patients had dissemi-
nated disease and no hepatic resection was

performed. The final number of patients eligible
for analysis was 106.

No differences were observed in clinical, de-
mographic, and laboratory data (Table I). The
most prevalent etiology was metastasis from colo-
rectal cancer (80% of patients); primary liver tu-
mors were present in 6% of patients.

Intraoperative data. Hemodynamic and operative
data.  Intraoperative  systemic hemodynamic
behavior throughout the operative procedure was
similar in the 3 groups (data not shown). Arterial
hypertension (29%), tachycardia (24%), and low
cardiac index (20%) showed the greatest inci-
dences, but with no differences between groups.
No differences were observed in the need for
norepinephrine. The diagnostic criteria, type of
liver resection, total warm ischemia time, number
of clampings, operative time, and blood loss were
similar in the 3 groups (Table I).

Postoperative liver function behavior. The ki-
netics of transaminase activity and bilirubin and
INR levels over 7 postoperative days was similar in
all groups (Fig 2). In all patients, liver enzymes
(AST and ALT) showed an early, significant in-
crease in peak levels at 6 hours with respect to
baseline levels. Comparing between groups, the
AST increase was greater in the IPC group



158

254 Rodriguez et al

AST (UIL)
§ 88 888¢8§E8

ol : 3
Bageline 1h &h 1

--—-IPC

08

P=0.343

05- I . : v +
Baseline 1h 6h 1 2 3 4

POD

ALT (UL)

Bilirubin (mg/dL)

10. ANEXO

Surgery
February 2015

0 :
Baseline 1h 6h 1

cerin APC= - = INT
D

2,004

0,00~ g v
Baseline 1h

6h 1

Fig 2. Kinetics of biochemical parameters over postoperative time (A, AST kinetics; B, ALT kinetics; C, INR kinetics; D,
bilirubin kinetics). Groups showed an increase (P < .001) in the biochemical parameters studied but no differences were
observed between study groups (repeated measures analysis of variance). Markers express means and whiskers express 95%
CI Data have been adjusted for age, steatosis, chemotherapy, baseline transaminases, bilirubin, hyaluronic acid, type of
resection, and total ischemia time. ALT, Alanine transaminase; APC, anesthetic preconditioning; AS7, aspartate transaminase;
INR, international normalized ratio; INT; intermittent ischemia; /PC, ischemic preconditioning; POD, postoperative days.

(P=.052) after adjusting for age, preoperative liver
enzymes, steatosis, chemotherapy, ischemia time,
and type of resection. Bilirubin and INR peaks
occurred around 48 postoperative days in all 3
groups (Table II). No correlation was found be-
tween these markers and age, preoperative steato-
sis, and total warm ischemia time.

HA. One hour after resection, serum HA levels
increased (P = .001) in all groups, but did not
reach significance between groups (P = .514; Fig
3, A). Interestingly, among all variables studied,
only HA levels correlated with the postresection
bilirubin peak (r= 0.387; P=.002; Fig 4).

Caspase 3 activity. Apoptosis of the hepatic cells
was evaluated indirectly through the caspase 3
expression by immunohistochemistry 1 hour after
resection. Apoptosis was present in 40% of patients
distributed in a similar manner in the 3 groups. In

patients with apoptosis, no differences were found
in the apoptotic index among the 3 study groups
(IPC, 39%; APC, 35%; INT, 40%; P=.683). No cor-
relation was found between apoptotic index and
HA, preoperative steatosis, or liver enzymes.

iNOS mRNA. In all patients, 1 hour after liver
resection, iNOS tissular expression showed no
change from basal levels (Fig 3, B).

Histologic analysis. Histologic examination of
liver parenchyma demonstrated that 27 patients
(25%) had mild-to-moderate hepatic macrovesicu-
lar steatosis preoperatively (Table I). One hour af-
ter liver resection, steatosis <30% was observed in
52 patients (49%) and steatosis >30% in 6 patients
(6%); mild leukocyte infiltration was observed in
51 patients (48%) and moderate leukocyte infiltra-
tion in 14 patients (13%); grade 1-2 sinusoidal
congestion was observed in 51 patients (48%)
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Table II. Peaks of biochemical parameters
1PC APC INT P

(n = 36) m =34) m =36) wvalue
AST (U/L) 591 (543) 438 (307) 441 (307) .052
ALT (U/L) 459 (272) 407 (272) 395 (269) .599

Bilirubin 1.2 (1.25) 1.3 (0.95) 1.04 (0.63) .134
(mg/dL)
INR 1.2 (0.21) 1.2 (0.23) 1.3 (0.33) .232

Data are shown in median (IQR). Data have been adjusted for age, base-
line transaminase, bilirubin, hyaluronic acid, steatosis, chemotherapy,
type of resection, and total ischemia time.
ALT; Alanine transaminase; APC, anesthetic preconditioning; AS7, aspar-
tate transaminase; /NR, international normalized ratio; /N7, intermittent
clamping; IPC, ischemic preconditioning.

and grade 3 sinusoidal congestion in 7 patients
(7%); finally, grade 1 hepatocellular necrosis was
observed in 4 patients (4%; Table III). No differ-
ences were found between groups.

Postoperative outcomes. All patients were ex-
tubated in the operating room; 12 patients (4 in
the IPC group, 3 in the APC group, and 5 in the
INT group) were transferred to the intensive care
unit. The severity and rate of complications, trans-
fer to intensive care, and hospital stay were similar
between groups (Table 1V). Fifty-six patients had
no complications, and 43 had minor complica-
tions. Eight patients had major complications
(grade III-IV and V): 1 localized intra-abdominal
infection (treated by image-guided drainage), 2
bile leaks that resolved spontaneously, 1 cutaneous
necrosis that needed reoperation, and 4 cases (2
patients in the IPC group and 2 in the INT group)
of ascites and liver failure that resolved without
renal replacement. One patient in the INT group
died within 20 days after major hepatectomy
(extended right hepatectomy) owing to severe
postoperative liver failure. No differences were
found in l-year survival rate stratified by treatment
group.

Major and minor hepatectomy. When these 3
groups were stratified by type of hepatectomy
(major/minor resection), no differences were
found in any of the variables studied (markers of
liver function, apoptotic index, histologic lesions,
iNOS mRNA, HA, and outcome) (data not shown).

DISCUSSION

The main findings of this study comparing types
of preconditioning before hepatectomy can be
summarized as follows: (1) Hepatocyte and endo-
thelial cell injury, measured by kinetics of liver
enzymes and HA, were similar between groups; (2)
cellular apoptosis measured by apoptotic index
showed no differences between groups; (3)
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leukocyte infiltration and steatosis showed no
differences between groups; (4) clinical outcomes
were similar between groups; and (5) patients
matched by the extent of liver resection showed
no differences in any of the variables studied.

Ischemic and pharmacologic protective strate-
gies have been developed for organ protection
from continuous inflow occlusion.'”' "' In animal
models, IPC has been shown to have a protective
effect against warm ischemia during liver resec-
tion, but clinical studies have provided conflicting
data.”*”" In contrast, less is known about precondi-
tioning using INT, and in particular the benefit of
APC. Short ischemic insults followed by a short
reperfusion period and administration of sevoflur-
ane, a volatile anesthetic agent, are easily appli-
cable therapeutic strategies involving little or no
risk to patients. These 2 techniques activate a num-
ber of upstream signaling cascades converging in
the activation of NO synthase, suggesting that
NO is a central event."* To our knowledge, this is
the first study analyzing the effects of sevoflurane
on IR using INT.

In recent years, a number of experimental trials
have been designed to demonstrate the effects of
heart and liver anesthetic pharmacologic precon-
ditioning.” In the clinical setting of liver and
noncardiac surgery, it seems complicated to prove
the preconditioning effect of anesthetic agents in
patients submitted to anesthesia, there seems to
be no direct pharmacologic protective effect. In
this respect, there are 2 important concerns: First,
in the clinical setting, the presence of confounding
factors (medical treatment, opioids, corticoste-
roids, and remote preconditioning by intermittent
sequential compression devices) could influence
the modulatory markers, such as apoptosis, NO
expression, and interleukins; second, all anes-
thetics (volatile, intravenous, and local) have
similar anti-inflammatory modulatory effects,
because they inhibit or upregulate of NO.*
Because in human studies it is not feasible to
inhibit or activate the mechanisms involved in
anesthetic modulatory protection to assess whether
this mechanism is involved, the results are
controversial.'®*’

All these factors should be considered in the
setting of liver resection using INT. Recently,
clinical studies’"”” have shown that pretreatment
by IPC in major liver resections with INT did not
modify postoperative liver enzymes or patient out-
comes. In the present study, the 2 preconditioned
groups showed no differences in the kinetics of
liver enzymes and HA, apoptotic index, liver histol-
ogy, and clinical outcome compared with patients
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Fig 3. Baseline and postresection levels of (A) hyaluronic acid and (B) the inducible form of nitric oxide synthase
expression (iNOS). Groups of study showed an increase (P=.001) in hyaluronic acid 1 hour after resection, but without
differences between groups (P=.514). iNOS post resection was similar to baseline in all groups studied (P=.186). Com-
parison of means was performed by Mann-Whitney U'test. APC, Anesthetic preconditioning; INT, intermittent ischemia;
IPC, ischemic preconditioning.

without preconditioning. Moreover, when we strat- preconditioning. Patients with ischemic pretreat-
ified patients by the extent of liver resection, we ment showed greater AST levels at 6 hours postop-
were unable to demonstrate any benefit of eratively after adjusting for possible confounding
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Fig 4. Correlation between peak postoperative levels of
bilirubin and hyaluronic acid. Linear correlations were
found for all subjects. R value, Spearman rank correla-
tion coefficient.

Table III. Liver damage determined by
colorimetric method at 1 hour postresection in
IPC, APC, and INT groups

IPC APC INT P
Mm=34) Mm=34) (n=35 uvalue

Measure

Leukocyte infiltration

Mild-moderate 23 22 20 527

Severe — — 3 NA
Sinusoidal congestion

Mild-moderate 22 23 24 621

Severe — — 1 NA
Steatosis

Mild-moderate 18 18 16 .808

Severe 2 2 2 536
Hepatocyte necrosis

Mild-moderate 1 1 2 .536

Severe — — — NA

Data are shown as number of cases.
APC, Anesthetic preconditioning; INT, intermittent ischemia; IPC,
ischemic preconditioning; NA, not available.

factors (age, baseline AST, ALT, bilirubin, steatosis,
chemotherapy, total warm ischemia time, and type
of resection; P = .052).

There was no relation between postoperative
enzyme Kkinetics and structural or functional
markers of reperfusion injury. In contrast, a linear
correlation between the peak of bilirubin and
serum HA levels measured 1 hour after completing
the liver resection was present in the 3 study
groups. This finding may be related to the fact
that the functionality of the cholangiocytes is
already affected by the ischemic injury™® and that
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Table IV. Postoperative complications and
hospital stay

Complication, 1PC APC INT P
n (%) m=36) (Mm=34) (n=36) value
None 20 (59) 19 (53) 17 (47) .409
Minor 12 (35) 14 (39) 17 (47) .272
Major 4 (12) 1 (3) 3(8) .353
Reoperation 1 — — NA
Mortality — — 1 NA

Need for ICU 4(11) 39 5 (14) .138
Hospital stay (d) 11.6 (7.0) 11.6 (5.6) 11.8 (6.5) .986

Data are shown as median (IQR).
APC, Anesthetic preconditioning; ICU, intensive care; INT, intermittent
ischemia; IPC, ischemic preconditioning; NA, not available.

this alteration causes impairment of the sinusoidal
flow, therefore altering the normal function of the
SECs responsible for the clearance of the circu-
lating HA. The evaluation of serum HA levels
immediately after resection may, therefore, be an
early marker of the liver ischemic injury and may
be considered a prognostic tool for postoperative
complications.

NO is a well-characterized modulator of mito-
chondrial function and has been implicated in the
signaling of IPC and APC,'"'" but the time course
and mechanism of action remain controversial.””"
Evidence supports the hypothesis that NO plays a
role both in initiating increased enzymatic synthesis
of NO through constitutive NO synthase and in
mediating delayed protection through the upregu-
lation of iNOS.* In the present study, levels of
iNOS expression obtained 1 hour after reperfusion
did not change from basal values in any group of pa-
tients; indeed, we hypothesize that measuring
constitutive NO synthase in this early period of re-
perfusion could improve our understanding of the
role of NO in preconditioning treatment.

IPC is linked to decreased apoptotic cell death.
Biopsies of the remnant liver obtained 1 hour after
resection revealed numerous apoptotic bodies
(free or surrounded by cytoplasmic remnants)
that could not be distinguished as belonging to
any specific cell type (no terminal uridine nick-end
labeling assay was performed). The absence of any
significant level of apoptosis was observed in 60%
of patients in all 3 groups and the apoptotic index
was about 38% in all 3 groups. Although experi-
mental data in warm ischemia showed decreased
leukocyte accumulation after IPC, evidence indi-
cates that the expression of adhesion molecules is
not altered after preconditioning.”” In the present
study, histologic evaluation revealed no differences
in leukocyte infiltration between groups.

161
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Importantly, we could find no beneficial impact

on postoperative outcome. No complications were
observed in 56 patients (53%), minor complica-
tions in 43 patients (40%), and severe complica-
tions in 8 patients (8%), with no differences
between groups. No differences were found in 1-
year survival rate stratified by preconditioning
treatment.

Limitations of this study should be considered.

First, considering that no differences between groups
were detected, a larger sample size might have been
able to detect a lesser decrease in serum AST, but in
such results would not be very relevant clinically.
Second, evidence suggests that all anesthetic agents
provide cellular protection by upregulating or sup-
pressing inflammatory, cytokine-induced expression
of NO synthases; hence, it is conceivable that APC
created a methodological challenge.

In conclusion, on the basis of the results of the

present study, we hypothesize that INT works as an
IPC mechanism and anesthesia itself acts as a
pharmacologic pretreatment. Our results suggest
that the use of IPC or APC offers no protection
againstIR injuryin the setting of liver resection under
intermittent inflow occlusion regardless of the extent
ofliver resection. Future studies may be considered to
determine whether IPC can improve the outcome of
major liver resection using INT in high-risk patients
with cirrhosis and extensive steatosis.
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10.2 ABREVIATURAS

Ad-R: Receptores de adenosina

a y p adrenergic-R: Receptores adrenérgicos

ALT: Alanino aminotransferasa

Apaf: Factor activador de las proteasas apoptoicas
APC: Precondicionamiento Anestésico

ASA: “American Society of Anesthesiologists”
AST: Aspartato aminotransferasa

ATP: adenosintrifosfato

BH3: Homdlogo-3 de la proteina Bcl-2

B.1.S: indice biespectral

BUN: Nitrégeno uréico sanguineo

C.A.M: Concentracién alveolar minima

Cyt c: Citocromo C

DAG: Diacilglicerol

eNOS: Forma endotelial de la enzima NOS

ET: Endotelina

FC: Frecuencia cardiaca

FLIP: Proteina inhibitoria de FLICE like ( complejo regulador de la apoptosis)
Gas,Goi,Gaq, GaY: Tipos de proteinas G
GMS-CSF: Factor de estimulacién de los granulocitos y macréfagos
HA: Acido hialurénico

HO-1: Hemoxigenasa 1

HSF1: Factor de transcripcion choque térmico 1
HSP-27 y 70: Proteinas choque térmico 27 y 70
IAP: Inhibidor de las proteinas apoptoicas

IC: indice cardiaco

ICAM: Molécula de adhesion intercelular

IL: Interleuquina

ILGS: Grupo Internacional de Cirugia Hepatica
I.M.C: indice de masa corporal

INF: Interferén

iINOS: Forma inducible de la enzima éxido nitrico sintetasa
INR: Ratio normalizada internacional

INT: Isquemia o clampaje vascular intermitente
IQR: Rango de interquartil

IP3: Inositoltrifosfato
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IPC: Precondicionamiento Isquémico

IR: Isquemia-Reperfusion

IRE1: Enzima 1 requeridor de inositol

IRVS: indice de resistencia vascular sistémica

KC: célula Kupffer

LTB4: Leucotrieno B4

MAPK: Proteinquinasa activadora de la mitogénesis
NFKB: Factor nuclear KB

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintetasa

NPT: Nutricion parenteral total

PAM: Presi6n arterial media

PAF: Factor de activacion plaquetar

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PERK: Proteinquinasa del reticulo endoplasmatico
PFC: Plasma fresco congelado

PHLF: Insuficiencia hepatica posthepatectomia

PIC: Presion intracraneal

PKC: Proteinquinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PMN: Polimorfonucleares

PVC: Presién venosa central

RLO, ROS: Especies reactivas de oxigeno o radicales libres de oxigeno
RNOS: Especies reactivas de nitrogeno

SD: Desviacion estandar

SECs: Células sinusoidales endoteliales

SFSS: “Small for size sindrome”

SLP: Proteasa inhibidora de la secrecion de leucocitos
SOD: Superoéxido dismutasa

T.C.I: Infusién controlada por objetivos

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa

TNFR: Receptor del TNF

TUNEL: “TdT-mediated d UTP-biotin Nick end-labeling”
UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

UPR/ER: Respuesta proteica del reticulo endoplasmatico
VCAM: Molécula de adhesion vascular

X/XOD: Xantina/xantina oxidasa
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