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INTRODUCCION

|. INTRODUCCION:

I.1. ANATOMIA MICROSCOPICA DEL HIGADO.

El higado es la viscera de mayor tamafio del cuerpo humano. A lo largo de la
historia ha sido considerado como un 6rgano central vital. Fue el segundo 6rgano en ser
alotrasplantado en humanos. En el afio 1963, Thomas Starzl realizo el primer trasplante

hepatico en un paciente con una atresia de vias biliares (1).

1.1.1. Tipos celulares del higado:

En el higado se distinguen diferentes tipos celulares:

e Células parenquimales o hepatocitos (70% del total) (Figura 1). Son las células
que confieren al higado sus caracteristicas bioquimicas y funcionales. La organizacion
celular de los hepatocitos define tres regiones diferenciadas en su membrana:

- la membrana sinusoidal: est4 cubierta de microvilli, situada frente al canal
sinusoidal y representa un 30% de la superficie del hepatocito.

- la membrana basolateral: en la region de contacto estrecho entre los hepatocitos.

- la membrana canalicular: sus repliegues forman el canaliculo biliar, sélo representa
un 15% del total de la membrana plasmatica, pero tiene un papel muy activo en los

procesos de transporte.

Figura 1. Vision al microscopio de hepatocitos humanos.
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e Células endoteliales: se encuentran tapizando la luz del sinusoide. El espacio que
se establece entre las células endoteliales y los hepatocitos se denomina espacio de
Disse.

e Células de Kupfer: son macrofagos que colonizan el sinusoide. Forman parte del
sistema reticuloendotelial del organismo y contribuyen a la eliminacion del material que
pudiera circular por sangre, evitando que pudiese entrar en contacto directo con el
hepatocito. A través de la liberacion de citoquinas (TNF, (1 IL-1, IL-6), tienen un papel
muy relevante en los procesos inflamatorios del higado.

e Células de Ito: Se trata de lipocitos con capacidad de almacenar lipidos (fat
storing cells), y constituyen el principal reservorio de vitamina A del organismo. Los
lipocitos se encargan también de la produccion de la matriz extracelular.

e Células de Pit: Se trata de linfocitos residentes en el higado. Poseen una
actividad de tipo citotdxica no dependiente de anticuerpo (natural killer), mas intensa
que la detectada en las células NK periféricas.

e Células epiteliales: Son células que forman los ductulos biliares; estas células
epiteliales son singulares ya que un subtipo de ellas posee la capacidad para

diferenciarse tanto hacia célula epitelial como hacia hepatocito (2).

1.1.2. La biomatriz extracelular:

Del total del volumen hepético, aproximadamente el 85% lo constituyen las
células hepaticas. El resto (15%) son elementos no celulares que denominamos matriz
extracelular. Los componentes de dicha matriz son: colageno (tipos I, I, IV y V),
laminina, fibronectina y proteoglicanos. En la fibrosis hepéatica hay un aumento de

presencia de colageno tipo I, fibronectina, colageno tipo IV y laminina.

En el curso de la regeneracion hepatica existe, ademas de un aumento del
namero de células, un proceso de remodelacion de la estructura de la matriz
extracelular, que implica una activa degradacion y sintesis de sus componentes

estructurales (2).
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1.1.3. Organizacion estructural del tejido hepéatico:

La unidad microscopica clésica del higado es el lobulillo hepatico. En el centro

de cada lobulillo se dispone una vena central, tributaria de las venas suprahepaticas, y
en su periferia se sittan los espacios porta, que contienen las ramas arterial y portal, y el
conducto biliar. Entre ambos sistemas vasculares se extienden las columnas de células

hepaticas y los sinusoides intercelulares (Figura 2).

Figura 2. El lobulillo hepatico.

Estructura
idealizada del
lobulillo hepatico

Los sinusoides hepéticos constituyen una red vascular cuyos limites estan
constituidos por las paredes de las células hepéticas. Unen el territorio sanguineo portal
y arterial con el suprahepatico. La masa hepatica total esta formada por el conjunto de
éstas unidades estructurales (3). Posteriormente, se sustituyé el anterior concepto de
lobulillo hepatico como unidad estructural por el de acino, que seria en realidad una
unidad estructural y funcional. Cada acino esta centrado por un espacio porta, con una
rama portal y otra arterial, que aportan sangre a los sinusoides de distintos lobulillos,

con las venas centrolobulillares dispuestas en la periferia (Figura 3).

Figura 3. El acino hepatico.
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1.1.4. La proliferacion celular del hepatocito:

El higado es capaz de autorregenerarse cuando parte del tejido inicial
desaparece, ya sea por hepatectomia parcial o por necrosis de los hepatocitos. Es capaz
de un proceso de regeneracion que se detiene cuando alcanza la masa y volumen
iniciales. Desde el punto de vista celular, el fendmeno de la regeneracion es el resultado
de la combinacién de un proceso hipertrofico y de un proceso hiperplasico, que
involucra a todas las células hepaticas con aumento de su nimero a expensas de

divisiones celulares.

El proceso de regeneracion hepatica esta regulado por factores tanto
estimuladores como inhibidores de la proliferacion celular. Entre los factores
estimuladores destacan: HGF (hepatocyte growth factor), TGF-a (transforming growth
factor a) y el EGF (epidermal growth factor). Entre los factores inhibidores el méas
importante es el TGF-p (transforming growth factor B); estos factores inhibitorios son
muy importantes para que la regeneracion se mantenga dentro de los limites adecuados,

y el proceso hiperplasico se detenga en el momento adecuado (2).

1.2. EL HEPATOCITO: FISIOLOGIA HEPATICA.

El higado ocupa un lugar de primera importancia en la regulacion del
metabolismo energético del organismo. Recibe a través de la vena porta la mayor parte
de los productos de absorcion intestinal (carbohidratos, aminoacidos y ciertos acidos
grasos de cadena corta) y productos resultantes del catabolismo bacteriano de los
nutrientes (amonio, fenoles, mercaptanos, acidos grasos de cadena corta y aminas

aromaticas).

Estos compuestos sufren diversos procesos metabdlicos, captacion,
interconversion, almacenamiento y procesos de biotransformacion que facilitan su
eliminacion. De este modo, la sangre que drena del higado a la vena cava esta

desprovista de los productos tdxicos provenientes de la sangre portal (2).
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1.2.1. Metabolismo de los hidratos de carbono:

La glucosa no es el substrato energético basico del hepatocito. Este tiene la
capacidad de almacenar glucosa y transformarla en glucégeno (glucogenogénesis). En
ausencia de glucosa puede transformar los aminoéacidos y los lipidos en glucégeno,
puede realizar la glucogenolisis y luego transformar la glucosa en &cido piravico
(glucdlisis). Del mismo modo el higado puede transformar la fructosa y la galactosa en
glucosa, y posteriormente en glucogeno, lo que otorga al hepatocito un papel clave en la

homeostasis de la glucosa (2,3).

1.2.2. Metabolismo de los lipidos:

Unicamente los acidos grasos de cadena corta llegan al hepatocito via portal. El
higado sintetiza &cidos grasos a partir de precursores hidrocarbonados. Parte de esos
acidos grasos son destinados a la resintesis de triglicéridos para su depdsito y su

secrecion al plasma como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
Ademas el higado junto con el intestino, son los mayores productores de
colesterol, que es el Unico sustrato de los acidos biliares, por lo que las necesidades de

sales biliares modularan en parte la sintesis de colesterol (2,3).

1.2.3. Metabolismo de aminoéacidos y proteinas:

El higado cataboliza en condiciones normales mas de la mitad de los
aminoéacidos exdgenos, procedentes de la hidrolisis de las proteinas y de los péptidos
alimentarios, transformandolos en urea. El ciclo de la urea ocurre exclusivamente en el
higado. Por tanto, la sintesis de urea a partir de amonio es una funcion tipica hepatica y
un buen indicador del grado de preservacién de las mitocondrias (3). Otra fraccion de

aminoéacidos exdgenos es utilizada por el higado para la sintesis de proteinas.

El higado es uno de los reservorios més importantes de aminoacidos libres, de
este modo se asegura la sintesis de proteinas y enzimas que él mismo utiliza, y la
sintesis de todas las proteinas plasmaticas (por ejemplo la albumina), excepto las

inmunoglobulinas que son sintetizadas por las células plasmaticas (3,4).
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1.2.4. Metabolismo de la bilirrubina (BR):

La bilirrubina es un producto liposoluble y toxico para el organismo, que
procede del metabolismo del grupo hem de varias proteinas. Es transformada en el
interior del hepatocito mediante reacciones de conjugacién en un producto no toxico e
hidrosoluble, capaz de ser eliminado por la bilis; llega al intestino y se transforma de
nuevo en bilirrubina libre, la cual es absorbida nuevamente por la mucosa intestinal,

estableciéndose la circulacion enterohepatica de la bilirrubina (2,3,5,6).

1.2.5. Metabolismo de las sales biliares:

El colesterol es transformado en &cidos biliares en el higado exclusivamente.
Los acidos biliares formados a partir del colesterol en el higado se llaman acidos biliares
primarios (&cido célico y quenodesoxicdlico) y son conjugados antes de abandonar el
hepatocito. En su paso por el intestino, estos acidos biliares son transformados por
accion de las bacterias en acidos biliares secundarios (&cido desoxicolico y acido

litocdlico). En el intestino las sales biliares facilitan la absorcién de las grasas (2,4).

1.2.6. Metabolismo de los xenobidticos:

Los xenobibticos son compuestos quimicos que no forman parte de la
composicion habitual del cuerpo humano, pero que son capaces de acceder a su interior.
Muchos de ellos son de naturaleza lipofilica y el organismo cuenta con una serie de
enzimas capaces de convertirlos en sustancias mas hidrosolubles y mas faciles de
excretar (2,4,7). Las reacciones de biotransformacién de los xenobidticos son de dos

tipos: fase 1y fase 2:

e Reacciones de fase 1:

Son reacciones de oxidacion, reduccién e hidrélisis. El citocromo P450 (CYP)
(enzima con actividad monooxigenasa) es el principal responsable del metabolismo
oxidativo de los xenobidticos. Se trata de una familia de enzimas que estan presentes en
todas las especies. Todos los P450 se agrupan en familias y subfamilias segun la

similitud en la secuencia de ADN que los codifica. Existen diferencias interindividuales
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en la actividad del P450 segun edad, sexo, determinadas enfermedades, la dieta y el
estado nutricional (7).

Las enzimas P450 se encuentran en todo el organismo pero fundamentalmente
en el higado, siendo éste el principal érgano de metabolizacion de los xenobidticos. Del
mismo modo, existen varias familias del P450 que estan implicadas fundamentalmente
en el metabolismo de substratos enddgenos, por ejemplo: las isoenzimas de la familia
CYP3 intervienen en el metabolismo de la testosterona, el cortisol y la progesterona. La
isoenzima CYP3A4 es la mas abundantemente expresada y representa el 30-40% del
total de proteina CYP en el higado humano adulto (7).

e Reacciones de fase 2:

Son reacciones de conjugacion, tras las cuales se facilita la unién de los
xenobioticos o de los metabolitos generados en las reacciones de fase 1 con moléculas
enddgenas, tales como el &cido glucorénico, glutation, sulfato o aminoécidos. Tras

éstas, se producen sustancias mas facilmente excretables (2).

1.3. REALIDAD ACTUAL DEL TRASPLANTE HEPATICO.

En la actualidad el unico tratamiento eficaz para las enfermedades hepéticas en
estadio terminal es el trasplante hepatico (TH). Los pacientes afectos de una hepatopatia
terminal con una probabilidad de supervivencia al afio sin el trasplante inferior al 90%

son subsidiarios de éste.

Entre las enfermedades susceptibles de TH se encuentran las hepatopatias
cronicas biliares y no biliares (cirrosis por virus C 6 B, cirrosis alcohdlica, autoinmune
0 secundaria a hemocromatosis), la insuficiencia hepatica aguda grave (de cualquier
origen), algunos tumores hepaticos, las enfermedades metabdlicas de origen hepatico,
las enfermedades vasculares hepaticas, las enfermedades congénitas (por ejemplo

atresia biliar) y el fracaso de un injerto previo (8).
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El TH es un procedimiento consolidado en el mundo entero. Los resultados son
buenos, con supervivencias a 1 y 5 afios del 82% y 77% respectivamente (9,10). Sin
embargo, debido a la escasez de donantes de 6rganos, la lista de espera de TH continla
creciendo, de manera que en el momento actual todavia existen pacientes que fallecen a
la espera de ser trasplantados (8). Estos problemas se agudizan en el caso de fallo
hepético fulminante (FHF) y en los nifios, en los que es mas dificil obtener un 6rgano a
tiempo y que se adapte a las caracteristicas anatomicas del receptor. Ademas, la edad de
inclusion para el trasplante en los nifios es la infancia temprana, existiendo una elevada
morbimortalidad tras el TH. Es por ello, que los equipos de investigacion en trasplante
centran sus esfuerzos en la busqueda de alternativas o complementos al trasplante de

organo solido.

Los métodos sugeridos hasta el momento para intentar solucionar este problema
han dado resultados parciales, sin conseguir resolverlo definitivamente. Surge la
necesidad clinica urgente de encontrar estrategias alternativas o complementarias al
trasplante hepatico convencional como tratamiento de las enfermedades hepaticas
terminales. De las distintas opciones terapéuticas que han sido propuestas, la que podria
ser mas prometedora por los resultados obtenidos en modelos animales y en los ensayos
realizados en humanos, es el trasplante celular hepatico (TCH) o Trasplante de
Hepatocitos; éste, en el momento actual esta emergiendo como una alternativa eficaz al

trasplante de 6rgano sélido en algunas indicaciones.

Algunos pacientes, que se encuentran a la espera de recibir un TH, se podrian
beneficiar del TCH. El objetivo seria la recuperacién de las funciones hepaticas hasta
disponer de injerto adecuado, suplir temporalmente la funcidn hepatocitaria hasta una
regeneracion espontanea del parénquima hepatico, y en los nifios con errores congénitos
del metabolismo, se podria suplir el déficit enzimatico responsable de la enfermedad
metabolica, bien como puente al trasplante de 6rgano sélido o bien hasta lograr una

recuperacion suficiente de funcion enzimatica (9,11-14).
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1.4. ALTERNATIVAS AL TRASPLANTE DE ORGANO ENTERO.

Diversos métodos han sido propuestos como alternativas al trasplante de 6rgano

solido:

e Ingenieria _de tejidos y sistemas bioartificiales (también llamados “higados

artificiales™): Su objetivo es el desarrollo de productos alternativos a tejido u o6rganos
que puedan facilitar la recuperacion, el mantenimiento y la mejoria de las funciones
vitales con la colaboracion conjunta de la medicina y la ingenieria (15,16). El
“bioreactor” como dispositivo en higados artificiales contiene hepatocitos vivos y
funcionalmente activos, que pueden ser tanto humanos como porcinos. Este sistema de
soporte extracorpéreo podria ser Gtil para mantener a aquellos pacientes con fallo
hepético hasta que fuera posible un TH. Sin embargo el uso de estos sistemas no esta

estandarizado y requiere todavia de un perfeccionamiento técnico (17).

e Sistemas extracorporeos de detoxificacion hepatica a través de membranas

y_sorbentes (por ejemplo el sistema MARS: Molecular Adsorbent Recirculating
System: Consta de una membrana de dialisis que contiene albumina. La dialisis de
albumina es un sistema de soporte hepatico artificial que permite la detoxificacion de
moléculas hidrosolubles y ligadas a la albdmina, con lo que mantiene la homeostasis del
paciente (18,19).

o Xenotrasplante: El trasplante cruzado entre especies ofrece la posibilidad de

disponer de organos mas facilmente y resuelve el problema actual de las listas de
espera. Starzl realiz6 en 1966 el primer TH a un humano con un higado procedente de
un primate (20). Las barreras para la estandarizacion del xenotrasplante son muy
importantes y las principales limitaciones para la realizacion del mismo son el problema
del rechazo y la transmision de zoonosis. Sin embargo en la actualidad, contamos con la
posibilidad de aplicar la ingenieria genética, por ejemplo a los cerdos, cuyo higado es
mas similar al humano, para convertir sus tejidos en mucho mas resistentes a la

respuesta inmune humana (21).
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e Trasplante celular hepatico (TCH): De entre todos los méetodos propuestos

como alternativa al trasplante de 6rgano sélido, el TCH es el método que ha ofrecido
resultados mas prometedores, constituyendo el método con mayores posibilidades de
éxito (9,11,12,22). Su finalidad es sustituir o reparar la funcion de las células o tejidos
lesionados. Esta capacidad de reemplazar los tejidos degenerados se realiza por

proliferacion de células ya diferenciadas, los hepatocitos (23-25).

1.5. TRASPLANTE CELULAR: GENERALIDADES.

El reciente desarrollo de la medicina regenerativa abre nuevas formas de
actuacion terapéutica para determinadas enfermedades, cuya causa reside en el deterioro
celular de un drgano o tejido, y en las que no esta indicado, no es posible 0 no es

recomendable la realizacion de un transplante del érgano solido.

El Trasplante Celular (TC) tiene por finalidad sustituir o reparar la funcion de
células o tejidos lesionados. El procedimiento estd basado en trasplantar células
individuales a un oOrgano receptor en cantidades suficientes para que sobrevivan y

restauren la funcion normal del érgano lesionado (22).

El TC en determinados 6rganos abdominales es una realidad. El trasplante tanto
de islotes pancreaticos como de hepatocitos es un hecho confirmado; se han realizado
estudios en animales y en humanos con resultados variables y ambos ofrecen grandes
expectativas en cuanto al tratamiento de diversas enfermedades. El hepatocito es la
principal célula hepatica en la que se basan las funciones del higado, por tanto, el TCH

se fundamenta en trasplantar hepatocitos (26-30).

El higado posee una importante capacidad de regeneracion. La regeneracién
hepéatica es una respuesta fundamental del higado ante el dafio tisular y depende
fundamentalmente de la proliferacion de celulas maduras. En el trasplante de 6rgano
entero existe una respuesta regeneradora del higado que depende del dafio isquémico, el
estrés metabdlico, la respuesta inmune del receptor, el porcentaje de masa hepatica
trasplantada, el grado de esteatosis hepatica y la edad del donante entre otros factores
(31-34).
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Los hepatocitos se encuentran en condiciones normales en estado de reposo
proliferativo y mantienen su capacidad de division en respuesta a cualquier tipo de
agresion toxica, virica o reseccion quirdrgica. La hepatectomia parcial es el modelo
experimental mas evidente de regeneracion hepéatica que no se acompafia de lesion
hepatocelular (35). Las células maduras del higado proliferan para restablecer el tejido
perdido, pero la velocidad de su respuesta es diferente. Durante el proceso de
regeneracion hepatica los hepatocitos son los primeros en proliferar, inicialmente
alrededor del espacio periportal y luego extendiéndose hacia las venas centrales; las
restantes células proliferan después. Esto sugiere que son los hepatocitos los que
producen el estimulo para la proliferacion del resto de células (31,36). Todo lo anterior
hace pensar que es el hepatocito maduro el que debe ser trasplantado. La finalidad del
TCH es reponer el déficit de funcidn del higado, tratar de disminuir el dafio a la célula

hepética y potenciar los procesos de reparacion del 6rgano.

El TCH ha sido objeto de estudio durante las Gltimas dos décadas. Las células
trasplantadas son capaces de sobrevivir, pero no de proliferar si son trasplantadas en un
higado normal; sin embargo, tras el trasplante en el higado o el bazo en un receptor
aquejado de una enfermedad que afecte a los hepatocitos nativos, estos hepatocitos
trasplantados son capaces de proliferar y expresar funciones diferenciadas de manera

casi idéntica a su estado natural (5,37-41).

1.6. POSIBLES FUENTES DE HEPATOCITOS.

Las posibles fuentes de las cuales se pueden obtener hepatocitos para TCH son:

1.6.1. Terapia génica: Lineas celulares o replicacién de hepatocitos:

La obtencion de lineas celulares de hepatocitos “inmortales” que conservaran
todas sus cualidades y sus funciones, proporcionaria una fuente ilimitada de hepatocitos
para el trasplante. Se ha conseguido inmortalizar hepatocitos modificando los medios de
cultivo, pero éstos no presentan una buena actividad metabdlica. Se ha demostrado que

existen diferentes modos de obtener lineas celulares y varios genes se han utilizado con
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este fin (42-44). Los ejemplos mas representativos son el SV 40T y el hTERT
(subunidad activa de la telomerasas humana). En células germinales, células madre y
células cancerosas la telomerasa mantiene un equilibrio con la sintesis y adicion de
repeticiones teloméricas en el final de los cromosomas; pero las células somaticas
humanas no presentan actividad telomerasa debido a la regulacion catalitica de la
subunidad de la transcriptasa reversa de la telomerasa (nTERT). Se ha demostrado que
la reconstitucién de la actividad telomerasa, via la expresion de hTERT, capacita a las
células somaticas humanas para preservar sus telomeros e induce una replicacion
indefinida celular manteniendo sus funciones fenotipicas. Es posible también manipular
genéticamente in vitro los hepatocitos, para regular asi la expresion genética e

intensificar de esta manera una actividad enzimatica concreta (42-47).

1.6.2. Hepatocitos xenogénicos:

Los hepatocitos de animales (cerdo, conejo, perro) podrian constituir una fuente
de células para trasplantar. Existen estudios que han demostrado la eficacia del
xenotrasplante de hepatocitos. Sin embargo este procedimiento presenta una serie de
limitaciones que son: el riesgo de transmision de zoonosis y la inmunogenicidad,
aunque se ha visto que se puede corregir el fallo hepatico y prolongar su supervivencia

con una inmunosupresion adecuada (48-50).

1.6.3. Hepatocitos fetales:

Poseen caracteristicas que los hacen potenciales donantes de células hepaticas
para el TCH. Este tipo de hepatocitos tiene mayor capacidad de proliferacién que los
hepatocitos adultos, lo que podria facilitar su injerto y proliferacion tras el trasplante
(42,49,51).

1.6.4. Hepatocitos derivados de células madre:

El potencial de diferenciacion de estas células y su elevado grado de plasticidad,
las convierte en una herramienta altamente sofisticada para obtener, de forma ilimitada,
recursos celulares de diferentes linajes (45,52). Es posible obtener células madre de

diferentes fuentes; a partir de embriones (aunque ello plantea problemas éticos y la
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posibilidad de desarrollar teratomas), o células madre pluripotentes inducidas, a través

de la “reprogramacion” de células somaticas del propio paciente (53).

Recientes estudios sugieren que existen células derivadas de la médula dsea y
células hematopoyeéticas derivadas de cordon umbilical que podrian diferenciarse hacia
células hepaticas (54,55). También se estd estudiando la posibilidad de trasplantar esas
mismas células madre obtenidas de médula 6sea o bien la obtencion de células madre
hematopoyéticas en sangre periférica, tras la administracion de un factor estimulador de

colonias de granulocitos (G-CSF), para su posterior reinfusion (56).

Se ha demostrado en animales, que las células madre se pueden diferenciar a
hepatocitos funcionales ante la presencia en el medio de cultivo, de factores de
crecimiento como HGF, acido retinoico y B-NGF (factor de crecimiento neural) (57).
También se han identificado en el higado células progenitoras hepaticas que expresan
marcadores de células madre y de hepatocitos (45). Se  han realizado estudios muy
prometedores con células madre mesenquimales adultas, derivadas de tejido adiposo en
humanos, y se ha demostrado la posibilidad de obtener células de fenotipo hepatico a
partir de las mismas (58,59). Todas ellas podrian en el futuro, solucionar la escasez de
hepatocitos para el trasplante, al ser capaces de diferenciarse en células hepaticas
maduras (60-65).

1.6.5. Células ovales:

Son células precursoras de hepatocitos y células ductales biliares (22). Se
activan cuando la lesién hepatica es extensa y cronica o en caso de que se inhiba la
capacidad proliferativa de los hepatocitos remanentes. Estas células se encuentran en el
canal de Hering o adyacentes a él. Son menos numerosas, clonogenicas y bipotentes y
responden durante mas tiempo con una proliferaciéon limitada. Por su potencial para

diferenciarse en hepatocitos podrian ser el futuro en el trasplante celular (22, 66,67).

1.6.6. Células endoteliales sinusoidales:

Diversos estudios han demostrado que algunas enfermedades hepaticas

hereditarias pueden ser tratadas con trasplante de células endoteliales en lugar de con
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trasplante de hepatocitos, éste es el caso de la Hemofilia A (deficit de factor VIII). El
factor V1II, es producido mayoritariamente por las células sinusoidales endoteliales y en
menor medida por los hepatocitos. Con el trasplante de las células endoteliales
sinusoidales, se ha demostrado una produccion suficiente de factor VIII para prevenir el
sangrado en animales, abriendo una nueva puerta en este tipo de enfermedades

hepéticas hereditarias (45,47).

1.6.7. Hepatocitos procedentes de resecciones hepaticas por diversas patologias, de

reducciones hepdaticas o biparticiones (split), de pequefias biopsias tomadas

durante intervenciones quirurgicas y de donantes cadaver:

En espera del desarrollo de tecnologias que consigan nuevas fuentes de
hepatocitos humanos 6ptimos para TCH, actualmente, éstos provienen
fundamentalmente de dérganos descartados para implante (por arteriosclerosis, trauma
hepatico, fibrosis hepatica), del tejido hepéatico redundante resultante de los
procedimientos de reduccion hepatica para trasplante infantil, de donantes en asistolia o
donantes neonatales (4,38,65,68-74).

1.7. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE HEPATOCITOS.

Es un hecho comprobado, que los hepatocitos aislados tanto frescos como
criopreservados, son hepatocitos viables y presentan un amplio nimero de funciones
hepéticas especificas in vitro (75-77). El aislamiento de los hepatocitos, a partir de
tejido hepatico procedente de diferentes donantes, se realiza mediante una perfusién
enzimatica con colagenasa, permitiendo obtener hepatocitos adultos funcionalmente
activos (11,77-79). Posteriormente, para el control de calidad de los hepatocitos aislados
es necesario medir la viabilidad de los mismos con azul tripan y la concentracion celular

en el espectofotometro (45,80).

Hay autores que consideran que es necesario modificar el protocolo tradicional
de aislamiento de hepatocitos, con el fin de obtener mejoras respecto a la viabilidad de
mismos (81). Una forma de mejorar las condiciones de aislamiento de los hepatocitos

podria ser mediante el uso diferentes soluciones de preservacion de tejido en el tiempo
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de espera, hasta ser procesado para el aislamiento de hepatocitos. De hecho, en el caso
del trasplante de 6rgano entero, uno de los factores que pueden influir en la funcién del
injerto es la solucién de preservacion (82-85), por tanto, una manera de mejorar las
condiciones de aislamiento de los hepatocitos podria ser el uso diferentes soluciones de
preservacion hepatica. En el caso de los hepatocitos aislados, no todos los factores que
podrian influir en su aislamiento y cultivo estan estudiados; pero si existen estudios que
demuestran, que cuando se utiliza solucién de Celsior como solucién de preservacion
del 6rgano, se obtienen mejores resultados (estadisticamente significativos) respecto a la
viabilidad, rendimiento (referido al nimero de hepatocitos obtenidos por gramo de
tejido) y capacidad de las mismas de crear uniones cuando se cultivan en monocapa,
comparados con aquellos obtenidos de tejidos conservados con solucion de la
Universidad de Wisconsin. Sin embargo no se han demostrado diferencias significativas
en cuanto a la capacidad metabdlica de los hepatocitos aislados en ambos grupos (85-
87). A pesar de los estudios, los resultados obtenidos en el aislamiento de hepatocitos
no han demostrado utilidad hasta el momento, para predecir la funcion del injerto tras el
TH (86,88,89).

Tras el aislamiento, los hepatocitos se cultivan en unas condiciones
qguimicamente definidas. El hepatocito diferenciado no prolifera in vitro, por tanto, los
cultivos celulares han de ser preparados cada vez a partir de tejido hepatico. Tras el
aislamiento se obtienen gran cantidad de células viables y no todas ellas van a ser
utilizadas en ese momento, por ello, el mejor método para mantener y almacenar por un

largo periodo de tiempo dichas células es la criopreservacion (4,45,90-92).

La criopreservacion permite tener un banco de células y proporciona flexibilidad
a la hora del momento de la realizacion del TCH, ademas de ofrecer otras ventajas,
como son la posibilidad de poder realizar tests microbiologicos exhaustivos y controles
de calidad del hepatocito, de forma previa al TCH (93). Frente a esto, el hepatocito
aislado fresco presenta generalmente una mayor viabilidad y se injerta mejor que el

criopreservado (93).

Los aspectos mas importantes para obtener un mayor éxito en la

criopreservacion son:
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e La fuente de obtencion de hepatocitos.

e Laeleccion del agente crioprotector.

e La composicion del medio de criopreservacion.
e Ladensidad celular.

e Lavelocidad de congelacion y descongelacion (93).

1.8. FUNCIONALIDAD Y SUPERVIVENCIA DE LOS HEPATOCITOS
HUMANOS EN CULTIVO.

Los hepatocitos humanos son el modelo in vitro que mas se acerca al higado
humano y el Unico que puede producir un perfil metabolico farmacolégico similar al
existente in vivo. Los hepatocitos en un medio de cultivo, con unas condiciones
quimicas definidas, expresan la mayoria de las funciones bioquimicas tipicas hepaticas,
entre ellas, la capacidad de metabolizar farmacos (4,69,71); sin embargo, una vez
aislados, sobreviven durante un periodo limitado de tiempo y pierden el fenotipo
diferenciado, fundamentalmente del P450, enzimas encargadas del metabolismo de los
farmacos. Todo ello es probablemente consecuencia de la adaptacion del hepatocito al

nuevo medio in vitro (4).

Actualmente se han logrado avances importantes en la prolongacion de la
supervivencia de los hepatocitos, asi como de sus funciones especificas; esto se
consigue con la adicién de diferentes suplementos como por ejemplo, factores de

crecimiento u hormonas a los medios de cultivo existentes (4).

Los hepatocitos humanos en cultivo mantienen elevados niveles intracelulares de
glucogeno, similares al higado humano in vivo, al mismo tiempo que sintetizan urea,
proteinas, apoproteinas, lipoproteinas, sales biliares, y mantienen la expresion de
algunas proteinas transportadoras de membrana. Son capaces de sintetizar glucosa a
partir de lactato y otros sustratos como fructosa, piruvato, glicerol y aminoacidos, y
pueden secretar también glucosa (4,92,94). La gluconeogénesis y la glicolisis pueden
ser estimuladas en los hepatocitos en cultivo por concentraciones cercanas al valor

fisiolégico de glucagdn e insulina (92).
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1.9. CAPACIDAD DE LOS HEPATOCITOS HUMANOS EN CULTIVO PARA
METABOLIZAR LOS FARMACOS.

El metabolismo de los farmacos es el principal determinante de su aclaramiento,
de las diferencias farmacocinéticas entre individuos, asi como de la eficacia y toxicidad
de dichos farmacos (71). Los hepatocitos humanos in vitro son el modelo que mejor
refleja el metabolismo de los farmacos, si lo comparamos con el higado in vivo. No
existen diferencias en cuanto al metabolismo de determinados farmacos al comparar los
hepatocitos in vitro y la funcion hepética in vivo del mismo paciente. Por tanto, los
hepatocitos aislados pueden ser un buen modelo para estudiar el metabolismo de los
farmacos en humanos (4,71,92,94,95).

Existe gran variedad interindividual en las actividades CYP en los hepatocitos
aislados al igual que sucede en el higado in vivo. A pesar de ello, se ha constatado que
los hepatocitos humanos reproducen los modelos de isoenzimas CYP hepaticos y que
ademas expresan enzimas de conjugacion (fase 2) similares al higado humano (71). Se
ha observado que la expresion de isoenzimas CYP experimenta una reduccion a medida
que pasa el tiempo de cultivo, y éste descenso se hace mas evidente a partir de las 4

horas de cultivo (71).

Para evaluar el grado de conservacion de la capacidad biotransformadora de
xenobioticos de los hepatocitos se determina su capacidad oxidativa. Esto se realiza
mediante la medicion de la actividad 7-etoxicumarina O-deetilasa (ECOD), que es una
isoenzima representativa de la actividad de varias isoenzimas del P450, y la
testosterona-6-f hidroxilasa, que representa la actividad del isoenzima CYP3A4 (la
enzima CYP mas abundante en el higado humano). Se considera que los hepatocitos
humanos aislados pueden ser una buena herramienta para predecir el perfil metabolico

de un farmaco en el hombre (7,71).
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1.10. TRASPLANTE CELULAR HEPATICO.

1.10.1. Posibles indicaciones del TCH:

El TCH ha sido objeto de investigacion de laboratorio durante los dltimos 20
afios. En la actualidad se encuentra en fase clinico-experimental indicandose en el
tratamiento de determinadas enfermedades hepaticas, pudiendo constituir una
alternativa al TH o servir como tratamiento en los casos de insuficiencia hepatica aguda

0 cronica y en determinadas metabolopatias en los nifios (12,38,39,93).

e Fallo hepatico fulminante:

El FHF es una enfermedad con una alta mortalidad (mayor al 80%) una vez los
pacientes desarrollan un grado Il 6 IV de encefalopatia hepatica (EH). La
supervivencia a 1 afio en estos pacientes tras el TH es superior al 60% (8), y el TCH
podria mantener a los enfermos hasta lograr un injerto hepético (23,96-98).

e Metabolopatias congénitas:

Las metabolopatias congénitas son patologias que se presentan en la infancia,
afectando a uno de cada 5000 nacimientos y presentan niveles variables de gravedad.
Afectan al higado debido a un déficit congénito en alguno de los sistemas metabolicos.
El manejo de estos pacientes es complejo e incluye como medidas terapéuticas un
tratamiento médico determinado, una dieta muy especifica y una educacion especial
(99,100); todo ello repercute en la calidad de vida de estos nifios y de sus familias,
siendo frecuentes los episodios de descompensacion que obligan a su hospitalizacion
(101). En determinadas situaciones clinicas de estos pacientes, el TH se plantea como
opcidn terapéutica (102-104). La aplicabilidad del TCH en estos casos se ha demostrado
tras la realizacion de estudios en modelos animales y en humanos, constituyendo una

alternativa realmente prometedora (101).

Las principales enfermedades que se consideran candidatas al TCH son:
tirosinemia hereditaria tipo I, enfermedad de Wilson, déficit de al-antitripsina,

enfermedad de Van Gierke, enfermedad de Debrancher, galactosinemia, intolerancia a
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la fructosa hereditaria, hemocromatosis, trastornos de la sintesis de acidos biliares y
colestasis intrahepéatica familiar progresiva tipo I, Il y Ill, deficiencia de Factor VII,
déficit de Ornitin-transcarbamilasa, enfermedad de Refsum, enfermedad de
almacenamiento del glucogeno tipo la o sindrome de Crigler-Najjar tipo |
(9,11,38,101,103-105).

e Hepatopatia crdnica reagudizada o cirrosis hepatica descompensada:

La hepatopatia cronica reagudizada o “acute cronic liver failure” (ACLF) es mas
frecuente en la edad adulta que en la infancia. Se trata de pacientes con muy mal
pronostico y escasas alternativas terapéuticas, ya que en muchos casos no son
candidatos al TH.

En el caso de la cirrosis descompensada, el TCH permitiria mejorar la funcién
hepética para superar la fase aguda y asi aumentar la supervivencia y la calidad de vida,

pudiendo servir como puente al TH (100).

1.10.2. Posibles contraindicaciones del TCH:

Las contraindicaciones se pueden dividir en aquellas relativas al donante o al
receptor, siendo similares a las consideradas en el TH.

e Existen contraindicaciones relacionadas con el donante: higados con virus

hepaticos o0 VIH son rechazados como fuentes de hepatocitos. Del mismo modo,
higados muy grasos son rechazados por la escasa viabilidad de las células obtenidas.
También se postulan tiempos de isquemia fria elevados, por encima de 18-24 horas

como una razén para descartar los injertos hepaticos (13).

e Las posibles contraindicaciones relacionadas con el receptor son: shunt porto-

cava previo, ya que podria aumentar la posibilidad de embolia pulmonar; sepsis con
estado critico del paciente o abuso de determinadas sustancias que puedan afectar a la
calidad de vida postoperatoria del paciente. La presencia de trombosis portal en el
receptor plantea la necesidad de realizar una evaluacion cuidadosa antes de realizar el
TCH (13).
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1.10.3. Importancia de los componentes de la matriz extracelular:

En el higado, los hepatocitos estan rodeados por una matriz extracelular; ésta es
considerada fundamental para el mantenimiento funcional y estructural del mismo
(106). Una vez los hepatocitos son aislados, se desligan de esta matriz extracelular, y
esto les induce a la apoptosis en un corto periodo de tiempo tras el aislamiento si no se
mantiene a los hepatocitos en un entorno artificial como es el cultivo donde disponen de
hormonas y nutrientes que les permiten sobrevivir durante un tiempo limitado; sin
embargo los mecanismos que llevan a los hepatocitos a dicha muerte no son bien

conocidos.

Por otra parte, se ha demostrado una mayor proliferacion celular y mayor
secrecién de proteinas tras el trasplante de hepatocitos que habian sido cultivados en
una matriz extracelular enriquecida con determinados componentes, como laminina o
colageno tipo IV (106-108). Lo mismo sucede al enriquecer el medio de cultivo con
factores de crecimiento. Esta demostrado que la adicion de estos factores, como el
factor de crecimiento de hepatocitos con delecion de 5 aminoacidos (dHGF), aumenta la
proliferacion, el metabolismo y la sintesis de proteinas de los hepatocitos cultivados, asi
como su supervivencia al ser trasplantados en ratones con fallo hepatico agudo inducido

por D-galactosamina (109,110).

1.10.4. Mecanismos de injerto y proliferacion de los hepatocitos trasplantados:

Los hepatocitos trasplantados, tras adherirse y atravesar el endotelio del
sinusoide, se disponen y proliferan a su alrededor. La integracién completa en el higado
con conexiones al arbol biliar se consigue en 3-7 dias, y a partir de este momento, estos
hepatocitos son capaces de proliferar. Estos hallazgos han sido demostrados en muchos
estudios en animales cuando el TCH se realiza sobre un higado patoldgico, no siendo
asi cuando el higado es sano; sin embargo son escasos los estudios en humanos
(5,97,105,111,112).
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1.10.5. Supervivencia de los hepatocitos en el receptor:

No se conocen exactamente los mecanismos que permiten la integracion del
hepatocito en el higado o el bazo y su supervivencia. La técnica mas empleada para
determinar la supervivencia del hepatocito en el receptor es la biopsia hepatica, con
resultados variables, demostrandose supervivencias de hepatocitos del donante vivo
incluso hasta los 11 meses post-trasplante (101,113,114). Entre los diversos métodos
empleados para evaluar el injerto de los hepatocitos en el receptor se encuentran el
procesamiento de la muestra con hematoxilina-eosina o la evaluacion de secuencias de
cromosoma X 0'Y (97,106).

1.10.6. Realizacion del implante en el receptor: cantidad, lugar del trasplante y via

de implante de los hepatocitos:

Los aspectos mas importantes a la hora de realizar el implante de hepatocitos
son: el numero de células a infundir, el nimero de infusiones necesarias, la via de

infusion y el lugar del implante de los hepatocitos.

Una masa celular que representa el 5-10% de masa hepatica total es considerada
por los investigadores clinicos como capaz de restaurar la funcién metabdlica del
higado. A pesar de que no exista un consenso formal, la mayoria de los autores sugieren
que la masa de células para corregir un defecto enziméatico Unico, es probablemente
menor que la que se necesita para el tratamiento de la enfermedad cronica o la
insuficiencia hepatica aguda (100,113,115-120). La cantidad de células que pueden ser
trasplantadas en el higado se ve limitada por el efecto de la hipertensiéon portal, sin
embargo, la realizacion de infusiones celulares repetidas permite aumentar el nimero

total de hepatocitos trasplantados.

El lugar del trasplante de los hepatocitos es de suma importancia. En estudios en
animales se ha realizado en diferentes lugares tales como el higado, bazo, cavidad
peritoneal o incluso en el tejido celular subcutaneo (42,121).

Cuando la arquitectura del higado no estd demasiado alterada, la presencia de

una matriz fisiolégica y el aporte sanguineo via portal, hace del higado un sitio éptimo
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para el TCH. La infusién de hepatocitos en el higado puede realizarse, bien por infusion
a través alguna vena, generalmente la porta (aunque también se ha descrito TCH a
través de la vena colica media en recién nacidos), o bien incluso mediante inyeccion en
la pulpa esplénica, desde donde las células pueden migrar al higado o permanecer en él
(118,122,123).

El bazo es, de todos los 6rganos “no-hepaticos”, el mejor sitio para el injerto de
las células. Del mismo modo que los hepatocitos pueden proliferar y sobrevivir al ser
trasplantados en el higado, también se han observado buenos resultados al utilizar el
bazo como lugar de infusion de las células (121,124). En él, los hepatocitos
trasplantados presentan una correcta ultraestructura y largas supervivencias, llegando
incluso a desarrollar canaliculos biliares. En unos meses los hepatocitos trasplantados
proliferan en el bazo y reemplazan hasta el 40% del parénquima, esto se denomina
hepatizacion esplénica (123,125).

En general, existe un acuerdo respecto a que la via portal es la ruta de infusion
de los hepatocitos en los nifios con errores congénitos del metabolismo, ya que, en su
mayoria, son higados estructuralmente normales. Sin embargo en los casos de hepatitis
aguda fulminante, donde se produce una necrosis hepatica masiva o en los pacientes con
una cirrosis hepatica establecida, la via de infusion de los hepatocitos de eleccion es la
arteria esplénica, fundamentalmente para evitar la aparicion de hipertension portal
(123).

Dada la necesidad de realizar infusiones de hepatocitos repetidas, se ha descrito
la colocacion de un reservorio subcutaneo (port-a cath) con canalizacion permanente del
sistema venoso portal, lo que permitiria un facil acceso y la posibilidad de repetir el
procedimiento cuantas veces fuera necesario sin necesidad de tener que anestesiar al

nifio cada vez que se realiza el TCH (123,125).

El trasplante en cavidad peritoneal y tejido celular subcutaneo podrian parecer
lugares ideales para el injerto, debido a su acceso facil y seguro; pero en la cavidad
peritoneal, los hepatocitos no sobreviven mas de tres dias, debido al déficit de aporte
vascular, aunque se han observado mayores supervivencias al trasplantar las células si

éstas se encuentran encapsuladas (126,127).
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Estudios en animales demuestran que el excesivo volumen necesario para el
implante en el tejido celular subcutdneo hace inviable por ahora el procedimiento en
humanos. Existen todavia dudas por resolver, tales como conocer si en esta localizacion
aumentaria el grado de rechazo, es importante saber si la falta de sistema biliar seria
peor para los hepatocitos, o si éstos pueden sobrevivir en buenas condiciones sin el
aporte sanguineo portal (128). También se estd analizando, como alternativa, la

posibilidades de realizar el implante de hepatocitos en el pulmon (125).

1.10.7. Efectos adversos asociados al TCH:

Dado que el TCH no representa un proceso quirdrgico mayor tiene una menor
morbimortalidad, aunque no estd exento de complicaciones. La infusién portal de
hepatocitos puede producir una hipertension portal transitoria (que se recupera tras unos
minutos) y podria, tedricamente, ocasionar una trombosis portal y plantea la posibilidad
de embolizacion de las células a los pulmones. Esto limita el namero de células a
trasplantar cada vez y reduce el injerto de dichas células. El trasplante en el bazo puede
ocasionar problemas similares. En todos los casos existen también posibilidades de
infeccion y sepsis, fundamentalmente ante la existencia de un acceso venoso o arterial
(123,128).

Inicialmente se creia que las células hepéaticas son menos inmunogénicas que los
trasplantes de 6rgano entero, y que por tanto no seria necesaria una inmunosupresion
tras el TCH (129). Sin embargo, éste puede presentar el problema de rechazo igual que
el TH, ya que los hepatocitos expresan débilmente los antigenos del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad de clase I. Las células biliares y endoteliales también pueden ser
las causantes del rechazo, por ello, la realizacion de un proceso de aislamiento y
purificacion mucho mas estricto podria disminuir o incluso evitar por completo la
necesidad de inmunosupresién. Por el momento se ha decidido, la infusién de bolos de
esteroides antes de cada infusién de hepatocitos y la utilizacién de inmunosupresores

(inhibidores de la calcineurina) como el tacrolimus (99-101,114,129).
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1.11. ESTADO ACTUAL DEL TRASPLANTE DE HEPATOCITOS.

1.11.1. Experiencia clinica en animales:

Los estudios en animales se realizan en modelos de fallo hepético agudo y
enfermedades metabdlicas.

El TCH demostr6 en casos de Hipoalbuminemia (ratas Nagase
analbuminémicas), una importante proliferacion de los hepatocitos trasplantados con
normalizacion de los niveles de albdmina en suero (130,131). También en animales con
enfermedad de Wilson, concretamente en ratas Long-Evans, se demostrd la trascripcién
normal del RNA mensajero del gen que esta alterado en la enfermedad de Wilson
(ATP7B,) y una reduccion del depdsito de cobre en el higado de aproximadamente un

60%, con la consiguiente prevencion del desarrollo de la enfermedad (132,133).

Otros ejemplos de metabolopatias tratadas con TCH en animales son: el
sindrome de Crigler-Najjar en ratas Gunn (134), la hiperlipidemia hereditaria en conejos
Watanabe (135), el déficit de glucoronil-transferasa en ratas (136), la tirosinemia
hereditaria tipo | en ratones (137), la colestasis intrahepética progresiva familiar tipo 3

en ratones (138) y el déficit de ornitin-transcarbamilasa en ratones (139).

Ademas de enfermedades metabdlicas, otros estudios han sido realizados en
ratas con modelos de cirrosis descompensada inducida con fenobarbital y tetracloruro
de carbono (CCL4); se demostrd en estos casos, que el TCH intraesplénico originaba
una importante mejoria del tiempo de protrombina, los valores séricos de bilirrubina y
amonio, asi como mejoria de la encefalopatia, prolongando la supervivencia desde los
15 a los 128 dias (140). También se ha realizado el TCH en ratas en las que se indujo un
FHF con D-galactosamina; tras el trasplante de hepatocitos se observo un aumento del
namero de células trasplantadas, con evidencia de sintesis de DNA entre el 3° y 14° dia

tras el trasplante (141).
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1.11.2. Experiencia clinica en humanos:

Dados los resultados obtenidos en animales, varios grupos de investigacion
pusieron en marcha el TCH en pacientes con insuficiencia hepatica de distinta etiologia.
Los resultados obtenidos en el momento actual, son esperanzadores aunque plantean la

necesidad de realizar ensayos clinicos controlados.

Podria decirse que la falta de fuentes para la obtencion de hepatocitos constituye
la principal limitacion para la realizacion del TCH en pacientes con insuficiencia
hepatica aguda. Se plantea la necesidad de demostrar la verdadera efectividad de éeste
tratamiento en este tipo de patologias. Muchos pacientes sometidos a esta terapia, han
recibido un trasplante de 6rgano entero antes de haber podido evaluar la efectividad del
TCH. En el momento actual, parece que los pacientes con alteraciones congénitas del
metabolismo podrian ser los ideales para estudiar el efecto del TCH, ya que podemos
medir los resultados de esta terapia mediante la determinacion de los niveles del enzima

responsable del trastorno metabolico (39).

El primer TCH realizado en pacientes con ACLF fue llevado a cabo en 1992 por
Mito et al. 1992 (142), infundiendo los hepatocitos en el bazo, a través de la arteria
esplénica. Los autores detectaron la presencia de hepatocitos en el bazo entre 1 mesy 1

afio, sin embargo, la mejoria clinica en estos pacientes no fue atribuida al TCH (142).

El grupo de Strom realizd el TCH a 7 pacientes (5 por fallo hepatico agudo, 1
por déficit de alfa-1-antitripsina y 1 por déficit de ornitin-transcarbamilasa), tres de los
cuales sobrevivieron hasta la realizacion del TH a los dias 2, 3 y 10° tras el TCH
respectivamente (37). Dos pacientes murieron al 4° y 7° dia post THC por hemorragia
intracraneal. Otro presento un grado IV de encefalopatia pese al TCH vy fallecio al 4°
dia. A pesar de que los resultados no fueron concluyentes, se demostrd en todos los
casos una disminucion de la presion intracraneal, una disminucion de los niveles de
amonio en sangre y la ausencia de secuelas en el lugar del TCH (tanto a nivel del bazo
como de la vena porta o del higado). El paciente con déficit de OTC normalizé los
niveles de amonio en sangre 48 horas tras el procedimiento, aunque posteriormente

empeord, estando comatoso y fallecié 43 dias después debido a una neumonia. A pesar

27



INTRODUCCION

de ello, la biopsia hepatica realizada 4 semanas después del TCH demostro actividad
OTC superior a la existente previamente al TCH (37).

Habibullah et al. 1994 (98), realizaron el TCH en 7 pacientes con FHF: 4 con
grado Vb de encefalopatia (ninguno sobrevivio més de 87 horas), y 3 con grados Il y
IVa de encefalopatia, los cuales presentaron una evidente recuperacion medida con el
grado de encefalopatia y datos analiticos (BR, GOT, GPT, TP y amonio en sangre).

Bilir et al. 2000 (97) realizaron también el TCH a 5 pacientes con FHF (3 tdxico
y 2 viral) con supervivencias de 6 h, 18 h, 14 dias, 20 dias y 52 dias. La causa de muerte
en los que fallecieron en las primeras 24 horas fue viremia y fallo multiorganico. El
resto de los pacientes fallecieron por sepsis, aspergilosis y fallo multiorganico
respectivamente, pero durante el tiempo de supervivencia se constatd una mejoria
evidente del grado de encefalopatia, un descenso de entre 2 y 5 puntos del INR,
descenso del amonio arterial, mejoria en la Tomografia Computerizada cerebral,

mejoria en el EEG y mejoria en el aclaramiento renal (97).

Otros autores han llevado a cabo el TCH en nifios afectos de errores congénitos
del metabolismo. EI primer TCH en nifios se realiz6 a una nifia de 10 afios con
Sindrome de Crigler- Najjar tipo | (déficit congénito de uridina difosfoglucoronato-
glucoronil transferasa (UDP-GT)), la cual sobrevivié méas de 11 meses tras el TCH, con
una alteracion metabdlica parcialmente corregida y unos requerimientos de fototerapia
diaria que disminuyeron a 6-7 horas al dia (113). Posteriormente Ambrosino et al. 2005
(143) realizaron el TCH en un nifio con el mismo déficit metabdlico, obteniendo una
correccion parcial metabolica y consiguiendo una mejoria clinica, lo cual sirvié como

puente al TH, realizandose éste 146 dias después del TCH.

Sokal et al. 2003 (144) indicaron el TCH en una nifia de 4 afios con la
enfermedad de Refsum; tras el TCH se objetivo una correccion significativa del déficit
metabdlico y una mejoria clinica a los 6 meses del TCH. Dhawan y su grupo llevaron
tambien a cabo el TCH en dos hermanos con déficit congénito del Factor VII de la

coagulacién obteniendo mejoria y reposicion de éste factor en sangre (14).
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La realizacion del TCH en una paciente de 47 afios diagnosticada de una
glucogenosis tipo la, permitié que 7 meses después del TCH la paciente no hubiera
vuelto a presentar episodios de hipoglucemia llevando una dieta normal (116). De los
seis pacientes con deficiencia de OTC que han sido sometidos a un TCH, el

procedimiento ha servido como puente al TH (23,96,145-147).

La experiencia de estos autores, demuestra que se trata de un procedimiento
seguro, facilmente reproducible y capaz de proporcionar células metabolicamente
competentes a un higado deficiente. Sin embargo son necesarios ensayos clinicos
controlados para implementar y estandarizar el procedimiento. Es preciso conocer cuél
es el numero exacto de células a trasplantar y entender cuales son los factores que
influyen en la supervivencia y viabilidad de los hepatocitos trasplantados para mejorar
la calidad, la eficacia y el injerto de los mismos; también es importante como detectar
de forma precoz el rechazo para poder prevenirlo y conocer cudl es la inmunosupresion
adecuada (117).

1.12. VENTAJAS DEL TRASPLANTE CELULAR HEPATICO.
El TCH presenta una serie de ventajas en comparacion con el TH:
e Permite mantener la funcién del higado hasta la obtencion de un injerto valido
para TH (96,111). En determinados casos es posible conseguir la regeneracion del
organo enfermo y la recuperacion de la funcion del mismo, constituyendo una

alternativa al trasplante de 6rgano sélido (38,113,133,148).

e Presenta menor morbimortalidad, ya que es un método menos invasivo y no

requiere una cirugia mayor (11,37,121,123).
e Presenta menor coste (11,37,40,121).
e Permite maximizar los recursos de donacion, con la posibilidad de utilizar

células de un unico donante para varios receptores (68,72,121,145). Dado que la

mayoria de los hepatocitos aislados provienen de los érganos descartados para el TH
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convencional, si se consiguiera optimizar el TCH, en determinados casos se podria
evitar el trasplante, y de esa manera disponer de mas injertos hepéticos para trasplantar

en casos en los que no sea suficiente con el TCH (121).

e Ofrece la posibilidad de realizar el procedimiento de manera semiprogramada

gracias al mantenimiento de las células criopreservadas (121,149).

e Ofrece la posibilidad de manipulacion génica ex-vivo y la posibilidad de

trasplante autdlogo evitando la pauta de la inmunosupresion (9,37,121).

1.13. LIMITACIONES DEL TRASPLANTE CELULAR HEPATICO.

Una de las principales limitaciones actuales para la generalizacion del uso del
TCH, es la falta de fuentes adecuadas para la obtencion de hepatocitos humanos viables.
A fin de realizar el TCH en condiciones que aseguren el éxito del procedimiento, es

necesario, disponer de hepatocitos viables y funcionalmente activos (39,68).

Los dérganos ideales para la obtencion de hepatocitos humanos serian aquellos
que se utilizan para el implante de d6rgano solido, sin embargo dada la escasez de
higados de donante cadaver, esta opcion no es éticamente correcta (69). En estos
momentos, por tanto, las fuentes de hepatocitos para aislamiento y TCH son
fundamentalmente las reducciones hepaticas y los injertos no validos para TH
(11,121,150). Esto se traduce en una escasez en la cantidad de tejido hepatico disponible

para la obtencion de hepatocitos viables, aptos para el TCH (121).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

1. 1. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO:

De la revision del estado actual del aislamiento de hepatocitos se pueden realizar

las siguientes consideraciones:

1. El aislamiento de hepatocitos es un procedimiento que se encuentra
estandarizado.

2. El trasplante celular hepatico (TCH) puede ser una alternativa valida al
trasplante hepatico ortotdpico en determinados casos.

3. El TCH es un procedimiento reproducible, aunque todavia es escaso el nimero
de ocasiones en que se ha llevado a cabo en humanos.

4. Se desconoce con exactitud cudles son los factores que influyen en el
aislamiento y el cultivo de los hepatocitos humanos adultos. La identificacion de
dichos factores permitiria una mejor seleccion de los donantes de tejido hepético

para el aislamiento de hepatocitos con el fin de realizar el TCH.

11.2. HIPOTESIS DE TRABAJO:
EXISTEN CARACTERISTICAS RELACIONADAS CON EL DONANTE Y
FACTORES RELACIONADOS CON EL PROCESO DE OBTENCION DE LOS

HEPATOCITOS, QUE INFLUYEN EN EL AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LOS
MISMOS.

Para confirmar o rechazar esta hipétesis nos planteamos los siguientes objetivos:
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11.3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO:

11.3.1. Conocer las caracteristicas de los donantes de hepatocitos en nuestro medio y

hacer un analisis descriptivo y comparativo entre los donantes vivos y cadaver.

11.3.2. Identificacion de las variables predictoras o independientes de los donantes
VIVOS que influyen en los resultados del aislamiento y cultivo de los hepatocitos:

a) Viabilidad celular.

b) Rendimiento del aislamiento celular.

C) Actividad ECOD.

d) Actividad testosterona-6-f hidroxilasa.

11.3.3. Identificacion de las variables predictoras o independientes de los donantes
CADAVER que influyen en los resultados del aislamiento de los hepatocitos:

a) Viabilidad celular.

b) Rendimiento del asilamiento celular.

C) Actividad ECOD.

d) Actividad testosterona-6-p hidroxilasa.
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11l. METODOLOGIA:

Se trata de un estudio transversal, observacional y retrospectivo en el que se han
revisado 172 historias clinicas correspondientes a 172 donantes de tejido hepético. Se
han analizado dos grupos: biopsias procedentes de donantes vivos (pacientes
intervenidos por diferentes patologias en cirugia programada) y biopsias procedentes de

donantes cadaver.

I11.1. CRITERIOS DE INCLUSION DEL ESTUDIO.

e Donantes vivos (DV):

Se incluyeron todos los pacientes intervenidos por diferentes patologias, en
cirugia programada, que firmaron el consentimiento informado de la intervencion y de
la toma de la biopsia hepética (aprobado por el Comité de Etica e Investigacion Clinica
del Hospital La Fe de Valencia). Los donantes de tejido hepatico fueron intervenidos en
el Servicio de Cirugia General y Aparato Digestivo del Hospital General de Valencia y
en el Servicio de Cirugia General y Aparato Digestivo del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia. La obtencion de las biopsias de los donantes procedentes
del Hospital La Fe se realiz6 en todos los casos por los mismos cirujanos (M.J.B, R.L.A
y A.M.H). El periodo de la toma de las biopsias abarc6 desde diciembre de 1995 hasta
marzo de 2005. El nimero de DV incluidos en el estudio fue de 136.

e Donantes cadaver (DC):

Se incluyeron todos aquellos DC, que cumplian criterios para la donacién del
higado, cuyos familiares firmaron el consentimiento de donacion. La obtencion de estas
biopsias se realizd en todos los casos por el mismo cirujano (E.P.1). El periodo de la
toma de las biopsias abarco desde febrero de 2002 hasta marzo de 2005. El nimero de

DC incluidos en el estudio fue de 36.
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I11.2. CRITERIOS DE EXCLUSION DEL ESTUDIO.

e Donantes vivos:

- Higado cirrético.

- Mala digestion enzimética de la biopsia durante el procesamiento (151).

e Donantes cadaver:

- Pacientes que no cumplian criterios para la donacion del higado para TH (152).

- Tiempo de isquemia fria superior a 960 minutos (16 horas). En este grupo se
incluyeron muchas extracciones que tuvieron lugar entre semana por la tarde o
durante el fin de semana. El procesamiento de las biopsias en el Hospital La Fe se
realiza en horario de mafiana (de 8 a 15 horas) y no existe un equipo de guardia
localizado para realizar el procesamiento de las muestras fuera de este horario o
durante los fines de semana, por tanto se excluyeron del estudio.

- Mala digestion enzimética de la biopsia durante el procesamiento (151).

111.3. OBTENCION DEL TEJIDO HEPATICO.

111.3.1. PRIMER GRUPO: DONANTES VIVOS:

Dentro de este grupo existen dos subgrupos:

. Donantes intervenidos de forma programada por patologia benigna o maligna

abdominal no hepatica:

Las biopsias se tomaron en quir6fano, con anestesia general, tras la apertura de
la cavidad abdominal y previamente a la realizacion de la intervencion. Se seccion6 con
tijera un fragmento en forma de cufia del 16bulo hepatico izquierdo (segmento Il de
Couinaud). Las biopsias tenian un peso aproximado de 3 g y se recogieron en medio de

cultivo Ham F12-Williams (1:1) a 4°C hasta su procesamiento.
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e Donantes intervenidos de forma programada por patologia benigna o maligna

hepatica:

Las biopsias se tomaron en quiréfano, con anestesia general, tras realizar la
reseccion hepatica correspondiente al tipo de patologia, con o sin clampaje vascular. De
la pieza resecada se secciono la parte correspondiente al tumor hepatico, intentando
conservar la mayor parte de higado no patoldgico para enviar éste como muestra. Los
pesos de las biopsias oscilaron entre 1 y 50 g y se colocaron en medio de cultivo Ham

F12-Williams (1:1) a 4°C hasta su procesamiento.
En ambos casos el proceso de aislamiento se realiz6 inmediatamente en la
Unidad de Hepatologia Experimental del Centro de Investigacién del Hospital

Universitario La Fe de Valencia.

111.3.2. SEGUNDO GRUPO: DONANTES CADAVER:

Los liquidos de preservacion hepatica empleados durante la extracciéon en el
donante cadaver fueron Wisconsin o Celsior. Las muestras se tomaron seccionando con
tijera un fragmento en forma de cufia del I6bulo hepético izquierdo (segmento Il de
Couinaud), durante la cirugia de banco, y tenian un peso aproximado de 3 g. Dichas
biopsias se introdujeron en un recipiente estéril con la misma solucion de preservacion
utilizada durante la extraccion, y permanecieron en él a 4 °C hasta su procesamiento
(4,69).

111.4. AISLAMIENTO DE LOS HEPATOCITOS HUMANOS A PARTIR DE
TEJIDO HEPATICO.

El aislamiento de los hepatocitos y todas las manipulaciones posteriores son
procedimientos que se llevaron a cabo en condiciones de maxima asepsia. Todas las
operaciones se realizaron en una camara estéril equipada con una cabina de flujo
laminar horizontal. El instrumental quirdrgico y material de vidrio se esterilizo por calor

seco. Las soluciones salinas, agua y medio de cultivo eran estériles (calor himedo en
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autoclave o filtracion a través de filtros Millipore de 22 pm de poro). El material de

plastico se esterilizd con 6xido de etileno.

En ambos grupos el aislamiento de los hepatocitos se realizd mediante perfusion
de la biopsia y digestion con colagenasa, segun la técnica descrita por Gomez-Lechén y
colaboradores (92,94). La perfusion se realizd en dos etapas, ambas a 37 °C y gaseadas
con carbogeno (95% O,/ 5% CO,) (Figuras 4 y 5).

Figura 4y 5. Perfusion y digestion con colagenasa.

A) Perfusion no recirculante del tejido hepatico: Se realizd con una solucién salina de

Krebs-Ringer tamponada con HEPES 20 mM, pH 7,4 (Tabla 1), exenta de calcio pero
conteniendo EGTA 0,5 mM, para lavar el tejido de sangre y debilitar las uniones
intercelulares. Para ello se prepar6 un matraz sobre el que se colocd un embudo y un
sistema de multicanulas. Se situ6 la cufia hepatica sobre la superficie plana del embudo,
se introdujeron las canulas por los vasos accesibles en la superficie del corte y se inici

la perfusion a un flujo de 16-18 mL/minuto.

B) Perfusion recirculante. Se utilizé la misma solucion salina sin EGTA y conteniendo

5 mM de Cl,Ca y 0,05% de colagenasa, para conseguir la digestion completa del
parénquima hepatico. Posteriormente se saco el higado del embudo y se coloc6 en una
placa petri de 10 cm de diametro donde se disgregd el higado con ayuda de una
espatula, se retird la capsula de Glisson y se liberaron las células. A continuacion, la
suspension de hepatocitos se filtro6 por una doble gasa estéril para eliminar pequefios

fragmentos de tejido no digeridos y agregados celulares. Esta suspension celular se lavo
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dos veces a 4 °C con solucién de Krebs-Ringer, mediante centrifugacion a 150g durante

5 minutos y desechando en cada caso el sobrenadante.

Tabla 1. Preparacion de la solucion Stock de Krebs-Ringer-Hepes sin Ca™.

Concentracion (mM)
CIK 2,7
CINa 140
PO,HNa.12 H,0 0,7
Glucosa 10
Hepes 9,14

mM=milimoles; CIK=Cloruro potésico; = CINa=Cloruro
sodico; PO4,HNa=Fosfato de sodio hidratado; H,O=Agua.

I11.5. VIABILIDAD, RECUENTO CELULAR Y CULTIVO DE LOS
HEPATOCITOS.

e La viabilidad de la suspension se determind en la suspension final mediante el
test de exclusién del azul tripan (80). Este colorante es excluido por las células viables,
que mantienen su membrana integra y tifie de azul los nucleos de las células con la
membrana dafiada (Figura 6).

Figura 6. Test de exclusion del azul tripan.

La viabilidad de la suspension se expresa en porcentaje.

% viabilidad celular = (media n° total de células - media n° muertas) x100

media n° total de células
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Una viabilidad se considera aceptable por encima del 50% (153). Las cifras
normales de viabilidad en DV oscilan entre el 60 y el 91% (71,154-158), frente al DC,
en el que oscilan entre 56-73% (74,79,81,159). Nuestro grupo ha establecido el punto de
corte en la viabilidad celular en el 70%, ya que un aislamiento con esta viabilidad se
puede considerar un buen aislamiento. Existe un consenso no escrito, pero aceptado por
todos los grupos que realizan el aislamiento de hepatocitos para terapia celular, por el
cual hepatocitos con viabilidades por encima del 70% se podrian congelar. No se suelen
aceptar viabilidades inferiores para la criopreservacion ya que en lineas generales tras la
descongelacion, la viabilidad de las células disminuye al menos en un 20%, y estos
hepatocitos descongelados, con viabilidades inferiores no serian 6ptimos para el TCH
(81,160).

e La concentracion  celular de la  suspension  se  determind
espectrofotometricamente mediante la lectura de la suspension a 660 nm. EI nimero de

células vivas por mililitro en la suspension se determiné mediante la siguiente formula:

Absorbanciasyspensisn—AbSorbanciapiancox 0,014xViabilidadx0,037 = n° de células vivas/mL

El rendimiento del aislamiento viene dado por el numero de células vivas
obtenidas x10%/g de tejido (Figura 7). Las cifras normales de rendimiento en DV oscilan
entre 4 cel/g x10° y 18 cel/g x10° (71,154-158), frente al DC, en el que oscilan entre 2 y
10 cell/g x10° (74,79,81,159). La siembra de los hepatocitos se realizé en placas de
cultivo recubiertas con fibronectina y colageno con el fin de mantener las caracteristicas

hepéticas de los hepatocitos en cultivo por mas tiempo (77).

Figura 7. Vision al microscopio de hepatocitos viables y no viables (A), y de

hepatocitos con vacuolas de grasa (B).
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e Cultivo: La siembra se llevé a cabo, como ya se ha comentado, en placas de
cultivo recubiertas con una mezcla de fibronectina y colageno (77,92). A continuacién
se sembraron las células a una densidad de 8 x10* células/cm® con medio de cultivo
Ham F-12/ Williams (1:1) complementado de hormonas, suero y otros aditivos como se

indicaen la Tabla2y Figuras 8 y 9.

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo Ham F12-Williams.

Para 100 mL de medio de cultivo
Componente Siembray primer A partir de 24
cambio de medio horas de la
siembra
Medio de cultivo base Ham F-12/ Williams (1:1) (v/v)
BSA 0,2% 0,2%
Glucosa 17 mM 17 mM
Insulina 10°M 10°M
Bicarbonato 1M 26 mM 26 mM
Penicilina 50 mU/mL 50 mU/mL
Estreptomicina 50 pg/mL 50 pg/mL
NAME 0,64 mM 0,64 mM
L-Glutamina 0,2 mM 0,2 mM
Transferrina 0,025 mg/mL 0,025 mg/mL
Etanolamina 66,8 UM 66,8 UM
Acido Linoléico 7,2 uM 7,2 uM
Acido Ascérbico 0,62 mM 0,62 mM
Suero Ternera 2% No lleva
Dexametasona 10™* M No lleva 10" M

mM=milimoles; M=moles; mU/mL=miliunidades/mililitros;

pa/mL=microgramos/mililitros; mg/mL=miligramos/mililitros; uM=micromoles;

BSA=Albumina sérica bovina; NAME=N-omega-nitro-L-arginina metilester.
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Figura 8. Visién al microscopio de hepatocitos humanos en cultivo.

Figura 9. Ultraestructura de los hepatocitos tras el aislamiento (A) y tras 24 horas
de cultivo (B).

I11.6. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS CELULAS: MEDICION DE LA
ACTIVIDAD 7-ETOXICUMARINA O-DEETILASA (ECOD) Y
TESTOSTERONA-6-p HIDROXILASA EN LA SUSPENSION.

El andlisis funcional de las células se realiz6 tras 24 horas en cultivo. Para ello
se midi6 la actividad 7-etoxicumarina O-deetilasa (ECOD) y la actividad Testosterona-

6-p hidroxilasa.

e La actividad ECOD se valoré mediante la técnica descrita por Greenlee (161)

basada en la siguiente reaccion:

ECOD
7-etoxicumarina + NADPH — 7-hidroxicumarina + NADP" + formaldehido
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El producto final de la reaccion, 7-hidroxicumarina, es un compuesto
fluorescente con maximos de excitacion y emision a 368 y 456 nm respectivamente. La
7-hidroxicumarina formada se calculo interpolando la fluorescencia emitida en la
correspondiente curva patron. La actividad ECOD se expres6 como pmol de producto
formado/ min x mg de proteina y es una actividad oxidativa representativa de varios

isoenzimas del P450.

e La testosterona es un sustrato multienziméatico en cuya hidroxilacién en distintas
posiciones intervienen diferentes isoenzimas del P450. La hidroxilacién en posicion 6 3
es llevada a cabo por el enzima testosterona-6-f hidroxilasa, especifica del isoenzima
CYP3A4 dando lugar al metabolito 6-p-OHT (6-B-hidroxitestosterona). La evaluacion
del metabolito 6-B-OHT formado durante la incubacion de la testosterona con los
hepatocitos en cultivo se basa en el andlisis mediante HPLC (cromatografia liquida de
alta eficacia) (162), con algunas modificaciones (89). La actividad de la testosterona-6-f3

hidroxilasa se expresé como pmol de metabolito formado/ min x mg de proteina.

I11.7. RECOGIDA DE DATOS, VARIABLES PREDICTORAS O
INDEPENDIENTES.

En los dos grupos de donantes se revisé6 minuciosamente la historia clinica. La
informacion relativa a cada enfermo quedé recogida en una base de datos de Microsoft
Excel 10.0 ®.
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111.7.1. DONANTES VIVOS:

1. Caracteristicas clinicas y antecedentes personales del donante:

e Hospital de procedencia. Hospital en el que se realiz6 la intervencion. Variable
cualitativa nominal.

e  Sexo. Variable categorica binaria (hombre/mujer).

e Edad (afos). Variable cuantitativa continua.

e  Peso del paciente (Kg). Variable cuantitativa continua.

e Talla (cm). Variable cuantitativa continua.

e indice de masa corporal [IMC = peso(Kg)/talla’(m)]. Variable cuantitativa
continua.

e  Consumo previo de alcohol. Indica el consumo de alcohol de forma habitual por
parte del donante previo a la intervencion. Variable categérica binaria (si/no).

e  Hipertension arterial (HTA). Variable categérica binaria (si/no).

e Diabetes Mellitus (DM). Variable categérica binaria (si/no).

e  Hipertrigliceridemia. Variable categorica binaria (si/no).

e Hipercolesterolemia. Variable categérica binaria (si/no).

e Medicacion previa a la intervencién. Indica si el donante tomaba alguna
medicacion de forma habitual previamente a la intervencién. Variable categorica
binaria (si/no).

e  Quimioterapia preoperatoria. Indica si el donante recibié quimioterapia
previamente a la intervencion (en las 4-6 semanas previas a la intervencion).
Variable categorica binaria (si/no).

e Estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos. Indica si el donante permanecio en
la UCI en las horas previas a la extraccion hepatica. Variable categdrica binaria
(si/no).

e  Transfusiones en las ultimas 48 horas previas a la intervencion. Indica si el donante
recibi6 transfusiones de derivados hematopoyéticos en las 48 horas previas a la

intervencion. Variable categdrica binaria (si/no).
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2. Pardmetros analiticos:
Se considerd el valor observado en la determinacidn preoperatoria mas cercana a
la intervencion quirtrgica. Todos los valores analiticos se consideraron variables

cuantitativas continuas (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros analiticos (I).

Unidades de medicion | Valores de referencia
Glucosa mg/dL 76-110 mg/dL
Sodio mEg/L 135-150 mEqg/L
Potasio mEg/L 3,5-5,5 mEqg/L
BR total mg/dL 0,1-1,1 mg/dL
GOT ul/L 0-31 UI/L
GPT uUl/L 0-31 UI/L
GGT uUl/L 7-32 Ul/L
FA ul/L 35-104 UI/L
Urea mg/dL 10-50 mg/dL
Creatinina mg/dL 0,51-0,95 mg/dL
Proteinas Totales g/dL 6,6-8,7 g/dL
Hb g/dL 12-16 g/dL
HTO % 37-47 %
Leucocitos NGmero x 10°/uL 4,5-10,8 x 10°/pL
Neutrofilos % 37-712%
Plaquetas NGmero x 10°/uL 150-400 x 10°/uL
indice de Quick % 70-100 %
Tiempo de Protrombina segundos 14,2-17,9 seg

mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;
g/dL=gramos/decilitro; pL=microlitros; seg=segundos; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa
glutamico-oxalacética; GPT=transaminasa glutdmico-piravica;
GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina; Hb=Hemoglobina;
HTO=Hematocrito.
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3. Variables relacionadas con la intervencion quirurgica:

e Indicacion de cirugia. Indica si el donante fue intervenido por patologia benigna o
maligna. Variable categdrica binaria (benigna/maligna).

e Diagnostico. Patologia por la que se realizd la intervencion. Variable cualitativa
nominal.

e Reseccion hepatica. Indica si el donante fue sometido a una reseccion hepatica
parenquimatosa, ya sea por patologia benigna o maligna. No se incluyeron en este
grupo los donantes intervenidos por patologia benigna relacionada con la vesicula,
la via biliar, la cirugia del quiste hidatidico, ni los casos de tumores benignos
hepaticos en los que se realizé enucleacion del mismo, considerando a todo este
grupo como donantes a los que no se realizd reseccion hepética. Variable
categorica binaria (si/no).

e  Metéstasis hepaticas. Indica si el donante fue intervenido por metastasis hepaticas,
independientemente del tumor primario. Variable categérica binaria (si/no).

e  Tumor primario. Indica el 6rgano del que dependia el tumor primario en los
donantes intervenidos por metastasis hepaticas. Variable cualitativa nominal.

e Parada cardiaca durante la intervencion. Indica la existencia de algln episodio de
parada cardiaca durante la intervencion. Variable categorica binaria (si/no).

e Hipotension prolongada. Indica la presencia de episodio de hipotension prolongada
durante la intervencién (Tensién arterial sistolica <80 mmHg durante méas de 30
minutos). Variable categorica binaria (si/no).

e Isquemia caliente. Indica si se realizd clampaje del pediculo vascular hepatico
durante la intervencion. Variable categ6rica binaria (si/no).

e Tipo de isquemia caliente (ausente; continua; intermitente). Indica el tipo de
isquemia caliente al que ha sido sometido el higado previamente a la toma de la
biopsia. Las resecciones hepaticas mayores en las que se realizé ligadura del
pediculo vascular previo a la transeccion hepatica, se han considerado como
biopsias con isquemia caliente continua. En el caso de isquemia caliente
intermitente los tiempos de clampaje fueron de 15 minutos, con un descanso de 5

minutos o mayor. Variable cualitativa ordinal.
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Tiempo de isquemia caliente (minutos). Indica el tiempo de isquemia caliente al
que fue sometido el higado previamente a la toma de la biopsia. Variable

cuantitativa continua.

4. Variables relacionadas con la biopsia:

e Presencia de esteatosis. Esteatosis microscopica 0 macroscopica valorada por el
anatomopat6logo. Variable categdrica binaria (si/no) (163).

e  Esteatosis por rangos: leve: 0-29%, moderada 30-59%, severa > 60%. Variable
cualitativa ordinal.

e Peso de la muestra (g). Indica el peso de la biopsia hepatica, previamente a su

procesamiento. Variable cuantitativa continua.

111.7.2. DONANTES CADAVER:

1. Caracteristicas clinicas y antecedentes personales del donante:

e Hospital de procedencia. Hospital en el que se realiz6 la extraccién hepética.
Variable cualitativa nominal.

e  Causa de la muerte. Variable cualitativa nominal.

e  Sexo. Variable categérica binaria (hombre/mujer).

e Edad (afos). Variable cuantitativa continua.

e  Peso del paciente (Kg). Variable cuantitativa continua.

e Talla (cm). Variable cuantitativa continua.

e indice de masa corporal [IMC = peso(Kg)/talla?(m)]. Se expresa en valores
absolutos. Variable cuantitativa continua.

e  Consumo previo de alcohol. Indica el consumo de alcohol de forma habitual por
parte del donante previo al proceso de extraccion. Variable categdrica binaria
(si/no).

e  Hipertension arterial (HTA). Variable categoérica binaria (si/no).

e Diabetes Mellitus (DM). Variable categorica binaria (si/no).

e  Hipertrigliceridemia. Variable categorica binaria (si/no).
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e  Hipercolesterolemia. Variable categdrica binaria (si/no).

e Medicacion previa a la intervencion. Indica si el donante tomaba alguna
medicacion, de forma habitual previamente a la extraccion hepatica Variable
categorica binaria (si/no).

e Estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Indica si el donante
permanecié en UCI en las horas previas a la extraccion hepatica. Variable
categorica binaria (si/no).

e Tiempo de estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (horas). Indica el tiempo
que permanecio el donante en UCI previamente a la extraccion hepética. Variable
cuantitativa continua.

e Administracion de antibidticos en la UCI. Variable categérica binaria (si/no).

e Transfusiones en las ultimas 48 horas previas a la intervencion. Indica si el donante
recibio transfusiones de derivados hematopoyéticos en las 48 horas previas a la

extraccion hepatica. Variable categorica binaria (si/no).

2. Parametros analiticos:
Se considero el valor observado en la determinacion preoperatoria més cercana

al proceso de extraccion. Todos los valores analiticos se consideraron variables

cuantitativas continuas (Tabla 4).
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Tabla 4. Pardmetros analiticos (11).

Unidades de medicion | Valores de referencia
Glucosa mg/dL 76-110 mg/dL
Sodio mEq/L 135-150 mEg/L
Potasio mEq/L 3,5-5,5 mEq/L
BR total mg/dL 0,1-1,1 mg/dL
GOT ul/L 0-31 Ul/lL
GPT ul/L 0-31 Ul/lL
GGT ul/L 7-32 UI/L
FA ul/L 35-104 UI/L
Urea mg/dL 10-50 mg/dL
Creatinina mg/dL 0,51-0,95 mg/dL
Proteinas Totales g/dL 6,6-8,7 g/dL
Hb g/dL 12-16 g/dL
HTO % 37-47 %
Leucocitos NGmero x 10°/uL 4,5-10,8 x 10°/pL
Neutrofilos % 37-712%
Plaquetas NGmero x 10°/uL 150-400 x 10%/uL
indice de Quick % 70-100 %
Tiempo de Protrombina segundos 14,2-17,9 seg

mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;
g/dL=gramos/decilitro; pL=microlitros; seg=segundos; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa
glutamico-oxalacética; GPT=transaminasa glutdmico-piravica;
GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina; Hb=Hemoglobina;
HTO=Hematocrito.

3. Variables relacionadas con el proceso de extraccion hepatica:

e Parada cardiaca. Indica la existencia de algun episodio de parada cardiaca durante
la extraccion hepatica. Variable categorica binaria (si/no).

e Hipotension prolongada. Indica la presencia de episodio de hipotension prolongada
durante la extraccion hepatica (tension arterial sistélica <80 mmHg durante més de

30 minutos). Variable categoérica binaria (si/no).
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e Tiempo de isquemia fria (minutos). Es el tiempo transcurrido entre la perfusion
con solucion de preservacion a 4 °C y el procesamiento de la biopsia hepatica.
Variable cuantitativa continua.

e Tipo de solucion de preservacion. Indica el liquido de perfusién empleado durante
la extraccion hepéatica en los DC. Variable categérica binaria (Universidad de

Wisconsin/Celsior).

4. Variables relacionadas con la biopsia:

e Presencia de esteatosis. Esteatosis microscépica o macroscépica valorada por el
anatomopat6logo. Variable categérica binaria (si/no) (163).

e  Esteatosis por rangos: leve: 0-29%, moderada 30-59%, severa > 60%. Variable
cualitativa ordinal.

e Peso de la muestra (g). Indica el peso de la biopsia hepatica, previamente a su

procesamiento. Variable cuantitativa continua.

111.8. RECOGIDA DE DATOS, VARIABLES DEPENDIENTES O
RESULTANTES.

Son las variables relacionadas con el aislamiento y cultivo de los hepatocitos:

e Viabilidad celular: porcentaje de células vivas, es decir, excluidas mediante el azul
tripan (%). Variable cuantitativa continua.

e Rendimiento del aislamiento celular: nimero de células viables obtenidas x 10°%/g
de tejido hepatico. Variable cuantitativa continua.

e Actividad ECOD (pmol/min/mg). Variable cuantitativa continua.

e Actividad Testosterona-6-f hidroxilasa (pmol/min/mg). Variable cuantitativa

continua.
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111.9. ESTUDIO ESTADISTICO.

Analisis estadistico de los datos:

111.9.1. ANALISIS UNIVARIANTE:

Para realizar el andlisis estadistico se empleo el software SPSS 15.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA).

A. Estadistica descriptiva:

e Variables cuantitativas.
La prueba no paramétrica de Kolmogérov-Smirnov se empleo para verificar que
los datos seguian una distribucion Normal. Se efectué un analisis descriptivo de las
caracteristicas de los donantes por separado: vivos o cadaveres. Los estadisticos

descritos fueron la media, mediana, desviacion tipica, el maximo y el minimo.
e Variables cualitativas.
Para las variables cualitativas se realizaron tablas de distribucion de la

frecuencia de cada variable en cada uno de los 2 grupos, con su frecuencia y porcentaje.

B. Estadistica comparativa:

e Para el andlisis de dos variables cuantitativas se empled el coeficiente de
correlacion de Pearson en el caso de las variables de distribucion normal, y el
coeficiente de correlacion de Spearman en el caso de las variables de distribucion no
normal.

e Para analizar la relacion entre variables cuantitativas y variables cualitativas
categoricas binarias, se empleo la prueba no paramétrica de U-Mann-Whitney (variables
no normales) y la prueba paramétrica t de Student (variables normales). En el caso de
que la variable cualitativa tuviera tres 0 mas grupos, se empled la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis (variables no normales) y la prueba paramétrica anélisis de la varianza
(ANOVA) (variables normales).
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e Para comparar variables cualitativas se emple6 la prueba Chi Cuadrado (xz).
e En todos los casos un p-valor menor que 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.

111.9.2. ANALISIS MULTIVARIANTE:

Para el analisis multivariante se realizaron regresiones logisticas en el caso de
variables discretas, y regresiones lineales en le caso de variables cuantitativas continuas.
Del mismo modo que en el anélisis univariante, en todos los casos, un p-valor menor
que 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Se incluyeron también en el
analisis multivariante todas aquellas variables que se aproximaban a la significacion
estadistica (p<0,1) y aquellas que sin llegar a serlo, por su importancia parecian

relevantes para el estudio.
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V. RESULTADOS:

IV.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE VARIABLES DE DONANTES VIVOS
(DV).

A continuacion se expone el analisis descriptivo de determinadas variables que
no son comunes a DV y DC; posteriormente se detallaran las variables comunes a DV y

DC vy se hard el estudio descriptivo y comparativo entre ambos grupos.

1V.1.1. Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los DV:

- De los 136 DV incluidos en el estudio, 102 DV fueron intervenidos en el
Hospital Universitario La Fe de Valencia y 34 en el Hospital General Universitario de
Valencia.

- El nimero de DV que recibio QT preoperatoria se refleja en la Tabla 5.

Tabla 5. Quimioterapia preoperatoria en DV.

DV

N (%
N=136 (%)

NO | 125 (91,9%)
SI 11 (8,1%)

DV=Donante Vivo; QT=Quimioterapia.

QT Preoperatoria

- El resto de caracteristicas clinicas y antecedentes personales (sexo, edad, peso,
talla, IMC, consumo previo de alcohol, hipertension arterial, diabetes mellitus,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, medicacion previa a la intervencion, estancia
en UCI y transfusiones en las Gltimas 48 horas) se expondran en el apartado IV.3.1, en

un analisis descriptivo y comparativo junto con los DC.

1VV.1.2. Variables relacionadas con la intervencion quirurgica en los DV.

- Las patologias por las que fueron intervenidos los DV se reflejan en las Tablas
6.1 y 6.1l. En la mayoria de los DV, la indicacion de la intervencion en cirugia

programada fue por patologia benigna (Tabla 7).
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Tabla 6.1. Diagndstico de los DV intervenidos en cirugia programada.

DV N=136 N(%0)
Absceso Hepético Cronico + Fistula Cutanea 1 (0,7%)
Achalasia 1 (0,7%)
Adenoma Hepético 9 (6,6%)
Cistoadenoma Hepatico + Colelitiasis 1 (0,7%)
Cistoadenoma Mucinoso Pancreéatico 1 (0,7%)
Colangiocarcinoma 1 (0,7%)
Colelitiasis 12 (8,8%)
Colelitiasis + Coledocolitiasis 2 (1,4%)
Enfermedad Crohn lleal 1 (0,7%)
Estenosis Benigna Sigma 1 (0,7%)
Estenosis Benigna Piloro 2 (1,4%)
Estenosis Gastrica Céustica 1 (0,7%)
Gist Gastrico 1 (0,7%)
Hemangioma Hepaético 4 (2,9%)
Hepatocarcinoma 3 (2,2%)
Hernia Hiato 12 (8,8%)
Hernia Hiato + Colelitiasis 2 (1,4%)
Hiperplasia Nodular Focal 2 (1,4%)
latrogenia Biliar 1 (0,7%)
LOE Hepética 3 (2,2%)
Metéstasis Esplénica 1 (0,7%)
Metéstasis Hepaticas 19 (14%)
Neoplasia Colon 3 (2,2%)
Neoplasia Mufién Géstrico 1 (0,7%)
Neoplasia Pancreas 1 (0,7%)
Neoplasia Recto 2 (1,4%)
Neoplasia Vesicula Biliar 2 (1,4%)
Neoplasia Gastrica 23 (16,9%)
Neoplasia Cardias 1 (0,7%)
Obesidad Morbida 1 (0,7%)
Oclusidn Intestinal: Recidiva Neoplasia Colon 1 (0,7%)

DV=Donante Vivo; LOE=Lesion Ocupante de Espacio.
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Tabla 6.11. Diagndstico de los DV intervenidos en cirugia programada.

DV N=136 N(%0)

Poliposis Colonica Familiar 1 (0,7%)
Poliquistosis Hepato-Renal 1 (0,7%)
Pseudoquiste Pancreatico 1 (0,7%)
Quiste Ovario 1 (0,7%)
Quiste Hepatico Simple 1 (0,7%)
Quiste Hidatidico Hepético 11 (8,1%)
Tumoracion Retroperitoneal 1 (0,7%)
Ulcus Duodenal-Estenosis Duodenal 2 (1,4%)
Ulcus Duodenal + Hernia De Hiato 1 (0,7%)

DV=Donante Vivo.

Tabla 7. Benignidad o malignidad de la patologia que condiciond la intervencion

de los DV.
DV N=136 N (%)
BENIGNA 77 (56,6%)
MALIGNA 59 (43,4%)

DV=Donante Vivo.

- El nmero de DV que han sido sometidos a una reseccion hepatica, ya sea por
patologia benigna o maligna, no incluyéndose la patologia benigna relacionada con la
vesicula, la via biliar, la cirugia del quiste hidatidico, ni los casos de tumores benignos
hepaticos en los que se realizé enucleacion del mismo, se recoge en la Tabla 8, junto
con el numero y porcentaje de DV intervenidos por metastasis hepaticas; el tipo de

tumor primario que origind dichas metastasis se recoge en la Tabla 9.

Tabla 8. Reseccion hepatica y metastasis Tabla 9. Tumor primario en los DV
hepaticas en los DV. intervenidos por metastasis hepaticas.
DV N=136 N (%)
DV N=136 N (%)
- - NO | 95 (69,9%)
Reseccion hepatica 5 11 (30.1%) COLON 13 (68,4%)
NO | 117 (86%) RECTO 6 (31,6%)

Metastasis hepaticas

Sl 19 (14%) DV=Donante Vivo

DV=Donante Vivo.
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- Isquemia caliente: en la mayoria de los DV no se realiz6 isquemia caliente
(86%). En 19 casos (14%) se realiz6 clampaje del pediculo vascular hepético en alguin
momento de la intervencion, previo a la toma de la biopsia hepatica, de forma continua
en 14 de ellos e intermitente en 5 (Tabla 10). El tiempo medio de isquemia caliente fue

de 10,61 minutos [0-240] (Tabla 11).

Tabla 10. Isquemia Caliente y tipo en los DV.

DV N=136 N (%)
CONTINUA 14 (10,3%)
INTERMITENTE | 5 (3,7%)
AUSENTE 117 (36%)

DV=Donante Vivo.

Tabla 11. Tiempo de isquemia caliente en los DV.

DV ) ) Desviacion
Media | Mediana ) Intervalo
N=136 tipica

Tiempo isquemia
) ] 10,61 0 32,25 0-240
caliente (min)

DV=Donante Vivo; min=minutos.

- El resto de variables relacionadas con la intervencion quirdrgica (hipotension
prolongada y parada cardiaca) se expondran en el apartado 1V.3.3, en un analisis

descriptivo y comparativo junto con los DC.
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IV.2. ANALISIS DESCRIPTIVO DE VARIABLES DE DONANTES CADAVER
(DC).

1V.2.1. Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los DC:

- Los DC procedian de todos los Hospitales de la Comunidad Valenciana, siendo

mayoritariamente del Hospital General de Alicante (33,3%) (Tabla 12).

Tabla 12. Hospital en el que se realizo la extraccion hepatica de los DC.

DC N=36 N (%)
Hospital de Alcoy 1(2,8%)
Hospital de Alzira 2 (5,6%)
Hospital de Badalona 1(2,8%)
Hospital Clinico de Valencia 2 (5,6%)
Hospital General de Elche 2 (5,6%)
Hospital de Elda 1(2,8%)
Hospital General de Alicante 12 (33,3%)
Hospital General Castellén 1(2,8%)
Hospital General de Valencia 3(8,3%)
Hospital de Jaén 1(2,8%)
Hospital La Fe de Valencia 5 (13,9%)
Hospital La Fe (Hospital Infantil) 1(2,8%)
Hospital de Orihuela 1(2,8%)
Hospital Dr. Peset de Valencia 1(2,8%)
Hospital de Villajoyosa 2 (5,6%)

DC=Donante Cadaver.

- La causa de la muerte en el grupo de los DC se refleja en la Tabla 13.
Tabla 13. Causa de la muerte de los DC.

DC N=36 N (%)
TCE 10 (27,8%)
AVC 25 (69,4%)
TEP 1(2,8%)

DC=Donante Cadaver; TCE=Traumatismo craneoencefalico;
AVC=Accidente vascular cerebral; TEP=tromboembolismo pulmonar.
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- La estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y la administracion de
antibioticos en UCI en los DC se recoge en la Tabla 14. EI tiempo medio de estancia en
UCI fue de 59,42 horas = 62. Minimo 6 y maximo 216 horas.

Tabla 14. Estancia en UCI y administracion de antibioticos en UCI en los DC.

DC
N (%)

N=36

NO 0 (0%)
UCI Preoperatoria

Sl 36 (100%)

NO 16 (44,4%)
Antibidticos en UCI

Sl 20 (55,6%)

DC=Donante Cadaver; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.

- El resto de caracteristicas clinicas y antecedentes personales (sexo, edad, peso,
talla, IMC, consumo previo de alcohol, hipertension arterial, diabetes mellitus,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, medicacion previa a la intervencion, estancia
en UCI y transfusiones en las Gltimas 48 horas) se expondran en el apartado IV.3.1, en

un analisis descriptivo y comparativo junto con los DV.

1VV.2.2. Variables relacionadas con el proceso de extraccion hepéatica en los DC:

- La biopsia en los DC esta sometida a un tiempo de isquemia fria que puede ser
variable; y las soluciones de preservacion empleadas para la perfusion de los érganos
(Celsior y Wisconsin) fueron utilizadas en proporciones similares (Tablas 15, 16 y 17).

Tabla 15. Tiempo de isquemia fria en los DC.

DC ) ) Desviacion
Media | Mediana . Intervalo
N=36 tipica

Tiempo isquemia fria (min) 622,2 752,50 326,65 0-1535

DC=Donante Cadaver; min=minutos.

62



RESULTADOS

Tabla 16. Tiempo Isquemia fria Tabla 17. Liquido de perfusion en
en rangos en los DC 105 DC.
Minutos N (%)
0-299 7 (19,4%) Liquido perfusién N (%)
300-699 9 (25%) Wisconsin 19 (52,8%)
700-900 | 15 (41,7%) Celsior 17 (47,2%)
>900 5 (13,9%)

- El resto de variables relacionadas con la extraccién hepéatica (hipotension
prolongada y parada cardiaca), se expondran en el apartado 1V.3.3, en un analisis

descriptivo y comparativo junto con los DV.

IV.3. ANALISIS DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO DE TODAS LAS
VARIABLES ENTRE AMBOS GRUPOS (DONANTES VIVOS Y DONANTES
CADAVER).

En los apartados siguientes se expondra el analisis descriptivo y comparativo

conjunto (DV/DC) del resto de variables.

1VV.3.1. Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes (DV/DC):

- Existen diferencias significativas en cuanto a la edad y la talla de los donantes,
siendo més jovenes y més altos los DC con una media de 46,44 afios y 167 cm de altura
(p=0,019 y 0,044 respectivamente) frente a los DV. De los donantes que tomaban
medicacion previa, el 88,8% eran DV y 11,2% eran DC (p=0,000) (Tablas 18, 19 y
Figuras 10 y 11).
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Tabla 18. Comparativa de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales de

los DVy DC ().
TIPO DE ) ) Desviacion
N=172 N Media | Mediana ) Intervalo p*
DONANTE tipica
Edad DV 136 53,58 56 15,35 17-81 0019
(afios) [ DC 36 | 46,44 54 18,57 9-68 ’
Peso DV 136 67,36 67 11,57 43-140 0.064
(Kg) DC 36 71,58 72 11,99 25-90 ’
Talla |DV 136 | 163,54 164 9,86 104-186 0.044
(cm) DC 36 167,64 170 10,74 125-190 ’
DV 136 25,14 24,77 3,98 19,57-46,77
IMC 0,782
DC 36 25,31 25,04 3,09 16,02-31,21

*=t Student; Kg=Kilogramos; cm=centimetros; DV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver; IMC=Indice

de Masa Corporal.

Figura 10. Distribucién de la edad y la talla en ambos grupos de donantes (DV y
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Tabla 19. Comparativa de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales de

los DV y DC (II).
TIPO DE DONANTE
N=172 DV DC p*
N (%) N (%)
Mujer N=81 69 (85,2%) | 12 (14,8%)
Sexo 0,063
Hombre | N=91 67 (73,6%) | 24 (26,4%)
NO N=159 127 (79,9%) | 32 (20,1%)
Consumo Alcohol 0,475
Sl N=13 9 (69,2%) 4 (30,8%)
) ) ~|INO N=125 101 (80,8%) | 24 (19,2%)
Hipertension Arterial 0,363
Sl N=47 35 (74,5%) | 12 (25,5%)
) ) NO N=156 123 (78,8%) | 33 (21,2%)
Diabetes Mellitus 1,0
Sl N=16 13 (81,3%) | 3(18,8%)
) ~_|[NO N=160 127 (79,4%) | 33 (20,6%)
Hipertrigliceridemia 0,717
Sl N=12 9 (75,0%) 3 (25,0%)
) ) NO N=156 126 (80,8%) | 30 (19,2%)
Hipercolesterolemia 0,107
Sl N=16 10 (62,5%) | 6 (37,5%)
o ) NO N=74 49 (66,2%) | 25 (33,8%)
Medicacion previa 0,000
Sl N=98 87 (88,8%) | 11 (11,2%)
_ NO N=152 118 (77,6%) | 34 (22,4%)
Transfusiones (48h) 0,254
Sl N=20 18 (90,0%) | 2 (10,0%)

*=y* (Chi Cuadrado); h=horas; DVV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver.

Figura 11. Toma de medicacion previa en ambos grupos de donantes (DV y DC).
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1VV.3.2. Pardmetros analiticos de los donantes (DV/DC):

RESULTADOS

- Las diferencias existentes respecto a los parametros analiticos entre ambos

grupos de donantes se recogen en las Tablas 20.1, 20.11 y Figuras 12-16.

Tabla 20.1. Comparativa de los parametros analiticos de los DV y DC.

TIPO DE ) ) Desviacion
N=172 Media | Mediana . Intervalo | p*
DONANTE tipica
DV N=136 | 102,81 95 34,01 11-259
Glucosa (mg/dL) 0,000
DC N=36 | 190,04 167 65,75 96-360
) DV N=136 | 139,78 140 3,39 130-151
Sodio (mEqg/L) 0,000
DC N=36 148,51 147 11,66 124-174
) DV N=136 4,31 4,3 0,41 3-5,4
Potasio (MEq/L) 0,000
DC N=36 3,87 4,0 0,63 2,6-5,9
DV N=136 0,89 0,59 1,12 0,2-7,2
BR Total (mg/dL) 0,735
DC N=36 0,97 0,6 1,18 0,1-54
DV N=136 | 54,08 22 203,26 6-2345
GOT (UI/L) 0,904
DC N=36 51,74 29 50,34 11-212
DV N=136 | 70,65 22 228,67 8-2540
GPT (UI/L) 0,259
DC N=36 45,92 21 57,92 5-264
DV N=136 | 100,14 38 183,04 9-1288
GGT (UI/L) 0,130
DC N=36 53,17 52 48,28 10-251
DV N=136 | 146,82 93 218,09 33-2271
FA (UI/L) 0,187
DC N=36 98,31 99 43,56 38-317
DV N=136 | 35,08 34 11,57 12-85
Urea (mg/dL) 0,199
DC N=36 38,38 35 19,75 13-90
Creatinina DV N=136 0,86 0,8 0,23 0,4-2 0.004
(mg/dL) DC N=36 0,97 0,9 0,35 0,4-2,3 '
Proteinas Totales | DV N=136 7,06 7,1 0,49 5,5-8,8 0.000
(g/dL) DC  N=36 | 6,12 6,1 0,62 4,879 '
*=t Student; mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;

g/dL=gramos/decilitro; pL=microlitros; seg=segundos; DV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver; BR=Bilirrubina;

GOT=transaminasa

glutdmico-oxalacética;

GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa alcalina.
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Tabla 20.11. Comparativa de los parametros analiticos de los DV y DC.

RESULTADOS

TIPO DE ) ) Desviacion
N=172 Media | Mediana ] Intervalo p*
DONANTE tipica
DV N=136 | 13,10 13,45 2,12 5,2-17,4
Hb (g/dL) 0,06
DC N=36 11,75 11,8 2,57 5,7-16,4
DV N=136 | 39,87 40,7 5,62 20,3-51,4
HTO (%) 0,000
DC N=36 35,48 36,6 7,62 16-47,5
Leucocitos DV N=136 | 7,274 6,7 2,45 2,8-18,2 0.000
(x 10*/pL) DC N=36 | 13,195 11,04 7,00 2,8-33 ’
) DV N=136 | 60,21 60,4 11,14 30,2-93
Neutrofilos (%) 0,000
DC N=36 81,38 83,85 14,97 37-94
Plaguetas DV N=136 | 242,59 238 70,438 21,9-477 0019
(x10%/pL) DC N=36 | 208,89 | 196,36 93,54 68-445 ’
. ) DV N=136 | 94,85 100 12,72 50-149
Indice Quick (%) 0,000
DC N=36 71,46 73 19,21 28-100
Tiempo de DV N=136 | 12,268 12,0 1,08 10,5-16,5 0.000
Protombina (seg) DC N=36 | 15,117 15,2 2,69 3,9-23 ’

*=t Student; g/dL=gramos/decilitro; pL=microlitros; seg=segundos; DV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver;

Hb=hemoglobina; HTO=hematocrito.

Figura 12. Distribucién de los valores de Glucosa y Sodio en ambos grupos de
donantes (DV y DC).
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Figura 13. Distribucion de los valores de Potasio, Creatinina y Proteinas Totales en

ambos grupos de donantes (DV y DC).
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Figura 14. Distribucién de los valores de Hemoglobina y Hematocrito en ambos

grupos de donantes (DV y DC).
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Figura 15. Distribucion del nimero de Leucocitos, Neutréfilos y Plaquetas en

ambos grupos de donantes (DV y DC).

30000

20000

10000={

Leucocitos (x 10"3/uL)

n=136

n=36

T
CADAVER

TIPO DE DONANTE

T
VIVO

80,

Neutrofilos (%)

40,0

60,0

0=

n=136

.

n=36

T
VIVvO

TIPO DE DONANTE

400000

300000

200000=

Plaquetas (x10"3/uL)

100000

n=36

T
VIVO

T
CADAVER

TIPO DE DONANTE

T
CADAVER

Figura 16. Distribucion de los valores de Indice de Quick y Tiempo de

Protrombina en ambos grupos de donantes (DV y DC).
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1VV.3.3. Variables relacionadas con la intervencidon quirurgica/extraccion hepética
de los donantes (DV/DC):

- Existen diferencias en algunas variables relacionadas con la intervencion
(extraccion hepética en los DC) en ambos grupos de donantes. Ninguno de los DV
sufrié parada cardiaca durante la intervencion o episodio de hipotension prolongada
(Tabla 21y Figura 17).

Tabla 21. Comparativa de las variables relacionadas con la intervencion

quirdrgica en ambos grupos de donantes (DV y DC).

TIPO DE DONANTE
N=172 DV DC p*
N (%) N (%)
) NO N=169 | 136 (80,5%) | 33 (19,5%)
Parada Cardiaca 0,009
Sl N=3 0 (0,0%) 3 (100,0%)
Hipotension NO N=166 | 136 (81,9%) | 30 (18,1%) 0.000
Prolongada Sl N=6 0 (0,0%) 6 (100,0%) ’

*= Estadistico exacto de Fisher; DVV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver.

Figura 17. Parada cardiaca e Hipotension prolongada en ambos grupos de
donantes (DV y DC).
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1VV.3.4. Variables relacionadas con la biopsia de los donantes (DV/DC):

- Existen diferencias respecto a las variables relacionadas con la biopsia en
ambos grupos de donantes. Las diferencias mas significativas se observan en la
esteatosis de la biopsia hepética, de los donantes que no tenian esteatosis en la biopsia,
el 83,5% eran DV (p=0,004) (Tablas 22, 23 y Figura 18).

Tabla 22. Comparativa de las variables relacionadas con la biopsia en ambos
grupos de donantes (DV y DC) (I).

TIPO DE ) ) Desviacion
N=172 Media | Mediana ) Intervalo | p*
DONANTE tipica
Peso DV N=136 | 5,07 2,97 7,30 0,3-50 051
Muestra (g) | DC  N=36 2,65 2,35 1,76 1,2-12 ’

*= t Student; g=gramos; DV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver.

Tabla 23. Comparativa de las variables relacionadas con la biopsia en ambos
grupos de donantes (DV y DC) (II).

TIPO DE DONANTE
N=172 DV DC p*
N (%) N (%)

NO N=139 116 (83,5%) | 23 (16,5%)
Esteatosis 0,004

Sl N=33 20 (60,6%) | 13 (39,4%)

0-29 (%) | N=165 132 (80,0%) | 33 (20,0%)
Esteatosis 30-59 (%) | N=7 4 (57,1%) 3(42,9%) | 0,160

>60 (%) N=0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*=y? (Chi Cuadrado); DV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver.
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Figura 18. Distribucién de la Esteatosis en ambos grupos de donantes (DV y DC).
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1VV.3.5. Variables relacionadas con el aislamiento y cultivo de hepatocitos de los
donantes (DV/DC):

La variable més importante a la hora de analizar el resultado del aislamiento es
la procedencia de la biopsia, es decir, si procede de un DV o de un DC. EI hecho de que
la biopsia proceda de un DV influye de forma estadisticamente significativa en la

viabilidad y rendimiento del aislamiento celular (Tabla 24 y Figura 19).

Tabla 24. Comparativa de las variables relacionadas con el aislamiento y cultivo de

los hepatocitos en ambos grupos de donantes (DV y DC).

TIPO DE ) ) Desviacion
N=172 Media | Mediana ) Intervalo | p*
DONANTE tipica
o DV N=136 | 90,11 94,00 14,97 0-100
Viabilidad (%) 0,000
DC N=36 | 67,17 82,00 35,84 0-100
Rendimiento DV N=136 | 12,87 12,03 10,43 0-83 0.002
(cel/g x10°) DC N=36 7,08 6,21 5,94 0-20 ’
DV N=56 15,97 15,24 7,02 3,8-38,4
ECOD (pmol/min/mg) 0,202
DC N=11 | 12,60 9,00 11,64 2,9-39,6
Testosterona-6- DV N=53 70,26 57,30 49,28 7,6-212,6 0.947
hidroxilasa (pmol/min/mg) | DC N=8 71,93 67,55 66,54 3,2-171 ’

*=t Student; cel/g=células/gramo; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; DV=Donante Vivo; DC=Donante

Cadaver; ECOD= 7-etoxicumarina O-deetilasa.
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Figura 19. Distribucion de la Viabilidad y Rendimiento del aislamiento celular en

ambos grupos de donantes (DV y DC).

100

75

75+

50 =
50=

Viabilidad (%)

25
25+

:

T
\2\e) CADAVER

TIPO DE DONANTE

Rendimiento (cel/gx10"6)

T T
VIVO CADAVER

TIPO DE DONANTE

Estableciendo como punto de corte en la viabilidad el 70%, como muestra de un

buen aislamiento, vemos que el 94,9% de los DV presentan una viabilidad > 70% frente
al 69,4% de los DC (Tabla 25 y Figura 20).

Tabla 25. Influencia de la variable tipo de donante (DV-DC) en la viabilidad >70%
del aislamiento de hepatocitos humanos.

Viabilidad
N=172

<70% >70%

TIPODE |DV |N=136 | 7(51%) | 129 (94,9%)
0,000

DONANTE |[DC [N=36 | 11(30,6%) | 25 (69,4%)

*= Chi cuadrado; DV=Donante Vivo; DC=Donante Cadaver.
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Figura 20. Distribucién de la Viabilidad >70% en ambos grupos de donantes (DV 'y

DC).
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RESULTADOS

IV.4. DONANTES VIVOS: Identificacibn de las variables predictoras o
independientes de los donantes que influyen en los resultados del aislamiento de los

hepatocitos.

IV.4.1. VIABILIDAD:

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los DV:

- Nuestro estudio demostro que, de las caracteristicas clinicas y los antecedentes
personales de los DV, solo el IMC influye negativamente y de forma estadisticamente

significativa en la viabilidad de los hepatocitos aislados (Tablas 26, 27 y Figura 21).

Tabla 26. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la

viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DV (I).

Viabilidad (%0) N Viabilidad N
i p
N=136 media (%0)
Hombre 67 91%
Sexo _ 0,812
Mujer 69 89%
NO 127 90%
Consumo de alcohol 0,199
Sl 9 87%
NO 101 89%
Hipertension Arterial 0,689
Sl 35 93%
NO 123 90%
Diabetes Mellitus 0,683
Sl 13 89%
NO 127 91%
Hipertrigliceridemia 0,222
] 9 80%
NO 126 91%
Hipercolesterolemia 0,223
] 10 81%
o ) NO 49 90%
Medicacion previa 0,936
] 87 90%
Quimioterapia NO 125 91%

. 0,389
preoperatoria S 11 80%
Transfusiones en las | NO 118 91%

) 0,908
Gltimas 48 h ] 18 83%

*= U-Mann-Whitney; h=horas.
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Tabla 27. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la

viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DV (I1).

Viabilidad (%) | Coeficiente de correlacion

N=136 de Spearman P
Edad (afios) -0,76 0,382
Peso (Kg) -0,143 0.096
Talla (cm) 0,065 0,449
IMC -0,170 0,048

Kg=Kiligramos; cm=centimetros; IMC=Indice de Masa Corporal.

Figura 21. Influencia del IMC en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos en los
DV.
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e Pardmetros analiticos:

La viabilidad de los hepatocitos humanos procedentes de biopsias de DV se ve
influenciada negativamente y con significacion estadistica por los valores de glucemia
en sangre y el porcentaje de neutréfilos (p=0,014 y p=0,020 respectivamente), de forma
que a mayor valor de dichas variables, menor es la viabilidad de los hepatocitos. El

analisis del resto de parametros estudiados no mostrd significacion estadistica (Tablas
28, 29 y Figura 22).
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Tabla 28. Influencia de los parametros analiticos en la viabilidad del aislamiento
de hepatocitos de los DV (1).

Viabilidad (%) Coeficiehte de
N=136 correlacion de p
Spearman

Glucosa (mg/dL) -0,211 0,014
Sodio (mEg/L) 0,042 0,624
Potasio (MEg/L) 0,008 0,922
BR total (mg/dL) -0,120 0,163
GOT (UI/L) -0,068 0,428
GPT (UI/L) -0,110 0,201
GGT (UIL) -0,068 0,433
FA (UI/L) -0,103 0,233
Urea (mg/dL) -0,057 0,512
Creatinina (mg/dL) 0,119 0,169
Proteinas Totales (g/dL) 0,031 0,718
Hb (g/dL) 0,049 0,570
HTO (%) 0,093 0,281
Leucocitos (x 103/uL) 0,072 0,403
Neutrdfilos (%) -0,199 0,020
Plaquetas (x 10%/uL) 0,025 0,775
indice de Quick (%) -0,049 0,570
Tiempo de Protombina (seg) -0,147 0,088

mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades
Internacionales/litro; g/dL=gramos/decilitro; pL=microlitros; seg=segundos;
BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa glutamico-oxalacética;
GPT=transaminasa glutamico-piravica; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa;
FA=Fosfatasa Alcalina; Hb=Hemoglobina; HTO=Hematocrito.
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Figura 22. Influencia de la Glucosa y los Neutréfilos en la viabilidad del

aislamiento de hepatocitos en los DV.
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Tabla 29. Influencia de los parametros analiticos en la viabilidad del aislamiento
de hepatocitos de los DV (I1).

Viabilidad (%0) N Viabilidad .
N=136 media (%0) P
<120 119 90%
Glucosa (mg/dL) 0,858
>120 17 89%
) <160 136 90%
Sodio (mEg/L) n.a.
>160 0
<55 78 92%
0,428
GGT Rangos (UI/L) 55-120 37 88%
(K-W)
>120 21 88%
<90 66 92%
0,263
FA Rangos (UI/L) 90-150 23 94%
(K-W)
>150 47 86%

*=U-Mann-Whitney; K-W=Kruskal-Wallis; n.a.=no analizado;

mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades

Internacionales/litro; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.
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e Variables relacionadas con la intervencién quirdrgica:

- De todas las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica de los DV
estudiadas, la Unica que merece mencién especial es el hecho de que el DV sea
intervenido por patologia benigna o maligna. Los donantes intervenidos por patologias
benignas presentan mayor viabilidad en el aislamiento, aunque el resultado no alcanza

la significacion estadistica (Tablas 30 y 31).

Tabla 30. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica

en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DV (1).

Viabilidad (%) N Viabilidad .
N=136 media (%0) P
o Benigna 7 92%
Indicacion i 0,056
Maligna 59 88%
) ) NO 95 91%
Reseccion hepética 0,680
Sl 41 88%
Metéstasis NO 117 90%
. 0,937
hepaticas Si 19 88%
) NO 136 90%
Parada cardiaca n.a.
Sl 0
Hipotension NO 136 90%
n.a.
prolongada Si 0
- NO 117 91%
Isquemia caliente 0,962
Sl 19 84%
Tiempo Isquemia <30 119 91%
. . 0,496
caliente (min) >30 17 84%
Continua 14 81%
Tipo de isquemia _ 0,998
) Intermitente 5 93%
caliente (K-W)
Ausente 117 91%

*=U-Mann-Whitney; min=minutos; K-W=Kruskal-Wallis; n.a.=no analizado.
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Tabla 31. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica

en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DV(II).

o Coeficiente de
Viabilidad (%) »
correlacion de p
N=136
Spearman
Tiempo isquemia caliente (min) 0,005 0,950
min=minutos.

e Variables relacionadas con la biopsia:

Ninguna de las variables relacionadas con la biopsia influye de forma
significativa en la viabilidad de los hepatocitos (Tablas 32 y 33).

Tabla 32. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la viabilidad
del aislamiento de hepatocitos de los DV (1).

Viabilidad (%) N Viabilidad .
N=136 media (%0) P
) NO 116 90% 1

Esteatosis

| 20 88% (U-M-W)

0-29 132 91%
Esteatosis

30-59 4 66% 0,127
(%)

>60 0

*= Kruskal-Wallis; U-M-W= U-Mann-Whitney.

Tabla 33. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la viabilidad

del aislamiento de hepatocitos de los DV (11).

o Coeficiente de
Viabilidad (%0) »
correlacion de p
N=136
Spearman
Peso de la muestra (g) -0,80 0,357
g=gramos.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

En el analisis multivariante de la variable “viabilidad” en los DV, de todas la
variables estudiadas, la Unica que mantiene la significacion estadistica es el IMC, de

forma que a mayor IMC, menor es la viabilidad de los hepatocitos (Tabla 34).

Tabla 34. Influencia de las variables de los DV en la viabilidad del aislamiento de

hepatocitos. Modelo Lineal General.

I.C. al 95%.
o Error ]
Viabilidad (%0) B i t gl | Sig. Limite Limite
ip.

inferior | superior
Interseccion 119,322 | 10,715 | 11,136 | 1 | 0,000 | 98,128 140,517
IMC -0,735 0,318 | -2,312 | 1 | 0,022 -1,364 -0,106
Glucosa (mg/dL) -0,034 0,038 | -0,886 | 1 | 0,377 -0,110 0,042
Neutréfilos (%) -0,120 0,117 | -1,024 | 1 | 0,308 -0,352 0,112

mg/dL=miligramos/decilitro; Error tip=Error tipico; gl=grados de libertad; Sig.=significacion; I.C.=Intervalo

de Confianza; IMC=indice Masa Corporal.

» En apartados anteriores se ha expuesto que un aislamiento con una viabilidad

superior_al 70% es un buen resultado. En base a nuestros resultados observamos que

las biopsias procedentes de DV en cuyo aislamiento se obtuvo una viabilidad >70%,
presentan cifras de BR més bajas, frente a aquellas cuya viabilidad fue menor al 70%,
con cifras de BR algo mas altas (p=0,042). Asi, podriamos establecer un punto de corte
en cifras de BR>1 mg/dL, ya que por encima de esas cifras la viabilidad es inferior al
70% (p=0,013) (Tablas 35, 36 y Figura 23). De los DV que no recibieron quimioterapia
preoperatoria, la mayoria presentaron una viabilidad de los hepatocitos aislados >70%;
lo mismo ocurrio con el IMC: de los DV cuyo IMC era inferior a 30, un 96%,
presentaron viabilidades de los hepatocitos >70%, aunque ninguna de las dos variables
alcanzd la significacion estadistica (Tabla 36). El resto de variables fueron analizadas

pero obtuvieron una significacion estadistica por encima de 0,1.
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Tabla 35. Variables que influyen en la viabilidad > 70% del aislamiento de

hepatocitos en los DV (1).

Viabilidad Desviacion
N=136 N Media . p*
(%) tipica
<70 % 7 57,71 18,67 0,565
Edad (afios)
>70% 129 53,36 15,21 (t Student)
<70 % 7 40,71 7,56
Urea (mg/dL) 0,066
>70 % 129 34,78 11,69
BR total <70 % 7 1,47 1,15
0,042
(mg/dL) >70 % 129 0,86 1,11
<70 % 7 63,40 67,36
GOT (UI/L) 0,075
>70 % 129 53,57 208,23
<70 % 7 100,77 140,79
GPT (UI/L) 0,071
>70 % 129 69,02 232,75

*= U-Mann-Whitney mg/dL=miligramos/decilitro; UIl/L=Unidades Internacionales/litro;
BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT=transaminasa glutdmico-

piravica.

Tabla 36. Variables que influyen en la viabilidad > 70% del aislamiento de

hepatocitos en los DV (l11).

Viabilidad
N=136 <70% >70% p*
N (%) N (%)
~ |NO N =125 5 (4,0%) 120 (96,0%)
QT Preoperatoria 0,1
Si N=11 2 (18,2%) 9 (81,8%)
<1 N=114 3 (2,6%) 111 (97,4%)
BR>1 (mg/dL) 0,013
>1 N=22 4 (18,2%) 18 (81,8%)
<30 N=124 5 (4,0%) 119(96,0%)
IMC=>30 0,117
>30 N=12 2(16,7%) 10 (83,3%)

*=Estadistico exacto de Fisher; mg/dL=miligramos/decilitro; QT=Quimioterapia; BR=Bilirrubina;

IMC=Indice de Masa Corporal.
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Figura 23. Influencia de la Bilirrubina Total y la Bilirrubina >1 en la

viabilidad>70% del aislamiento de hepatocitos en los DV.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

Las Unicas variables con valor pronostico independiente en este andlisis son la

BR al establecer un punto de corte en Img/dL y la QT preoperatoria. Ambas variables

influyen de forma significativa en la viabilidad de los hepatocitos al establecer un punto

de corte en 70%, es decir, los DV con cifras de bilirrubina <1 mg/dL y aquellos que no

han recibido QT preoperatoria tienen una viabilidad superior al 70% (Tabla 37).

Tabla 37. Influencia de las variables de los DV en la viabilidad >70% del

aislamiento de hepatocitos. Modelo de Regresion Logistica.

1.C. 95,0% para

Viabilidad>70% B ET. | Wald |gl| Sig. | Exp(B) EXP(B)
Inferior | Superior

BR<1 (mg/dL) 3,153 | 1,165 7,327 | 1 | 0,007 | 23,411 2,387 229,628
GOT 0,008 H 0,010| 0,692 ' 1 0,406 | 1,008 0,989 1,028
GPT -0,006 | 0,008 | 0,728 | 1 | 0,394 | 0,994 0,979 1,008
QT preoperatoria (NO) | 3,196 | 1,291 | 6,132 | 1 | 0,013 | 24,439 1,947 306,747
Constante -1,636 | 1,430 | 1,308 | 1 | 0,253 | 0,195
mg/dL=miligramos/decilitro; E.T=Error Tipico; gl=grados de libertad; Sig=significacion; Exp=Exponencial;

I.C.=Intervalo Confianza; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT=transaminasa glutamico-

pirtvica; QT=Quimioterapia.
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1IV.4.2. RENDIMIENTO:

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes:

Las caracteristicas y antecedentes personales de los DV no han influido de forma

significativa en el rendimiento de los hepatocitos aislados (Tablas 38 y 39).

Tabla 38. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DV (I).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media | p*
N=136
Hombre 67 14
Sexo i 0,322
Mujer 69 12
NO 127 13
Consumo de alcohol 0,386
S 9 14
NO 101 13
Hipertension Arterial 0,416
Sl 35 13
) ) NO 123 13
Diabetes Mellitus 0,475
Sl 13 13
- INo 127 13
Hipertrigliceridemia 0,655
Si 9 10
) ) NO 126 13
Hipercolesterolemia 0,201
Sl 10 9
o ) NO 49 15
Medicacién previa 0,170
Si 87 12
ot _ NO 125 13 0,079
reoperatoria ,
preop Sl 11 8
Transfusiones en las | NO 118 13
) 0,059
Gltimas 48 h Sl 18 9

*=U-Mann-Whitney; cel/g=células/gramo; QT=Quimioterapia; h=horas.
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Tabla 39. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DV (I1).

Rendimiento Coeficiente de

(cel/g x10°) correlacion de p
N=136 Spearman

Edad (afios) 0,11 0,896
Peso (Kg) 0,034 0,697
Talla (cm) -0,044 0,610
IMC 0,043 0,619

cel/g=células/gramo; Kg=kilogramos; cm=centimetros.

e Pardmetros analiticos:

De todos los parametros analiticos de los DV estudiados, s6lo los valores de
GOT vy el indice de Quick demostraron influencia estadisticamente significativa en el
rendimiento de los hepatocitos, siendo éste mayor cuanto menor es el valor de GOT en
sangre y cuanto mayor es el indice de Quick (Tablas 40, 41 y Figura 24).
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Tabla 40. Influencia de los parametros analiticos en el rendimiento del aislamiento
de hepatocitos de los DV (1).

Rendimiento (cel/g x10°)

Coeficiente de

N=136 correlacion de p
Spearman

Glucosa (mg/dL) -0,011 0,902
Sodio (mEqg/L) 0,118 0,171
Potasio (mEqg/L) -0,007 0,937
BR total (mg/dL) -0,005 0,954
GOT (UI/L) -0,189 0,028
GPT (UI/L) -0,105 0,226
GGT (UI/L) -0,131 0,127
FA (UI/L) -0,017 0,848
Urea (mg/dL) -0,027 0,756
Creatinina (mg/dL) -0,008 0,925
Proteinas Totales (g/dL) 0,065 0,452
Hb (g/dL) 0,133 0,122
HTO (%) 0,064 0,460
Leucocitos (x 103/uL) 0,018 0,837
Neutrofilos (%) -0,056 0,517
Plaquetas (x 10%/uL) -0,043 0,617
indice de Quick (%) 0,270 0,001
Tiempo de Protombina (seg) 0,145 0,092

cel/g=células/gramo; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;

g/dL=gramos/decilitro; uL. =microlitros; seg=segundos; BR=Bilirrubina;

GOT=transaminasa glutamico-oxalacética; GPT=transaminasa glutamico-

pirtvica; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina;

Hb=Hemaoglobina; HTO=Hematocrito.
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Tabla 41. Influencia de los parametros analiticos en el rendimiento del aislamiento
de hepatocitos de los DV (I1).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=136
<120 119 13 0,808
Glucosa (mg/dL)
>120 17 14 (U-M-W)
_ <160 136 13
Sodio (mEqg/L) n.a.
>160 0 0
<55 78 13
GGT Rangos (UI/L) 55-120 37 12 0,340
>120 21 12
<90 66 12
FA Rangos (UI/L) 90-150 23 12 0,910
>150 47 15

*Kruskal-Wallis; U-M-W=U-Mann-Whitney; n.a.=no analizado;
cel/g=células/gramo; mg/dL=miligramos/decilitro; mEqg/L=miliequivalentes/litro;

Ul/L=Unidades Internacionales/litro; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa;

FA=Fosfatasa Alcalina.

Figura 24. Influencia de la GOT vy el Indice de Quick en el rendimiento del

aislamiento de hepatocitos en los DV.
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e Variables relacionadas con la intervencién quirdrgica:

Los DV a los que se ha realizado algun tipo de reseccion hepética (por patologia
benigna o maligna), los intervenidos por metastasis hepaticas y aquellos cuyo higado
fue sometido a isquemia caliente durante la intervencion, presentan menor rendimiento
tras el aislamiento de los hepatocitos (p<0,05). El tipo y tiempo de la isquemia caliente

influyen también negativamente en el rendimiento (Tablas 42, 43 y Figuras 25-27).

Tabla 42. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica

en el rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DV ().

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=136
o Benigna 77 14
Indicacion _ 0,191
Maligna 59 11
Reseccion NO 95 15
o 0,000
hepatica Sl 41 8
Metéstasis NO 117 14
. 0,003
hepéticas Sl 19 7
) NO 136 13
Parada cardiaca n.a.
Sl 0
Hipotension NO 136 13
n.a.
prolongada Sl 0
o NO 117 14
Isquemia caliente 0,003
Sl 19 7
Tiempo Isquemia | <30 119 14
) ) 0,002
caliente (min) >30 17 7
Continua 14 7
Tipo de isquemia i 0,012
) Intermitente 5 8
caliente (K-W)
Ausente 117 14

*=U-Mann-Whitney; K-W=Kruskal-Wallis; n.a.= no analizado; cel/gr=células/gramo;

min=minutos.
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Tabla 43. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica

en el rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los donantes vivos (11).

Rendimiento (cel/g x10°)

Coeficiente de

correlaciéon de

N=136 g
Spearman
Tiempo de isquemia caliente (minutos) - 0,258 0,002

cel/g=células/gramo.

Figura 25. Influencia de la Reseccion Hepatica y las Metastasis Hepaticas en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos en los DV.
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Figura 26. Influencia de la Isquemia Caliente y el Tipo en el rendimiento del

aislamiento de hepatocitos en los DV.
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Figura 27. Influencia del Tiempo de Isquemia Caliente y la Isquemia >30 minutos

en el rendimiento del aislamiento de hepatocitos en los DV.
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e Variables relacionadas con la biopsia:

Las biopsias sin esteatosis presentan un rendimiento de los hepatocitos aislados
mayor, con cifras de 14 cel/g x10° frente a 9 cel/g x10° de las biopsias con esteatosis,

aunque sin alcanzar la significacion estadistica (Tablas 44 y 45).

Tabla 44. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en el rendimiento
del aislamiento de hepatocitos de los DV (I).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=136
) NO 116 14 0,056
Esteatosis
Sl 20 9 (U-M-W)
0-29 132 13
Esteatosis (%) 30-59 4 7 0,157
>60 0

*= Kruskal-Wallis; U-M-W=U-Mann-Whitney; cel/g=células/gramo.

Tabla 45. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en el rendimiento

del aislamiento de hepatocitos de los DV (I1).

o 6 Coeficiente de
Rendimiento (cel/g x10%) »
correlacion de p
N=136
Spearman
Peso de la muestra (g) -0,017 0,844

cel/g=células/gramo; g=gramos.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

Las Unicas variables que, de forma significativa y de manera independiente,
influyeron en el rendimiento de los hepatocitos aislados en los DV, fueron el valor del
indice de Quick y la reseccion hepética. Influyeron de manera favorable un mayor
indice de Quick y el hecho de que al donante no se le hubiera realizado una reseccion
hepética (Tabla 46).

Tabla 46. Influencia de las variables de los DV en el rendimiento del aislamiento de

hepatocitos. Modelo Lineal General.

1.C. al 95%.
Rendimiento (cel/g x10°% B Etr,ror t |gl| Sig. [Limite 1 Limite
. inferior | superior
Interseccion -9,063 7,457 [-1,215 |1 {0,226 | -23,820 5,693
indice Quick(%6) 0,169 | 0,067 | 2,508 | 1| 0,013 | 0,036 0,302
QT Preoperatoria (NO) 0,016 | 5,820 | 0,003 | 10,998 | -11,500 | 11,533
Reseccion hepéatica (NO) | 6,888 2,845 | 2,422 | 110,017 | 1,259 12,517
Metéstasis hepaticas (NO) | 11,945 | 14,048 | 0,850 | 1 | 0,397 | -15,853 39,742
Isquemia caliente (NO) 0,086 6,859 | 0,013 [ 1 (0,990 | -13,486 13,658

cel/g=células/gramo; Error tip=Error tipico; gl=grados de libertad; Sig.=significacion; I.C.=Intervalo de Confianza;
QT=Quimioterapia.
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1VV.4.3. Actividad ECOD (7-etoxicumarina O-deetilasa):

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes:

Ninguna de las caracteristicas y antecedentes personales de los DV influye de

forma significativa en la actividad ECOD de los hepatocitos aislados (Tablas 47 y 48).

Tabla 47. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DV/(I).

Actividad ECOD (pmol/min/mg) )
N Media p*
N=56
Hombre 26 17,82
Sexo i 0,062
Mujer 30 14,36
NO 55 16,02
Consumo de alcohol 0,714
S 1 13,39
) ) ) NO 44 16,28
Hipertensién Arterial 0,508
Sl 12 14,81
) ) NO 53 15,70
Diabetes Mellitus 0,223
Si 3 20,66
) o ) NO 54 16,16
Hipertrigliceridemia 0,341
Si 2 10,78
) ) NO 54 16,07
Hipercolesterolemia 0,097
Sl 2 13,23
L ) NO 16 17,37
Medicacion previa 0,377
Sl 40 15,41
) NO 53 15,95
QT preoperatoria 0,803
Sl 3 16,36
Transfusiones en las NO 49 15,70
) 0,607
Gltimas 48 h Si 7 17,81

*=t-Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; h=horas;

ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa; QT=Quimioterapia.
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Tabla 48. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la

actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DV (l1).

Actividad ECOD o

] Coeficiente de
(pmol/min/mg) » p

correlacion de Pearson

N=56
Edad (afios) 0,042 0,760
Peso (Kg) -0,013 0,924
Talla (cm) 0,163 0,230
IMC -0,130 0,339

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo;  Kg=kilogramos;  cm=centimetros;
ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa; IMC=Indice Masa Corporal.

e Pardmetros analiticos:

De todos los pardmetros analiticos estudiados del DV, so6lo el tiempo de
protrombina influye de forma positiva y con significacion estadistica en la actividad
ECOD de los hepatocitos aislados (Tablas 49, 50 y Figura 28).

94



RESULTADOS

Tabla 49. Influencia de los parametros analiticos en la actividad ECOD de los

hepatocitos aislados de los DV (I).

Actividad ECOD

Coeficiente de

(pmol/min/mg) correlacion de p
N=56 Pearson

Glucosa (mg/dL) -0,022 0,870
Sodio (mEqg/L) -0,152 0,262
Potasio (mEq/L) 0,056 0,684
BR total (mg/dL) 0,109 0,422
GOT (UI/L) 0,049 0,720
GPT (UI/L) 0,100 0,466
GGT (UI/L) 0,083 0,543
FA (UI/L) -0,150 0,270
Urea (mg/dL) 0,013 0,926
Creatinina (mg/dL) 0,027 0,846
Proteinas Totales (g/dL) -0,210 0,119
Hb (g/dL) -0,263 0,059
HTO (%) -0,233 0,083
Leucocitos (x 103/uL) 0,025 0,855
Neutrofilos (%) -0,035 0,799
Plaquetas (x 10%/uL) -0,025 0,855
Indice de Quick (%) 0,178 0,188
Tiempo de Protombina (seg) 0,266 0,048

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;
g/dL=gramos/decilitro; pL =microlitros; seg=segundos; ECOD=7-etoxicumarina O-

deetilasa; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa glutdmico-oxalacética;

GPT=transaminasa glutdmico-pirdvica; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa;

FA=Fosfatasa Alcalina; Hb=Hemoglobina; HTO=Hematocrito.
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Tabla 50. Influencia de los parametros analiticos en la actividad ECOD de los

hepatocitos aislados de los DV (I1).

Actividad ECOD

(pmol/min/mg) N Media p*
N=56
<120 51 15,9 0,819
Glucosa (mg/dL)
>120 5 16,7 (t Student)
) <160 56 16
Sodio (mEg/L) n.a.
>160 0
<55 38 16,31
GGT Rangos (UI/L) | 55-120 14 15,24 0,876
>120 4 15,32
<90 34 17,23
FA Rangos (UI/L) 90-150 13 13,31 0,214
>150 9 15,06

*=ANOVA,; n.a.= no analizado; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo;

mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades

Internacionales/litro; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa;

GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.

Figura 28. Influencia del Tiempo de Protrombina en la actividad ECOD de los

hepatocitos aislados en los DV.

ECOD {(pmoliminfmg)

Tiempo de Protombina (seg)
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e Variables relacionadas con la intervencién quirdrgica:

Tampoco al analizar las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica de
los DV se encontré influencia estadisticamente significativa de ninguna de ellas en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados (Tablas 51 y 52).

Tabla 51. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirurgica
en la actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DV (1).

Actividad ECOD (pmol/min/mg) )
N Media p*
N=56
o Benigna 32 14,78
Indicacion _ 0,159
Maligna 24 17,56
_, . NO 39 16,55
Reseccion hepética 0,336
Sl 17 14,63
] ) NO 47 16,01
Metéstasis hepaticas 0,926
Sl 9 15,77
) NO 56 15,97
Parada cardiaca n.a.
Sl 0
Hipotensién NO 56 15,97
n.a.
prolongada Sl 0
- NO 47 16,25
Isquemia caliente 0,514
Sl 9 14,52
Tiempo Isquemia <30 49 16,09
. . 0,765
caliente (min) >30 7 15,13
Continua 5 15,89
Tipo de isquemia i 0,651
Intermitente 4 12,81
caliente (ANOVA)
Ausente 47 16,25

*=t Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos; ECOD=7-

etoxicumarina O-deetilasa; n.a.= no analizado.
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Tabla 52. Influencia de las variables relacionadas con la intervencién quirdrgica
en la actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DV (I1I).

Actividad ECOD (pmol/min/mg) Coeficiente de
N=56 correlacion de Pearson P
Tiempo de isquemia caliente (min) -0,105 0,442

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa.

e Variables relacionadas con la biopsia:

De las variables analizadas relacionadas con la biopsia del DV, la presencia de
esteatosis y que ésta presente un porcentaje entre el 30% y el 59%, influye de forma
negativa en la actividad ECOD de los hepatocitos aislados, aunque sin ser el resultado
estadisticamente significativo (Tablas 53 y 54).

Tabla 53. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
ECOD de los hepatocitos aislados de los DV (1).

Actividad ECOD

(pmol/min/mg) N Media p*

N=56

Esteatosis NO 46 16,63 0,062
Sl 10 12,91 (t Student)
0-29 54 16,32

Esteatosis (%) 30-59 2 6,50 0,051
>60 0

*=ANOVA,; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; ECOD=7-etoxicumarina
O-deetilasa.

Tabla 54. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
ECOD de los hepatocitos aislados de los DV (I11).

Actividad ECOD Coeficiente de
(pmol/min/mg) correlacion de p
N=56 Pearson

Peso de la muestra (g) -0,040 0,769

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; g=gramos; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

Las variables con valor pronostico independiente en el analisis multivariante de
la actividad ECOD en DV son el hematocrito y el sexo. A mayores cifras de
hematocrito menor es la actividad ECOD del aislamiento, presentando las mujeres
menor actividad ECOD en el aislamiento (Tabla 55).

Tabla 55. Influencia de las variables de los DV en la actividad ECOD de los
hepatocitos aislados. Modelo Lineal General.

Actividad ECOD Error _ .C. al 95%.
(pmol/min/mg) 8 tip. ' g} Sig- | Limite | Limite
inferior | superior

Interseccion 26,951 (15,834 | 1,702 |1 |0,095| -4,852 58,753
HTO (%) -0,406 | 0,180 | -2,255 | 1| 0,029 | -0,768 -0,044
Tiempo de Protombina (seg) | 0,675 | 0,891 | 0,757 | 1| 0,452 | -1,115 2,466
Sexo (Mujer) -8,871 | 4,284 | -2,071 |1 |0,044 | -17,475 | -0,266
Esteatosis (NO) 0,085 | 3,271 | 0,026 | 10,979 | -6,484 6,655

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa; Error tip=Error tipico; gl=grados

de libertad; Sig.=significacion; I.C.=Intervalo de Confianza; HTO=Hematocrito.
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IV.4.4. Actividad TESTOSTERONA-6-f§ HIDROXIILLASA:

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes:

Al analizar la influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales
de los DV en la actividad testosterona-6-f hidroxilasa, observamos que las mujeres, los
donantes con menos peso y aquellos con menor estatura presentan mayor actividad

testosterona-6- hidroxilasa en el aislamiento (p<0,05) (Tablas 56, 57 y Figura 29).

Tabla 56. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la

actividad testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I).

Actividad testosterona-6-
hidroxilasa (pmol/min/mg) N Media p*
N=53
Hombre | 25 45,5
Sexo i 0,000
Mujer 28 92,3
NO 52 71,2
Consumo de alcohol 0,133
Sl 1 19,8
) ) ) NO 42 64,4
Hipertensién Arterial 0,167
Sl 11 92,7
) ) NO 50 71
Diabetes Mellitus 1,00
Sl 3 58,5
o NO 50 71,4
Hipertrigliceridemia 0,577
Sl 3 50,5
NO 50 71,2
Hipercolesterolemia 0,484
Sl 3 47,1
o ) NO 15 88,5
Medicacion previa 0,158
Sl 38 63
) NO 49 68,1
QT preoperatoria 0,239
Sl 4 97
Transfusiones en las NO 44 68,8
. 0,554
Gltimas 48 h Sl 9 77,3

*=U-Mann-Whitney; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; h=horas;

QT=Quimioterapia.

100



RESULTADOS

Tabla 57. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la

actividad testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I1).

Actividad testosterona-6-p

Coeficiente de

hidroxilasa (pmol/min/mg) correlacién de p
N=53 Spearman

Edad (afios) -0,065 0,642
Peso (Kg) -0,340 0,013
Talla (cm) -0,387 0,004
IMC -0,181 0,194

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo;  Kg=kilogramos;

IMC=Indice Masa Corporal.

cm=centimetros;

Figura 29. Influencia del Peso, la Tallay el Sexo en la actividad testosterona-6-

hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.
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e Parametros analiticos:

En nuestro estudio observamos que a mayores valores en sangre de bilirrubina
total, creatinina, hemoglobina y hematocrito, menor es la actividad testosterona-6-f
hidroxilasa del aislamiento (p<0,05). Si la GGT la dividimos en rangos, presentan
mayor actividad testosterona-6-f hidroxilasa en el aislamiento aquellos pacientes con
cifras de GGT comprendidas entre 55 y 120 (p=0,04) (Tablas 58, 59 y Figuras 30-32).

Tabla 58. Influencia de los parametros analiticos en la actividad testosterona-6-p
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV ().

Actividad testosterona-6-p Coeficiente de

hidroxilasa (pmol/min/mg) correlacion de p
N=53 Spearman

Glucosa (mg/dL) -0,152 0,278
Sodio (MEg/L) -0,268 0,052
Potasio (mEq/L) 0,022 0,877
BR total (mg/dL) -0,274 0,047
GOT (UI/L) 0,175 0,210
GPT (UI/L) 0,152 0,278
GGT (UI/L) 0,095 0,497
FA (UI/L) 0,152 0,278
Urea (mg/dL) -0,081 0,566
Creatinina (mg/dL) -0,414 0,002
Proteinas Totales (g/dL) -0,198 0,156
Hb (g/dL) -0,329 0,016
HTO (%) -0,335 0,014
Leucocitos (x 10%/uL) -0,005 0,970
Neutréfilos (%) 0,109 0,437
Plaquetas (x 10%/uL) 0,140 0,317
Indice de Quick (%) 0,031 0,825
Tiempo de Protombina (seg) -0,059 0,675

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro; g/dL=gramos/decilitro;
pL=microlitros; seg=segundos; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa glutdmico-oxalacética;
GPT=transaminasa glutdmico-pirtvica; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa

Alcalina;Hb=Hemoglobina; HTO=Hematocrito.
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Figura 30. Influencia de la Bilirrubina Total y la Creatinina en la actividad

testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.
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Figura 31. Influencia de la Hemoglobina y el Hematocrito en la actividad

testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.
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Tabla 59. Influencia de los parametros analiticos en la actividad testosterona-6-p

hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I1).

Actividad testosterona-6-p
hidroxilasa (pmol/min/mg) N Media p*
N=53
<120 49 70,7 0,775
Glucosa (mg/dL)
>120 4 64,9 (U-M-W)
) <160 53 70,3
Sodio (mEg/L) n.a.
>160 0 0
<55 34 65,7
GGT Rangos
55-120 14 89,8 0,04
(UI/L)
>120 5 46,7
<90 31 64
FA Rangos (UI/L) 90-150 12 83 0,275
>150 10 74,4

*=Kruskal-Wallis; U-M-W=U-Mann-Whitney; n.a.=no analizado;

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEqg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/Litro;

GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.

Figura 32. Influencia de la GGT en Rangos en la actividad testosterona-6-

hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.
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e Variables relacionadas con la intervencién quirdrgica:

Los DV intervenidos por metastasis y a los que se ha realizado algin tipo de
reseccion hepética (por patologia benigna o maligna), presentan mayor actividad
testosterona-6-P hidroxilasa en el aislamiento (p<0,05) (Tablas 60, 61 y Figura 33).

Tabla 60. Influencia de las variables relacionadas con la intervencién quirdrgica

en la actividad testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV

(.
Actividad testosterona-6-p hidroxilasa
(pmol/min/mg) N Media p*
N=53
o Benigna 30 63,1
Indicacion 0,584
Maligna 23 79,6
) ) NO 33 57,4
Reseccion hepatica 0,004
Sl 20 91,5
) ) NO 43 62,3
Metastasis hepaticas 0,036
Sl 10 104,4
) NO 53 70,3
Parada cardiaca n.a.
Sl 0
) » NO 53 70,3
Hipotension prolongada n.a.
Sl 0
. . NO 44 66,3
Isquemia caliente 0,222
Sl 9 89,5
Tiempo Isquemia caliente | <30 46 66,9
. 0,312
(min) >30 7 92,6
Continua 6 84,6
) ] ] ) _ 0,462
Tipo de isquemia caliente Intermitente 3 99,2
(K-W)
Ausente 44 66,3

*=U-Mann-Whitney; K-W=Kruskal Wallis; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo;

min=minutos; n.a.=no analizado.
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Tabla 61. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica

en la actividad testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV

(11).
Actividad testosterona-6-§ Coeficiente de
hidroxilasa (pmol/min/mg) correlacion de p
N=53 Spearman
Tiempo de isquemia caliente (min) 0,166 0,236

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos

Figura 33. Influencia de la Reseccion Hepatica y las Metéstasis Hepaticas en la

actividad testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.
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e Variables relacionadas con la biopsia:

El peso de la muestra influye en la actividad testosterona-6-f hidroxilasa, de

modo que a mayor peso de la misma, mayor es la actividad de la enzima en el
aislamiento (p<0,05) (Tablas 62, 63 y Figura 34).

106



RESULTADOS

Tabla 62. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad

testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (1).

Actividad testosterona-6-f

hidroxilasa (pmol/min/mg) N Media p*

N=53

Esteatosis NO 43 66,5 0,351
Sl 10 86,3 (U-M-W)
0-29 51 69,8

Esteatosis (%) 30-59 2 81,4 0,388
>60 0

*=Kruskal Wallis; U-M-W=U-Mann-Whitney; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo.

Tabla 63. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad

testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I1).

Actividad testosterona-6-p Coeficiente de
hidroxilasa (pmol/min/mg) correlacion de p
N=53 Spearman

Peso de la muestra (g) 0,372 0,006

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; g=gramos.

Figura 34. Influencia del peso de la muestra en la actividad testosterona-6-

hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

La Unica variable con factor prondstico independiente en el analisis
multivariante de la actividad testosterona-6-p hidroxilasa en los DV, es el hematocrito,
que influye de forma negativa en su actividad. El resto pierde toda significacion
estadistica en el analisis (Tabla 64).

Tabla 64. Influencia de las variables de los DV en la actividad testosterona-6-

hidroxilasa de los hepatocitos aislados. Modelo Lineal General.

Actividad testosterona-6- I.C. al 95%.

B hidroxilasa B Etr,ror t gl | Sig. Limite Limite
(pmol/min/mg) P inferior | superior
Interseccion 215,220 | 55,090 | 3,907 | 1 | 0,000 | 104,262 | 326,177
BR Total (mg/dL) -41,463 | 21,453 | -1,933 | 1 | 0,060 | -84,671 1,745
HTO (%) -2,958 1,106 |-2,674|1|0,010| -5186 -0,730
Sexo (Mujer) 39,765 | 27,894 | 1,426 | 1| 0,161 | -16,417 | 95,946
Reseccion hepética (NO) | -73,709 | 41,449 | -1,778 | 1 | 0,082 | -157,192 | 9,774
Metéstasis hepaticas (NO) | 51,901 | 46,325 | 1,120 | 1 | 0,268 | -41,402 | 145,205

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; Error tip=Error tipico; gl=grados de libertad; Sig.=significacion;
I.C.=Intervalo de Confianza; BR=Bilirrubina; HTO=Hematocrito.
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IV.5. DONANTES CADAVER: Identificacion de las variables predictoras o
independientes de los donantes que influyen en los resultados del aislamiento de los

hepatocitos.

IV.5.1. VIABILIDAD:

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes:

De todos los parametro analizados, se ha evidenciado que el tiempo en UCI
influye de forma negativa en la viabilidad de los hepatocitos aislados, de manera que a
mayor tiempo en UCI menor es la viabilidad en el aislamiento (p=0,013). Podemos
establecer un punto de corte en 72 horas en UCI, por encima de las cuales la viabilidad
desciende del 76% al 50% (p=0,028) (Tablas 65, 66 y Figura 35).

Tabla 65. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

o Coeficiente de
Viabilidad (%) y
correlacion de p
N=36
Spearman

Edad (afios) -0,065 0,707
Peso (Kg) -0,112 0,515
Talla (cm) -0,006 0,970
IMC -0,236 0,165
Tiempo en UCI (h) -0,412 0,013

Kg=kilogramos; cm=centimetros; IMC=indice Masa Corporal; h=horas;
UCI=Unidad Cuidados Intensivos.
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Tabla 66. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (I1).

Viabilidad (%) N Viabilidad .
N=36 media (%) P
Hombre 24 69%
Sexo i 0,686
Mujer 12 64%
NO 32 67%
Consumo de alcohol 0,704
Sl 4 69%
NO 24 67%
Hipertension Arterial 0,723
S 12 68%
) ) NO 33 67%
Diabetes Mellitus 0,455
Si 3 67%
. . . NO 33 64%
Hipertrigliceridemia 0,121
S 3 100%
) ) NO 30 64%
Hipercolesterolemia 0,130
S 6 84%
o ) NO 25 64%
Medicacién previa 0,534
Si 11 75%
o NO 16 79%
Antibiéticos en UCI 0,087
Si 20 57%
) <72 24 76%
Tiempo en UCI h 0,028
>72 12 50%
Transfusiones en las Gltimas | NO 34 67% 0.835
48 h Sl 2 7% ’

*=U-Mann-Whitney; h=horas; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.
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Figura 35. Influencia del Tiempo en UCI en la viabilidad del aislamiento de

hepatocitos en los DC.
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e Pardmetros analiticos:

De todos los pardmetros analiticos estudiados, ninguno influye de forma

significativa en la viabilidad del aislamiento de los hepatocitos del DC (Tablas 67 y 68).

111



RESULTADOS

Tabla 67. Influencia de los parametros analiticos en la viabilidad del aislamiento
de hepatocitos de los DC (1).

Viabilidad (%) Coeficie-nte de
N=36 correlacion de p
Spearman

Glucosa (mg/dL) -0,002 0,991
Sodio (mEqg/L) -0,249 0,143
Potasio (mEq/L) -0,023 0,894
BR total (mg/dL) -0,109 0,526
GOT (UI/L) 0,118 0,492
GPT (UI/L) 0,005 0,977
GGT (UI/L) -0,013 0,940
FA (UI/L) -0,013 0,940
Urea (mg/dL) -0,198 0,248
Creatinina (mg/dL) 0,033 0,847
Proteinas Totales (g/dL) -0,113 0,512
Hb (g/dL) 0,098 0,570
HTO (%) 0,131 0,448
Leucocitos (x 10%/uL) 0,049 0,776
Neutrofilos (%) -0,149 0,387
Plaquetas (x 10%/uL) 0,122 0,479
Indice de Quick (%) 0,092 0,594
Tiempo de Protombina (seg) -0,251 0,140

mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro;  Ul/L=Unidades
Internacionales/litro; g/dL=gramos/decilitro; uL=microlitros; seg=segundos;
GOT=transaminasa  glutamico-oxalacética; ~GPT=transaminasa glutamico-
pirivica;  GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; =~ FA=Fosfatasa  Alcalina;

Hb=Hemaoglobina; HTO=Hematocrito.
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Tabla 68. Influencia de los parametros analiticos en la viabilidad del aislamiento
de hepatocitos de los DC (I1).

Viabilidad (%0) Media
N p*

N=36 (%)

<120 3 88%
Glucosa (mg/dL) 0,455

>120 33 65%

) <160 27 72%
Sodio (mEg/L) 0,147

>160 9 52%

<55 31 68%
0,145

GGT Rangos (UI/L) 55-120 3 39%
(K-W)

>120 2 92%

<90 11 65%
0,793

FA Rangos (UI/L) 90-150 23 69%
(K-W)

>150 2 56%

*=U-Mann-Whitney; K-W=Krsukal-Wallis; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;

GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.

e Variables relacionadas con el proceso de extraccién hepética:

La viabilidad de los hepatocitos humanos aislados procedentes de biopsias

obtenidas de DC se ve influenciada de forma negativa por el tiempo de isquemia fria, de

modo que cuanto mayor es el tiempo de isquemia fria, menor es la viabilidad de los

hepatocitos aislados (p=0,001). Aquellas biopsias con un tiempo de isquemia fria

superior o igual a 700 minutos presentan una viabilidad media de 53% frente al 85%

que tienen aquellas con tiempos de isquemia fria inferiores a 700 minutos (p=0,000).

Sin embargo, observamos que al dividir el tiempo de isquemia fria en rangos, la

viabilidad es mayor (85%) en aquellas biopsias con tiempos de isquemia fria

comprendidos entre 300 y 699 minutos (p=0,005). En cuanto al liquido de perfusion

utilizado, tienen mayor viabilidad las biopsias perfundidas con solucién de Celsior

aunque el resultado no alcanza la significacion estadistica (Tablas 69-71 y Figura 36).
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Tabla 69. Influencia de las variables relacionadas con el proceso de extracciéon
hepética en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Viabilidad (%0) N Viabilidad .
N=36 media (%) P
NO 33 65%
Parada cardiaca 0,238
Sl 3 91%
Hipotensién NO 30 69%
0,749
prolongada Si 6 60%

*=U-Mann-Whitney.

Tabla 70. Influencia del tiempo de isquemia fria en la viabilidad del aislamiento de

hepatocitos de los DC.

o Coeficiente de
Viabilidad (%) »
correlacion de p
N=36
Spearman
Tiempo isquemia fria (min) -0,544 0,001
min=minutos.

Tabla 71. Influencia de las variables relacionadas con el proceso de extraccion
hepética en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (I1).

Viabilidad (%0) N Viabilidad .
N=36 media (%) P
Tiempo Isquemia <700 16 85%
] . 0,000
fria (min) >700 20 53%
Tiempo Isquemia <900 31 69%
o 0,207
fria (min) >900 5 57%
0-299 7 79%
Tiempo isquemia 300-699 9 88% 0,005
fria Rangos (min) 700-900 15 52% (K-W)
>900 5 56%
) ) Wisconsin | 19 53%
Liquido de perfusion i 0,181
Celsior 17 83%

*= U Mann Whitney; K-W=Kruskal-Wallis; min=minutos.
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Figura 36. Influencia del Tiempo de Isquemia fria en la viabilidad del aislamiento

de hepatocitos en los DC.
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e Variables relacionadas con la biopsia:

Ni la esteatosis ni el peso de la biopsia influyen de forma significativa en la
viabilidad del aislamiento de los DC (Tablas 72 y 73).

Tabla 72. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la viabilidad

del aislamiento de hepatocitos de los DC (I).

Viabilidad (%0) N Viabilidad .
N=36 media (%0) P
) NO 23 71%
Esteatosis 0,289
Sl 13 60%
0-29 33 68%
. 0,388
Esteatosis (%) | 30-59 3 54%
(K-W)
>60 0

*=U-Mann-Whitney; K.W=Kruskal-Wallis.

Tabla 73. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la viabilidad

del aislamiento de hepatocitos de los DC (11).

o Coeficiente de
Viabilidad (%0) »
correlacion de p
N=36
Spearman
Peso de la muestra (g) -0,034 0,846
g=gramos.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

Las variables con valor prondstico independiente en el andlisis de la viabilidad
en los DC son: el liquido de perfusion y el tiempo de isquemia fria. Al utilizar solucion
de preservacion tipo Celsior y con tiempos de isquemia fria menores, la viabilidad en el
aislamiento es mayor (p=0,042 y p=0,038 respectivamente) (Tabla 74).

Tabla 74. Influencia de las variables de los DC en la viabilidad del aislamiento de

hepatocitos. Modelo Lineal General.

I.C. al 95%.
Error ]

Viabilidad (%) B tip t gl | Sig. [ Limite | Limite

inferior | superior
Interseccion 87,048 | 13,201 | 6,594 | 1 | 0,000 | 60,160 | 113,937
Tiempo en UCI (h) -0,165 | 0,089 | -1,861| 1 |[0,072| -0,346 0,016
Tiempo Isquemia fria (min) | -0,034 | 0,016 | -2,159 | 1 | 0,038 | -0,065 -0,002
Liquido perfusion (Celsior) | 22,854 | 10,793 | 2,118 | 1 | 0,042 | 0,870 44,838

h=horas; min=minutos; Error tip=Error tipico; gl=grados de libertad; Sig.=significacion; I.C.=Intervalo de Confianza;
UCI=Unidad Cuidados Intensivos.

» Del mismo modo que en los DV, en los DC también podria considerarse un buen

aislamiento aquel cuyos hepatocitos tengan una viabilidad superior o igual al 70%.

Existen algunas variables de los DC que se relacionan con una viabilidad >70% del
aislamiento. Observamos que el tiempo de isquemia fria influye negativamente en el
aislamiento, de manera que el tiempo medio de isquemia fria en aquellas biopsias con
viabilidad >70% es de 544,20 minutos, frente a los 799,55 minutos de las biopsias con
viabilidad <70% (p=0,044). De las biopsias perfundidas con Celsior, el 94,1% presentan
una viabilidad >70% (p=0,02). El resto de variables fueron analizadas pero obtuvieron
una significacion estadistica por encima de 0,1 (Tablas 75 y 76). Las variables

estadisticamente significativas en el analisis realizado se reflejan en la Figura 37.
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Tabla 75. Variables que influyen en la viabilidad > 70% del aislamiento de los

hepatocitos en los DC (1).

Viabilidad ) Desviacion
N=36 N Media ) p*
>70% tipica
) NO 11 154,08 13,61
Sodio (mEqg/L) 0,099
Sl 25 146,06 10,03
Tiempo isquemia | NO 11 799,55 337,36 0.044
fria (min) Sl 25 | 544,20 295,68 ’
) NO 11 97,73 80,93 0,062
Tiempo UCI (h)
Sl 25 42,56 43,68 (U-M-W)
*=t Student; U-M-W=U-Mann-Whitney; mEg/L=miliequivalentes/litro; min=minutos; h=horas;

UCI=Unidad Cuidados intensivos.

Tabla 76. Variables que influyen en la viabilidad > 70% del aislamiento de los

hepatocitos en los DC (l11).

Viabilidad
N=36 <70% >70% p*
N (%) N (%)

<160 N=27 6 (22,2%) | 21 (77,8%)
Sodio (mEg/L) 0,096

>160 N=9 5 (55,6%) 4 (44,4%)
Tiempo Isquemia | <700 N=16 2 (12,5%) | 14 (87,5%) 0,067
fria (min) >700 N=20 9 (45,0%) | 11 (55,0%)
Liquido Wisconsin | N=19 | 10(52,6%) | 9 (47,4%) 0,002
perfusion Celsior N=17 1 (5,9%) 16 (94,1%)

*= 2 (Chi Cuadrado); mEg/L=miliequivalentes/litro; min=minutos.
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Figura 37. Influencia del Tiempo de Isquemia friay el Liquido de perfusion en la

viabilidad > 70% del aislamiento de hepatocitos en los DC.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

Las variables con valor pronostico independiente al analizar la viabilidad>70%
son: el liquido de perfusion y el tiempo de isquemia fria. Empleando liquido de
perfusion tipo Wisconsin se obtienen viabilidades en el aislamiento por debajo del 70%
y con el liquido de perfusion Celsior se obtienen viabilidades superiores al 70%
(p=0,010). A medida que aumenta el tiempo de isquemia fria, la viabilidad desciende
por debajo del 70% (p=0,030) (Tabla 77).

Tabla 77. Influencia de las variables de los DC en la viabilidad>70% del

aislamiento de los hepatocitos. Modelo de Regresion Logistica.

Variables de la ecuacion.

1.C. 95,0% para

Viabilidad>70% B E.T. | Wald | gl | Sig. Exp(B) EXP(B)
Inferior | Superior

Sodio(mEg/L) -0,079 | 0,052 | 2,282 | 1 | 0,131 0,924 0,835 1,024

Tiempo isquemia

fria (min) -0,004 | 0,002 | 4,705 | 1 | 0,030 0,996 0,992 1,000

Liquido

perfusion 3,272 | 1,277 | 6,561 | 1 | 0,010 26,360 2,156 322,253

(Celsior)

Constante 14,199 | 8,147 | 3,038 | 1 | 0,081 | 1467529,576

mEg/L=miliequivalentes/litro; min=minutos; E.T=Error Tipico; gl=grados de libertad; Sig.=significacidn;

Exp=Exponencial; I.C.=Intervalo Confianza; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.
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IV.5.2. RENDIMIENTO:

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes:

Ninguna de las variables analizadas influye de manera significativa en el

rendimiento de los hepatocitos recién aislados (Tablas 78 y 79).

Tabla 78. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC ().

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=36
Hombre 24 7,84
Sexo i 0,246
Mujer 12 5,56
NO 32 6,94
Consumo de alcohol 0,769
Sl 4 8,16
) ) ) NO 24 7,51
Hipertensién Arterial 0,517
SI 12 6,21
) ) NO 33 7,32
Diabetes Mellitus 0,327
SI 3 4,44
) o ) NO 33 7,17
Hipertrigliceridemia 0,773
Sl 3 6,11
) ) NO 30 7,00
Hipercolesterolemia 0,852
SI 6 7,47
o ) NO 25 7,28
Medicacion previa 0,732
Sl 11 6,61
NO 16 9,29
Antibioticos en UCI 0,052
SI 20 5,31
<72 24 7,77
Tiempo en UCI h 0,347
>72 12 5,70
Transfusiones en las NO 34 7,16
. 0,578
Gltimas 48 h Sl 2 5,77

*=t Student; cel/g=células/gramo; h=horas; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.
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Tabla 79. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (I1).

o 6 Coeficiente de
Rendimiento (cel/g x10°) ]
correlacion de p
N=36
Pearson

Edad (afios) -0,156 0,363
Peso (Kg) -0,158 0,358
Talla (cm) -0,090 0,601
IMC -0,220 0,196
Tiempo en UCI (h) -0,273 0,108

cel/g=células/gramo; = Kg=kilogramos; = cm=centimetros;  h=horas;
IMC=indice Masa Corporal; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.

e Pardmetros analiticos:

El rendimiento del aislamiento de los hepatocitos humanos a partir de biopsias
obtenidas de DC se ve influenciado de forma negativa por las cifras de sodio y de
neutrofilos, de manera que a medida que aumentan los valores séricos de ambos, menor
es el rendimiento en el aislamiento (p= 0,032 y p=0,008 respectivamente). Podemos
establecer un punto de corte tanto en los valores de glucemia en sangre como en los
valores de sodio, de modo que los donantes con glucemias>120 mg/dL y con cifras de
sodio>160 mEq/L, presentan también menor rendimiento en el aislamiento (p=0,006 y

p=0,053) (Tablas 80, 81 y Figuras 38 y 39).
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Tabla 80. Influencia de los parametros analiticos en el rendimiento del aislamiento
de hepatocitos de los DC (1).

Rendimiento (cel/g x10°)

Coeficiente de

N=36 correlacion de Pearson P

Glucosa (mg/dL) -0,139 0,420
Sodio (mEg/L) -0,358 0,032
Potasio (mEg/L) -0,159 0,354
BR total (mg/dL) 0,033 0,847
GOT (UIL) 0,129 0,454
GPT (UI/L) 0,082 0,634
GGT (UI/L) -0,108 0,532
FA (UI/L) -0,133 0,438
Urea (mg/dL) 0,024 0,890
Creatinina (mg/dL) 0,242 0,155
Proteinas Totales (g/dL) -0,243 0,154
Hb (g/dL) -0,144 0,404
HTO (%) -0,191 0,265
Leucocitos (x 10%/uL) -0,176 0,304
Neutrofilos (%) -0,433 0,008
Plaquetas (x 10%/uL) 0,002 0,989
indice de Quick (%) 0,112 0,514
Tiempo de Protombina (seg) -0,160 0,351

cel/g=células/gramo;
Ul/L=Unidades
BR=Bilirrubina;

GPT=transaminasa

seg=segundos;

mg/dL=miligramos/decilitro;

Internacionales/litro;

glutamico-piravica;

g/dL=gramos/decilitro;
GOT=transaminasa

FA=Fosfatasa Alcalina; Hb=Hemoglobina; HTO=Hematocrito.
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Tabla 81. Influencia de los parametros analiticos en el rendimiento del aislamiento
de hepatocitos de los DC (I1).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=36
<120 3 16,69
Glucosa (mg/dL) 0,006
>120 33 6,20
] <160 27 7,98
Sodio (mEg/L) 0,053
>160 9 4,37
<55 31 7,68
0,289
GGT Rangos (UI/L) | 55-120 3 2,28
(ANOVA)
>120 2 4,92
<90 11 5,63
0,327
FA Rangos (UI/L) |90-150 | 23 8,12
(ANOVA)
>150 2 3,04

*=t Student; cel/g=células/gramo; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;

GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.

Figura 38. Influencia del Sodio y los Neutrdfilos en el rendimiento del aislamiento

de hepatocitos en los DC.
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Figura 39. Influencia de la Glucosa >120 en el rendimiento del aislamiento de

hepatocitos en los DC.
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e Variables relacionadas con el proceso de extraccién hepética:

El rendimiento del aislamiento de los hepatocitos humanos, a partir de biopsias
obtenidas de DC, se ve influenciado negativamente por el tiempo de isquemia fria.
Aquellas biopsias con isquemias > 700 minutos presentan un rendimiento medio de 4,88
cel/g x10°, frente a 9,83 cel/g x10° que se obtienen de aquellas con tiempos de isquemia
fria <700 minutos (p=0,013). Sin embargo, si dividimos el tiempo de isquemia fria en
rangos, observamos que presentan mayor rendimiento (11,73 cel/lg x10°) aquellas
biopsias con tiempos de isquemia comprendidos entre 300 y 699 minutos (p=0,031). En
cuanto al liquido de preservacion utilizado, observamos que el rendimiento es mayor en
las biopsias perfundidas con solucion de Celsior, auque el resultado no alcanza la

significacion estadistica. Los resultados se recogen en las Tablas 82-84 y la Figura 40.
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Tabla 82. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (I).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*

N=36

NO 33 6,79
Parada cardiaca 0,491

Sl 3 10,30
Hipotensién NO 30 7,45

0,319

prolongada Sl 6 5,24

*=t Student; cel/g=células/gramo.

Tabla 83. Influencia del tiempo de isquemia fria en el rendimiento del aislamiento

de hepatocitos de los DC.

N=36

Rendimiento (cel/g x10°)

Coeficiente de

correlacién de Pearson

Tiempo isquemia fria (min)

-0,265

0,118

cel/g=células/gramo; min=minutos

Tabla 84. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en el

rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (11).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=36
Tiempo Isquemia <700 16 9,83
] . 0,013
fria (min) >700 20 4,88
Tiempo Isquemia fria | <900 31 7,32
. 0,497
(min) >900 5 5,61
0-299 7 7,38
Tiempo isquemia 300-699 9 11,73 | 0,031
fria Rangos (min) 700-900 15 4,64 | (ANOVA)
>900 5 5,61
) ) Wisconsin 19 6,26
Liquido de perfusion i 0,381
Celsior 17 8,00

*= t Student; cel/g=células/gramo; min=minutos.
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Figura 40. Influencia del Tiempo de Isquemia fria en el rendimiento del

aislamiento de hepatocitos en los DC.
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e Variables relacionadas con la biopsia:

De las variables relacionadas con la biopsia, la Unica que influye de forma
significativa en el rendimiento del aislamiento es el peso de la misma, y lo hace forma

positiva, es decir, a medida que aumenta el peso de la muestra, aumenta el rendimiento
del aislamiento (Tablas 85, 86 y Figura 41).

Tabla 85. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en el rendimiento

del aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Rendimiento (cel/g x10°) _
N Media p*
N=36
) NO 23 8,40 0,065
Esteatosis
S 13 4,73 (t Student)
0-29 33 7,36
Esteatosis (%) 30-59 3 3,95 0,349
>60 0

*=ANOVA,; cel/g=células/gramo.
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Tabla 86. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en el rendimiento

del aislamiento de hepatocitos de los DC (I1).

Rendimiento (cel/g x10°)
N=36

Coeficiente de

correlacion de Pearson

Peso de la muestra (g)

0,335

0,045

cel/g=células/gramo; g=gramos.

Figura 41. Influencia del Peso de la muestra en el rendimiento del aislamiento de

hepatocitos en los DC.
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- ANALISIS MULTIVARIANTE:

Las variables con valor pronostico independiente en el analisis son: los valores
de sodio, el porcentaje de neutrofilos y el tiempo de isquemia fria, de forma que a
mayores valores de sodio, mayor porcentaje de neutréfilos en sangre y mayor tiempo de
isquemia fria, menor es el rendimiento del aislamiento (p<0,05) (Tabla 87).

Tabla 87. Influencia de las variables de los DC en el rendimiento del aislamiento de

hepatocitos. Modelo Lineal General.

o I.C. al 95%.
Rendimiento B Error ¢ | si
ig. T P
(cellg x10°9) tip. 9 9 Limite Limite
inferior | superior
Interseccion 55,540 | 11,974 | 4,638 | 1 | 0,000 | 31,149 79,931
Sodio (mEq/L) -0,167 | 0,071 | -2,343 | 1| 0,025 | -0,311 -0,022
Neutrdfilos (%) -0,244 | 0,080 | -3,056 | 1 | 0,005 | -0,407 -0,081
Tiempo Isquemia
) -0,006 | 0,003 | -2,301 | 10,028 | -0,011 -0,001
fria (min)

cel/g=células/gramo; mEg/L=miliequivalentes/litro; min=minutos; Error tip=Error tipico; ; gl=grados de
libertad; Sig=significacidon; I.C.=Intervalo de Confianza.
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1VV.5.3. Actividad ECOD (7-etoxicumarina O-deetilasa):

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los DC:

Ninguna de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los DC
influyen de forma significativa en la actividad ECOD de los hepatocitos aislados
(Tablas 88 y 89).

Tabla 88. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (I).

Actividad ECOD )
] N Media p*
(pmol/min/mg) N=11
Hombre 5 16,89
Sexo i 0,287
Mujer 6 9,03
NO 9 14,08
Consumo de alcohol 0,167
Sl 2 5,95
NO 6 13,68
Hipertension Arterial 0,773
SI 5 11,31
NO 10 13,58
Diabetes Mellitus 0,410
Sl 1 2,90
) o ) NO 10 13,58
Hipertrigliceridemia 0,410
Sl 1 2,90
) ) NO 8 15,22
Hipercolesterolemia 0,084
Sl 3 5,64
NO 7 17,38
Medicacion previa 0,068
Sl 4 4,25
NO 7 8,48
Antibiéticos en UCI 0,124
Sl 4 19,83
<72 9 9,95
Tiempo en UCI h 0,111
>72 2 24,55
Transfusiones en las Gltimas | NO 10 12,70 0.939
48 h Sl 1 11,69 '

*=t-Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; h=horas; ECOD=7-etoxicumarina O-

deetilasa; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.
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Tabla 89. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (l1).

Actividad ECOD Coeficiente de
(pmol/min/mg) correlacion de p
N=11 Pearson

Edad (afos) -0,323 0,333
Peso (Kg) -0,508 0,111
Talla (cm) -0,449 0,166
IMC -0,394 0,230
Tiempo en UCI (h) 0,117 0,732

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; Kg=kilogramos;
cm=centimetros; h=horas; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa;
IMC=Indice Masa Corporal; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.

e Pardmetros analiticos:

De todos los pardmetros analiticos analizados, sélo las cifras de potasio y de FA
en sangre influyen de forma positiva en la actividad ECOD del aislamiento de
hepatocitos de DC, de manera que cuanto mayores son las cifras de potasio y FA, mayor
es la actividad ECOD (p<0,05) (Tablas 90, 91 y Figura 42).
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Tabla 90. Influencia de los parametros analiticos en la actividad ECOD de los

hepatocitos aislados de los DC (I).

Actividad ECOD Coeficiente de
(pmol/min/mg) correlacién de p
N=11 Pearson

Glucosa (mg/dL) -0,074 0,830
Sodio (mEg/L) -0,178 0,600
Potasio (mMEg/L) 0,676 0,023
BR total (mg/dL) -0,079 0,817
GOT (UI/L) 0,425 0,193
GPT (UIL) 0,429 0,188
GGT (UIL) 0,481 0,134
FA (UI/L) 0,817 0,002
Urea (mg/dL) 0,152 0,656
Creatinina (mg/dL) -0,445 0,170
Proteinas Totales (g/dL) -0,413 0,207
Hb (g/dL) -0,068 0,843
HTO (%) -0,054 0,874
Leucocitos (x10%/uL) 0,421 0,197
Neutrofilos (%) -0,141 0,679
Plaquetas (x10°/uL) 0,255 0,449
indice de Quick (%) 0,268 0,426
Tiempo de Protombina (seg) 0,428 0,189

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro;

mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;

g/dL=gramos/decilitro; pL =microlitros; seg=segundos; ECOD=7-
etoxicumarina O-deetilasa; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa glutamico-

oxalacética; GPT=transaminasa glutamico-piravica;

GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fostasa Alcalina; Hb=Hemoglobina;

HTO=Hematocrito.
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Tabla 91. Influencia de los parametros analiticos en la actividad ECOD de los

hepatocitos aislados de los DC (I1).

Actividad ECOD .
] N Media p*
(pmol/min/mg) N=11
<120 1 4,50
Glucosa (mg/dL) 0,494
>120 10 13,42
) <160 8 13,91
Sodio (mEq/L) 0,573
>160 3 9,14
<90 4 5,72
0,011
FA Rangos (UI/L) 90-150 6 12,70
(ANOVA)
>150 1 39,58

* t Student ; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro;
mEg/L=miliequivalentes/litro; ~ Ul/L=Unidades Internacionales/litro; = ECOD=7-

etoxicumarina O-deetilasa; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.

Figura 42. Influencia del Potasio y la Fosfatasa Alcalina en la actividad ECOD del

aislamiento de hepatocitos en los DC.
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e Variables relacionadas con el proceso de extraccidn hepatica:

Ninguna de las variables analizadas influye de forma significativa en la actividad
ECOD de los hepatocitos aislados de DC; Unicamente el tipo de solucion de
preservacion Celsior aumenta la actividad ECOD, aunque el resultado no alcanza la

significacion estadistica (Tablas 92-94).

Tabla 92. Influencia del tiempo de isquemia fria en la actividad ECOD de los

hepatocitos aislados de los DC.

Actividad ECOD Coeficiente de
(pmol/min/mg) N=11 correlacion de Pearson P
Tiempo isquemia fria (min) 0,252 0,455

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos; ECOD=7-etoxicumarina

O-deetilasa;

Tabla 93. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Actividad ECOD
) N Media p*
(pmol/min/mg) N=11
Tiempo Isquemia <700 6 12,43
o 0,963
fria (min) >700 5 12,81
Tiempo Isquemia <900 9 9,71
s 0,453
fria (min) >900 2 25,63
0-299 2 4,55
Tiempo isquemia 300-699 3 15,11 0,260
fria Rangos (min) 700-900 4 8,24 (ANOVA)
>900 2 25,63
Wisconsin 7 17,38
Liquido de perfusion 0,068
Celsior 4 4,25

*=t Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos; ECOD=7-

etoxicumarina O-deetilasa.
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Tabla 94. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (l11).

Actividad ECOD (pmol/min/mg) ]
N Media p*

N=11

NO 11 12,60
Parada cardiaca n.a.

Sl 0
Hipotensién NO 10 13,25

0,591

prolongada Si 1 6,20

*=t Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa; n.a.=no analizado.

e Variables relacionadas con la biopsia:

Ninguna de las variables relacionadas con la biopsia influye de forma
estadisticamente significativa en la actividad ECOD de los hepatocitos aislados de DC
(Tablas 95 y 96).

Tabla 95. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Actividad ECOD N=11 )
N Media p*
(pmol/min/mg)
) NO 7 16,43 0,158
Esteatosis
Si 4 5,90 (t Student)
0-29 10 13,25
Esteatosis (%) 30-59 1 6,20 0,591
>60 0

*=ANOVA,; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa.

Tabla 96. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad

ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (11).

Actividad ECOD (pmol/min/mg)

Coeficiente de

correlacion de p
N=11
Pearson
Peso de la muestra (g) 0,420 0,198

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; g=gramos; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa.
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IVV.5.4. Actividad TESTOSTERONA-6-f§ HIDROXIILLASA:

e Caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes:

Tras analizar todas las caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los
donantes, observamos que los DC que tomaban medicacion previamente, presentan una
actividad testosterona-6-3 hidroxilasa en el aislamiento de los hepatocitos menor que los
gue no tomaban medicacion (p=0,023). También la edad, el peso del donante y el IMC
influyen de forma negativa en la actividad testosterona-p hidroxilasa, de modo que a
mayor edad, peso o IMC menor es la actividad enzimatica de los hepatocitos aislados
(p<0,05) (Tablas 97, 98 y Figuras 43 y 44).

Tabla 97. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la

actividad testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I).

Actividad testosterona-6-f Coeficiente de
hidroxilasa (pmol/min/mg) correlacion de p
N=8 Pearson

Edad (afios) -0,727 0,041
Peso (Kg) -0,799 0,017
Talla (cm) -0,564 0,145
IMC -0,742 0,035
Tiempo en UCI (h) -0,158 0,708

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; Kg=kilogramos; cm=centimetros;

h=horas; IMC=indice Masa Corporal; UCI=Unidad Cuidados Intensivos.
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Tabla 98. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (II).

Actividad testosterona-6-
hidroxilasa (pmol/min/mg) N Media p*
N=8
Hombre 4 85,32
Sexo i 0,609
Mujer 4 58,54
NO 7 70,40
Consumo de alcohol 0,879
Sl 1 82,60
) ) ) NO 5 94,62
Hipertensién Arterial 0,189
Sl 3 34,12
NO 8 71,93
Diabetes Mellitus n.a.
Sl 0
] o ~ |INO 8 71,93
Hipertrigliceridemia n.a.
Sl 0
) ) NO 6 84,71
Hipercolesterolemia 0,201
Sl 2 33,58
NO 6 92,93
Medicacién previa 0,023
| 2 8,93
o NO 5 53,49
Antibiéticos en UCI 0,344
Sl 3 102,66
_ <72 6 87,21
Tiempo en UCI h 0,590
>72 2 68,50
Transfusiones en las NO 8 71,93
n.a.
Gltimas 48 h Sl 0

*=t-Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; h=horas;

UCI=Unidad de Cuidados Intensivos; n.a.=no analizado.
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Figura 43. Influencia de la Edad y el Peso en la actividad testosterona-6-
hidroxilasa del aislamiento de hepatocitos en los DC.
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Figura 44. Influencia del IMC y la Medicacion previa en la actividad testosterona-

6-p hidroxilasa del aislamiento de hepatocitos en los DC.
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e Parametros analiticos:

Ninguno de los parametros analiticos estudiados influyen de forma significativa
en la actividad testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos procedentes de DC
(Tablas 99 y 100).

Tabla 99. Influencia de los parametros analiticos en la actividad testosterona-6-

hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Actividad testosterona-6-f Coeficiente de

hidroxilasa (pmol/min/mg) correlacion de

N=8 Pearson P
Glucosa (mg/dL) 0,247 0,555
Sodio (mEq/L) -0,189 0,654
Potasio (mEq/L) 0,210 0,618
BR total (mg/dL) -0,140 0,740
GOT (UI/L) 0,235 0,575
GPT (UI/L) -0,217 0,606
GGT (UI/L) 0,216 0,608
FA (UI/L) 0,123 0,773
Urea (mg/dL) -0,395 0,333
Creatinina (mg/dL) -0,652 0,080
Proteinas Totales (g/dL) -0,352 0,393
Hb (g/dL) -0,151 0,721
HTO (%) -0,165 0,696
Leucocitos (x10*/uL) 0,682 0,062
Neutrdéfilos (%) 0,313 0,450
Plaquetas (x10°/uL) 0,422 0,298
indice de Quick (%) 0,407 0,318
Tiempo de Protombina (seg) 0,069 0,871

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro;
mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro;
g/dL=gramos/decilitro; uL. =microlitros; seg=segundos; BR=Bilirrubina;
GOT=transaminasa glutamico-oxalacética; GPT=transaminasa glutamico-
pirivica; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcaling;
Hb=Hemaoglobina; HTO=Hematocrito.
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Tabla 100. Influencia de los parametros analiticos en la actividad testosterona-6-p
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I1).

Actividad testosterona-6-§ )
) ) ) N Media p*
hidroxilasa (pmol/min/mg) N=8
<120 1 14,67
Glucosa (mg/dL) 0,399
>120 7 80,11
] <160 6 86,62
Sodio (mEq/L) 0,194
>160 2 27,84
<90 1 5,20
0,455
FA Rangos (UI/L) 90-150 6 95,09
(ANOVA)
>150 1 84,50

*= t Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo;
mg/dL=miligramos/decilitro; mEg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades
Internacionales/litro GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina.

e Variables relacionadas con el proceso de extraccién hepatica:

Ninguna de estas variables influye significativamente en la actividad
testosterona-6- hidroxilasa de los hepatocitos aislados de DC (Tablas 101-103).

Tabla 101. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepatica en la

actividad testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Actividad testosterona-6-p hidroxilasa ]
] N Media p*
(pmol/min/mg) N=8
) NO 8 71,93
Parada cardiaca n.a.
Sl 0
) ] NO 7 81,75
Hipotensién prolongada 0,304
Sl 1 3,19

*=t Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; n.a.=no analizado.
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Tabla 102. Influencia del tiempo de isquemia fria en la actividad testosterona-6-p

hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC.

Actividad testosterona-6-§ Coeficiente de
hidroxilasa (pmol/min/mg) N=8 correlacion de Pearson P
Tiempo isquemia fria (min) -0,269 0,519

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos.

Tabla 103. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepatica en la

actividad testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I1).

Actividad testosterona-6-p )
) ) ) N Media p*
hidroxilasa (pmol/min/mg) N=8
Tiempo Isquemia fria | <700 5 111,18
. 0,075
(min) >700 3 34,79
Tiempo Isquemia fria | <900 7 82,253
. 0,975
(min) >900 1 84,500
0-299 1 88,000
Tiempo isquemia fria | 300-699 3 102,033 0,923
Rangos (min) 700-900 3 60,557 | (ANOVA)
>900 1 84,500
o » Wisconsin 6 92,933
Liquido de perfusion _ 0,447
Celsior 2 51,335

*=t Student; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; min=minutos.
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e Variables relacionadas con la biopsia:

La Unica variable que merece mencion en este caso es la presencia de esteatosis
en la biopsia, ya que implica menor actividad testosterona-6- hidroxilasa tras el
aislamiento (23,45 pmol/min/mg versus 101,020 pmol/min/mg de las biopsias con
esteatosis), aunque el resultado no llega a ser estadisticamente significativo, al igual que
el resto de las variables analizadas (Tablas 104 y 105).

Tabla 104. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I).

Actividad testosterona-6-§ )
) . . N Media p*
hidroxilasa (pmol/min/mg) N=8
) NO 5 101,02 0,065

Esteatosis
Sl 3 23,45 (t Student)
0-29 7 81,75

Esteatosis (%) 30-59 1 88,00 0,932
>60 0

*=ANOVA, pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo.

Tabla 105. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad

testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (11).

o Coeficiente de
Actividad testosterona-6-§ y
) ) ) correlacion de p
hidroxilasa (pmol/min/mg) N=8
Pearson
Peso de la muestra (g) 0,601 0,115

pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; g=gramos.

IV.6. RESUMEN.

Se expone en este apartado un resumen de las variables que han sido

significativas en el analisis univariante y multivariante (Tablas 106 y 107).
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Tabla 106. Variables estadisticamente significativas en el analisis univariante de

losDVy DC.
DV DC
IMC Tiempo UCI (h)
Glucosa (mg/dL) Tiempo UCI> 72 h
Viabilidad (%0) Neutrofilos (%) Tiempo isquemia fria (min)

Tiempo isquemia fria >700 min

Tiempo isquemia fria Rangos

BR Total (mg/dL) Tiempo isquemia fria (min)
Viabilidad >70% — — -

BR>1 mg/dL Liquido perfusion (Celsior)

GOT (UI/L) Sodio (mEg/L)

Indice Quick (%) Neutrofilos (%)

Reseccion Hepatica (SI/NO) Glucosa> 120 mg/dL
Rendimiento Metéstasis Hepéticas (SI/NO) Tiempo isquemia fria >700 min
(cel/g x10° Isquemia caliente (SI/NO) Tiempo isquemia fria Rangos (min)

Tipo isquemia caliente Peso muestra

Tiempo isquemia caliente (min)

Isquemia caliente >30 min

Tiempo Protrombina (seg) Potasio (mEg/L)
Actividad ECOD
] FA (UI/L)
(pmol/min/mg)
FA Rangos (UI/L)
Sexo (Mujer) Edad (afios)
Peso (Kg) Peso (Kg)
Talla (cm) IMC
o BR Total (mg/dL) Medicacién previa (SI/NO)
Actividad
Creatinina (mg/dL)
testosterona-6-p
) ) Hb (g/dL)
hidroxilasa
HTO (%)

(pmol/min/mg)

GGT Rangos (UI/L)
Reseccidn hepatica (SI/NO)
Metéstasis hepéticas (SI/NO)

Peso muestra (g)

cel/g=células/gramo; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro; min=minutos; h=horas;
mEqg/L=miliequivalentes/litro; Ul/L=Unidades Internacionales/litro; g=gramos; g/dL=gramos/decilitro; seg=segundos;
Kg=kilogramos; ECOD=7-etoxicumarina O-deetilasa; IMC=indice masa corporal; BR=Bilirrubina; GOT=transaminasa

glutdmico-oxalacética; GGT=gammaglutamiltranspeptidasa; FA=Fosfatasa Alcalina; Hb=Hemoglobina; HTO=Hematocrito.
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Tabla 107. Variables estadisticamente significativas en el analisis multivariante de

losDVy DC.
DV DC
IMC Tiempo isquemia fria (min)
Viabilidad (%0) i _ i
Liquido perfusion (Celsior)
BR>1 mg/dL Tiempo isquemia fria (min)
Viabilidad >70% i _ _ i
QT preoperatoria (SI/NO) Liquido perfusion (Celsior)
indice de Quick (%) Sodio (MEq/L)
Rendimiento . . .
6 Reseccion hepética (SI/NO) | Neutrofilos (%)
(cel/g x10°) I .
Tiempo isquemia fria (min)
Actividad ECOD HTO (%)
(pmol/min/mg) Sexo (Hombre)
Actividad testosterona-6-p
o HTO (%)
hidroxilasa (pmol/min/mg)

cel/g=células/gramo; pmol/min/mg=picomoles/minuto/miligramo; mg/dL=miligramos/decilitro; min=minutos;
mEqg/L=miliequivalentes/litro; =~ ECOD=7-etoxicumarina  O-deetilasa;  IMC=indice ~masa  corporal;
BR=Bilirrubina; HTO=Hematocrito.
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DISCUSION

V. DISCUSION:

Se considera que el tejido hepatico humano presenta una gran variabilidad con
respecto a su calidad, consecuencia de distintos factores, entre los que se encuentran
principalmente las caracteristicas de los donantes y el proceso de aislamiento de las
células en el laboratorio (164), sin embargo se desconocen cuéles son exactamente los
factores del donante que aportan una mayor rentabilidad al procedimiento de

aislamiento de hepatocitos.

Hasta el momento actual, los estudios existentes son limitados y heterogéneos,
debido al empleo de diferentes protocolos de aislamiento y de criopreservacion celular,
distintos criterios en la valoracion de la funcionalidad del hepatocito, disparidad en los
tipos de biopsias hepaticas utilizadas en cuanto a etiologia y tamafio, asi como
caracteristicas del donante dentro del mismo estudio. Todo ello hace dificil poder
comparar resultados y extraer conclusiones validas aplicables para distintos grupos de

trabajo.

Con el fin de intentar obviar estas limitaciones hemos realizado un estudio en el
que se analizan un gran numero de variables con la finalidad de conocer las
caracteristicas de los donantes de hepatocitos en nuestro medio, y saber cual es la
influencia de estas caracteristicas en el resultado del aislamiento celular y las

caracteristicas funcionales del cultivo.

El objetivo es disponer de criterios objetivos para seleccionar aquellos donantes
de tejido hepatico en nuestro medio, de los que se podrian aislar hepatocitos de mayor
calidad con la finalidad en un futuro, de la realizacién del trasplante de hepatocitos o

trasplante celular hepatico (TCH), maximizando con ello los recursos.
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VIABILIDAD:

De los distintos pardmetros que se tienen en cuenta para caracterizar la calidad
de un aislamiento, la viabilidad es considerada como el mas relevante (81,91). Se ha
debatido en multiples ocasiones cuél es la viabilidad que deben tener los hepatocitos
para poder ser considerados aptos para la realizacion del TCH. La criopreservacion es
uno de los métodos mas utilizados para almacenar hepatocitos durante largo tiempo. Sin
embargo, el proceso de criopreservacion/descongelacion lesiona considerablemente el
hepatocito, ocasionando dafio mitocondrial, pérdida de la capacidad de sintesis de ATP,
anormalidades en la actividad enzimatica de la cadena respiratoria celular y con ello una

significativa disminucién de la viabilidad de los hepatocitos (91,93).

A la hora de la realizaciéon del TCH es importante llevarlo a cabo con
hepatocitos de calidad. Distintos autores consideran que para su realizacion, las células
deberian tener una viabilidad superior al 60% (74,165). Nuestro grupo ha establecido un
punto de corte de la viabilidad en 70%, considerando que un aislamiento con ésta
viabilidad como minimo se puede considerar un buen aislamiento. Valores inferiores no
se suelen aceptar para la criopreservacion, ya que en general tras la descongelacion, ésta
disminuye al menos en un 20%, y estos hepatocitos descongelados con viabilidades
bajas no serian éptimos para realizar el TCH (81). Por ello se requieren suspensiones de
hepatocitos recién aislados con una viabilidad elevada para que soporten adecuadamente

el proceso de criopreservacion.

RENDIMIENTO:

El rendimiento del aislamiento celular se considera importante, sin embargo no
es un factor tan decisivo como la viabilidad en el momento de seleccionar un buen
donante de hepatocitos; es decir, no podriamos establecer una cifra como punto de corte
Optimo para el TCH. Existen donantes en los que tras el aislamiento se ha obtenido una
buena viabilidad pero el rendimiento no ha sido tan bueno, pese a lo cual, si la
funcionalidad de acuerdo a los parametros determinados es también adecuada, podrian

ser Utiles para su uso en terapia celular.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA:

Los xenobioGticos son compuestos quimicos que no forman parte de la
composicion habitual del cuerpo humano. El organismo cuenta con una serie de
enzimas capaces de convertirlos en sustancias mas hidrosolubles y mas faciles de
excretar. Son reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis. El citocromo P450 (CYP)
(enzima con actividad monooxigenasa) es el principal responsable del metabolismo

oxidativo de los xenobioticos (7).

El conocimiento de las rutas metabdlicas de los farmacos y de su toxicidad son
claves para determinar la eficacia y el riesgo de dichos farmacos. Los hepatocitos
humanos son el modelo que méas se aproxima al higado humano y son considerados
como una herramienta eficaz in vitro para anticipar el metabolismo de un farmaco y
para poner en evidencia el riesgo de dicho farmaco en humanos (71). La actividad 7-
etoxicumarina O-deetilasa (ECOD) es una actividad oxidativa representativa de varios
isoenzimas del P450, y la enzima testosterona-6-p hidroxilasa es indicativa de la
actividad CYP3A4 (la enzima CYP mas abundante en el higado humano) (7). En
nuestro estudio hemos querido analizar la influencia de un gran nimero de variables en
la actividad ECOD vy testosterona-6-f hidroxilasa como parametros indicadores de

funcionalidad hepatica.

V.1. Resultados del aislamiento y cultivo.

V.1.1. Donantes vivos (DV):

En una revisién de las distintas publicaciones existentes en la literatura que
analizan las caracteristicas de los DV de hepatocitos, observamos como sélo los
estudios de los grupos de Alexandre et al. 2002 (154) y Richert et al. 2004 (156) son
comparables al nuestro en cuanto a tamafio muestral, ya que el primero incluye 149
donantes y un nimero aceptable de variables estudiadas, y el segundo consigue reclutar
130 donantes, analizando datos conjuntos de donantes del grupo francés, Alexandre et
al. 2002 (154), y donantes reclutados por el grupo de Lloyd et al. 2004 (156).
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¢ Viabilidad: El anélisis de la viabilidad media de los DV en nuestra serie fue del
90,11+14,97%; este resultado es comparable al de algunas series, con viabilidades
comprendidas entre el 59 y el 89% (154,155,156,157,158).

Destaca el estudio de Bhogal et al. 2011 (153), que presento viabilidades medias
del 40%, una cifra significativamente menor al resto de grupos, esto probablemente es
debido a que todos los aislamientos del estudio se realizaron de higados procedentes de
resecciones hepaticas, y en su mayor parte de pacientes cirréticos con indicacion de

Trasplante Hepatico (TH).

El trabajo de Richert et al. 2004 (156) merece una mencion a parte, ya que
realiz6 un analisis investigando las variables viabilidad y rendimiento en dos grandes
grupos: compard donantes de los grupos de Lloyd et al. 2004 (155) y Alexandre et al.
2002 (154), aunque para compararlos no incluy6 exactamente los mismos donantes que
éstos en sus respectivas publicaciones. Es decir: Alexandre et al. 2002 (154), en su
articulo hablaban de 149 DV, pero Richert et al. 2004 (156) s6lo tomaron 58 donantes
de todos ellos; el grupo de Lloyd et al. 2004 (155) incluy6 en su estudio 60 DV y 7
donantes cadaver (DC), sin embargo, Richert et al. 2004 (156) incluyeron menos DV y
mas DC reclutados del grupo inglés de Lloyd (155) (72 y 11 respectivamente).

En el estudio del grupo francés, Alexandre et al. 2002 (154), con 58 DV
incluidos, las biopsias procedian de resecciones hepéticas por patologia benigna (31%)
o maligna (69%). La serie del grupo inglés, Lloyd et al. 2004 (155) constaba de 11 DC
y 72 DV, a los que igualmente se habia realizado una reseccion hepatica, en su mayor
parte por metastasis hepaticas, representando la patologia benigna unicamente un 0,6%
de los casos, frente al 56,6% de nuestra serie. Al comparar ambos grupos (inglés y
frances), observaron Unicamente diferencias significativas en la viabilidad, siendo
mayor en el grupo inglés (83,4%), comparado con la del grupo francés (60,1%), lo que
sugiere una digestion enziméatica mas uniforme en el grupo inglés de Lloyd et al. 2004
(155,156). Sin embargo estos grupos no son del todo comparables al tratarse de dos
poblaciones diferentes, ya que en el estudio del grupo de Alexandre et al. 2002 (154)
solo hay DV vy en el del grupo de Lloyd et al. 2004 (155) hay DV y DC juntos.
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e Rendimiento: Al analizar el rendimiento del aislamiento, observamos la
existencia de una mayor variabilidad entre los grupos. En nuestro estudio el rendimiento
medio del aislamiento de los DV fue de 12,03 x10°cel/g de tejido. Estas cifras son
superiores a otras series como la de Kawahara et al. 2010 (158) (cuyo rendimiento se
sita en 6 x10°cel/g), o Lloyd et al. 2004 (155) y Alexandre et al. 2002 (154), con un
rendimiento de 5,4 x10° cel/g y 4 x10° cel/g respectivamente. Sélo la serie de Vondran
et al. 2008 (157) supera a la nuestra, describiendo un rendimiento en el aislamiento de
18,7 x10%cel/g.

e Actividad enzimatica: El Unico grupo que estudia la actividad enzimética de

forma similar a la nuestra es el de Vondran et al. 2008 (157), ya que incluy6 en su
andlisis las actividades 7-etoxiresorufina O-deetilasa (EROD) (representativa de la
isoenzima CYP1A2) y ECOD, y obtuvo medias de actividad ECOD de 15,3 nmol/L/h.

V.1.2. Donantes cadaver (DC):

En nuestra serie se incluyeron 36 DC no rechazados para TH, constituyendo la
mayor serie en la literatura con este tipo de donantes en la que se valora la influencia de
un considerable numero de variables en el aislamiento de hepatocitos humanos. Existen
series algo mas amplias que la nuestra, pero se trata de series que incluyen en sus
estudios un mayor nimero de injertos hepaticos, aunque todos ellos desestimados para
TH, mayoritariamente por esteatosis, fibrosis o cirrosis, y ademéas no realizan un estudio
tan exhaustivo de las variables de los donantes (42,81). El grupo de Hughes et al. 2006
(74), realizo el estudio en una serie algo menor a la nuestra, 20 pacientes, con 6rganos
rechazados para TH, aunque en este caso se trataba de donantes a corazén parado,
analizando solo dos variables: el tiempo de isquemia caliente y el tiempo de isquemia
fria. Esta heterogeneidad entre los grupos hace dificil la comparacién de nuestros

resultados con los mismos.
e Viabilidad: La viabilidad media obtenida por nuestro grupo tras el aislamiento

de los hepatocitos de DC fue del 67,17 %, comparable a la de otros grupos (64-77%)
(79,81,155,159,165) y superior a la de otros autores (74).
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Cabe destacar el estudio de Baccarani et al. 2003 (79), ya que no hizo un analisis
de las diferentes variables de los donantes, sino que se limitd a realizar un estudio
comparativo de la viabilidad y el rendimiento segun las distintas causas por las que se
rechazo el érgano para TH (fundamentalmente esteatosis y cirrosis). Es llamativa la
viabilidad media que obtuvieron (73%). Esto es debido a una modificacion en la
perfusion de colagenasa, pasando de los 2 pasos utilizados habitualmente, a 4 pasos. El
autor detectd diferencias no significativas en la viabilidad, aunque ésta fue menor en

higados cirroticos (66%, frente al 77% de los higados esteatdsicos) (79).

¢ Rendimiento: Las cifras de rendimiento del aislamiento en nuestro grupo fueron
de 7,08 x10° cel/g, aproximandose a las obtenidas por Baccarani et al. 2003 (79), cuyo
rendimiento medio en el aislamiento era de 7,2 x10%el/g, y ademas siendo el
rendimiento significativamente menor en los DC con higados cirréticos (1x10° cel/g,

frente a 9 x10°cel/g de los DC con higados esteatdsicos) en ese estudio.

Sin embargo, las cifras de rendimiento obtenidas en nuestro estudio son
superiores a las obtenidas por Hughes et al. 2006 (74), Alexandrova et al. 2005 (81) y
Lloyd et al. 2004 (155), que obtienen rendimientos entre 2,2 y 3,6 x10°el/g, y algo
inferiores a las publicadas por Groothuis et al. 1995 (159) o Bonora-Centelles et al.
2010 (165), con rendimientos de 12,5 x10° cel/g y 10,1 x10° cel/g respectivamente.

e Actividad enzimédtica: no es posible comparar nuestros datos globales de

actividad ECOD 'y testosterona-6-p hidroxilasa en DV ya que ningun otro grupo ha

hecho el analisis de estos datos.

V.1.3. Analisis comparativo de los resultados del aislamiento celular entre donante

vivo y donante cadaver en nuestro estudio:

e Viabilidad y rendimiento: Al comparar los resultados de viabilidad y

rendimiento, entre DV y DC, observamos que la viabilidad de los hepatocitos obtenidos
de DV fue mayor (90,11%) que la de los DC (67,17%); el rendimiento del aislamiento
también fue mayor en los DV, con una media de 12,03 x10° cel/g frente a 6,21 x10°

cel/g de los DC, siendo las diferencias estadisticamente significativas en ambos casos.

152



DISCUSION

Otros autores, como Lloyd et al. 2004 (155) también obtienen mayor viabilidad y

rendimiento en los DV, aunque sus resultados no alcanzan la significacion estadistica.

e Actividad enzimatica: Los resultados obtenidos tras la medicién de las

actividades enziméaticas ECOD vy testosterona-6-f hidroxilasa no mostraron diferencias
significativas entre los dos grupos, siendo la actividad ECOD en DV de 15,97
pmol/min/mg frente a 12,60 pmol/min/mg de los DC, y la actividad testosterona-6-3
hidroxilasa en DV de 70,26 pmol/min/mg frente a 71,93 pmol/min/mg en DC. Ninguno
de los estudios publicados hasta la fecha ha estudiado y comparado la actividad

enzimatica en el aislamiento de hepatocitos de DV y DC.

e Caracteristicas de los donantes: Al comparar las caracteristicas de los donantes

entre DV y DC hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en muchas
de ellas.

En primer lugar la edad del donante constituye un factor importante, estudiado
por algunos de los grupos (79,81,155). En nuestra serie los DC eran mas jovenes y mas
altos, con una media de edad de 46,44 afios y 167 cm de altura, siendo estos resultados
comparables a los de otros autores (79,81,155).

Respecto a los parametros analiticos, el estudio estadistico realizado demostrd
diferencias estadisticamente significativas en las cifras de glucosa, sodio, creatinina,
namero de leucocitos, porcentaje de neutrdfilos y tiempo de protrombina, entre los dos
grupos de donantes, siendo los valores mas elevados en los DC. Este resultado podria
estar relacionado con la estancia, a veces prolongada, de estos donantes en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI), ya que en general suelen estar mas deteriorados y han
estado sometidos a mayor estrés que los DV. Por el contrario, cuando los pardmetros
analiticos analizados fueron las cifras de potasio, proteinas totales, hemoglobina,
hematocrito, nimero de plaquetas e indice de Quick, se demostraron diferencias
estadisticamente significativas, siendo en este caso los DV los que presentaban valores
mas altos en dichos parametros, resultado logico, ya que son pacientes sometidos a
cirugias electivas y que por tanto se encuentran generalmente en mejores condiciones

que los DC.
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Otra de las variables del donante que desempefia un papel muy importante en la
gran variabilidad que presenta el tejido hepatico humano, es la presencia de esteatosis
hepética. El analisis estadistico en nuestro estudio constatd diferencias significativas
entre nuestros dos grupos, ya que el 36,1% de las biopsias procedentes de DC

presentaba esteatosis, frente al 14,7% de las biopsias procedentes de DV.

V.2. DONANTES VIVOS: variables predictoras o independientes de los donantes

que influyen en los resultados del aislamiento y cultivo de los hepatocitos.

La influencia de las caracteristicas y antecedentes personales de los DV en el
aislamiento y cultivo de los hepatocitos, ha sido estudiada con mayor o menor

exhaustividad por los diferentes grupos.

1.- La edad ha sido uno de los parametros mas estudiado por los distintos autores,
aunque las series son pequefias y el nimero de variables estudiadas escaso. En nuestra
serie, el analisis univariante evidencié que la edad no influye en la viabilidad, en el
rendimiento ni en la actividad enzimatica del aislamiento de hepatocitos, coincidiendo
con Alexandre et al. 2002 (154), Richert et al. 2004 (156) y Blanco et al. 2000 (166).
Sin embargo difiere de las series de Lloyd et al. 2004 (155), Vondran et al. 2008 (157)
y Kawahara et al. 2010 (158), aunque no existe homogeneidad entre los resultados de
todos los grupos. Para algunos autores la edad avanzada influye negativamente y de
forma significativa en la viabilidad (155,158), sin influir en el rendimiento del
aislamiento; frente a otros que describen una influencia negativa estadisticamente
significativa en el rendimiento del aislamiento, de modo que aquellos pacientes con
edades inferiores a 50 afios, presentan un rendimiento de media de 25,5 x10° cel/g,
frente a aquellos con edades superiores a 50 afios, que tienen un rendimiento medio de
16,8 x10°el/g, no encontrando influencia de la edad respecto a la viabilidad (157).
Posiblemente este resultado obtenido por el grupo de Vondran et al. 2008 (157), no sea
debido a la edad en si, sino a la distribucion de patologias por edades, ya que la
indicacion de la cirugia en los donantes mayores de 50 afios fue fundamentalmente por
tumores primarios y secundarios, mientras que los donantes menores de 50 afos la

cirugia se indicé fundamentalmente por patologias benignas.
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2.- El sexo, en nuestro estudio, unicamente influye de forma significativa en la actividad
testosterona-6-f hidroxilasa. Las mujeres presentan mayor actividad de esta enzima en
el aislamiento, con cifras de 92,3 pmol/min/mg, frente a 45,5 pmol/min/mg de los
hombres (p=0,000), de acuerdo a lo publicado por otros autores en higado humano
(167,168). Al incluir la actividad ECOD en el anélisis multivariante, se ha observado
que el resultado si llega a ser estadisticamente significativo, aunque en este caso,
presentan mayor actividad ECOD las biopsias aisladas de los hombres que en las de las
mujeres. No existe influencia del sexo en viabilidad y rendimiento al igual que en los
otros grupos (154-158). Es dificil dar una explicacién logica a estos resultados.
Posiblemente es debido a la gran variabilidad interindividual en cuanto a la actividad
enzimatica, y a la dependencia de ésta de muchos otros factores como puede ser el tipo

de alimentacion, el estado nutricional, etc. (7).

3.- El indice de masa Corporal (IMC), en nuestro estudio tiende a influir negativamente
en todas las variables del aislamiento, aunque lo hace con significacion estadistica sélo
en la viabilidad, tanto en el andlisis univariante como multivariante, de modo que a
mayor IMC, menor viabilidad de los hepatocitos aislados. El resto de grupos no han
analizado esta variable, aunque parece l6gico que la viabilidad sea menor en pacientes
con mayor sobrepeso, ya que los hepatocitos presentan mayor acumulacion de grasa.
So6lo el grupo de Lloyd et al. 2004 (155) analiza el IMC sin encontrar influencias en el

resultado del aislamiento.

4.- Del resto de caracteristicas clinicas y antecedentes personales de los donantes
analizadas en nuestro estudio, ninguna muestra influencias estadisticamente
significativas en el aislamiento y cultivo celular. Sélo la quimioterapia preoperatoria
parece que influye en la viabilidad y el rendimiento del aislamiento, de forma que los
DV que no han recibido QT preoperatoria presentan una viabilidad y un rendimiento del
aislamiento celular superior a la de los que si la han recibido, sin que el estudio
univariante demuestre resultados estadisticamente significativos (p<0,1). Sin embargo,
en nuestro estudio, al incluir esta variable en el analisis multivariante de la viabilidad
superior al 70%, se observo que la QT preoperatoria influia negativamente en esta y el
resultado obtenido si fue estadisticamente significativo. Esto podria correlacionarse con
lo demostrado por diferentes autores, en estudios realizados con pacientes intervenidos

por metastasis hepéaticas de carcinoma colorrectal que han recibido quimioterapia
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preoperatoria, debido al dafio hepatico demostrado al utilizar determinados agentes
quimioterapicos, como son la esteatohepatitis o el dafio sinusoidal del irinotecan y el
oxaliplatino respectivamente (169,170). En la literatura existente, ningin autor encontro

influencia de dichas variables en el aislamiento de hepatocitos (154-158).

5.- Los parédmetros analiticos influyen de forma diferente en el aislamiento de los

hepatocitos.

- En nuestra serie, las cifras de glucemia en sangre influyen de forma negativa y
estadisticamente significativa en la viabilidad de los hepatocitos, siendo menor la
viabilidad cuanto mayor es la cifra de glucemia en sangre; sin embargo el estudio
multivariante no demuestra significacion estadistica. No existen datos en la literatura
que analicen la influencia de esta variable en el resultado del aislamiento de los
hepatocitos.

- El analisis de la influencia las cifras de bilirrubina, GOT, GPT, FA y GGT en el
aislamiento y cultivo de los hepatocitos, tiene un gran interés dado que sus valores son
un fiel reflejo del grado de citolisis y de colestasis existente.

En nuestra serie, las cifras de bilirrubina influyen de forma negativa a la hora
de obtener una viabilidad del aislamiento superior al 70% y en la actividad testosterona-
6-P hidroxilasa del aislamiento. Los donantes con valores de bilirrubina superiores a 1
mg/dL, presentan una viabilidad inferior al 70% en el aislamiento y el resultado se
mantiene al realizar el analisis multivariante. Solo el estudio del grupo de Lloyd et al.
2004 (155) encuentra en su estudio una influencia negativa de las cifras de bilirrubina
en la viabilidad del aislamiento, sin especificar si este resultado tiene significacion
estadistica. La bilirrubina es toxica y ello puede justificar que valores altos de
bilirrubina afecten negativamente la viabilidad de los hepatocitos aislados como se ha

descrito en cultivos de hepatocitos (171).

En cuanto a las cifras de GOT y GPT, en nuestro estudio, observamos que
cuanto mayor es su valor en sangre, menores son la viabilidad y rendimiento del
aislamiento celular, asi como mayor es la actividad de las enzimas ECOD vy

testosterona-6-f hidroxilasa, aunque en el estudio estadistico solo la GOT presenta
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resultados significativos en el rendimiento del aislamiento, significacién que se pierde
en el analisis multivariante. Los rangos utilizados para analizar la GGT y la FA han sido
establecidos de acuerdo con las cifras normales e iguales al grupo de Vondran et al.
2008 (157). La GGT dividida en rangos ofrece un resultado estadisticamente
significativo al analizar la actividad testosterona-6-f hidroxilasa, son aquellos pacientes
con cifras de GGT entre 55 y 120 UI/L los que presentan mayor actividad enzimética
(89,8 pmol/min/mg) en comparacion con aquellos con cifras de GGT por debajo de 55
UI/L o por encima de 120 UI/L (p=0,04). Los grupos de Lloyd et al. 2004 (155),
Richert et al. 2004 (156) y Kawahara et al. 2010 (158) no encuentran influencia de éstos
pardmetros en el aislamiento, sin embargo el grupo de Alexandre et al. 2002 (154)
describe que a mayores cifras de GGT, menor es el porcentaje de higado digerido y
menor el rendimiento del aislamiento (p<0,05). El grupo de Vondran et al. 2008 (157)
describe ante colestasis elevadas, una influencia negativa en el rendimiento y en la
viabilidad, aunque sin significacion estadistica; sin embargo el analisis de las cifras de
GGT de forma aislada, demuestra una disminucion de la viabilidad ante valores de GGT
superiores a 60 UI/L (157). El andlisis de los distintos trabajos publicados indica que las
enzimas hepaticas tienen influencia en el aislamiento, aunque existe mucha variabilidad
entre los resultados (154,157).

- La creatinina, en nuestro estudio, influye de forma negativa y significativa en la
actividad testosterona-6-p hidroxilasa del aislamiento (sin corroborarse el resultado tras
el analisis multivariante), pero no lo hace en el resto de variables estudiadas, resultado

que coincide con las observaciones del grupo de Lloyd et al. 2004 (155).

- La hemoglobina y el hematocrito, en nuestra serie, influyen de forma negativa en la
actividad enzimaética, aunque solo es estadisticamente significativo el resultado en el
caso de la actividad testosterona-6-f hidroxilasa. Ademas el hematocrito es la tinica
variable que se mantiene estadisticamente significativa en el analisis multivariante de la
actividad testosterona-6-f hidroxilasa. Al incluir el hematocrito en el analisis
multivariante de la actividad ECOD, ésta es la Unica variable con significacion
estadistica (p=0,011) junto con el sexo, que influye en la misma. Por lo tanto, a mayores
cifras de hematocrito menor es la actividad ECOD vy testosterona-6-f hidroxilasa del
aislamiento. Este hecho podria explicarse, con los conocimientos que tenemos

actualmente, de la siguiente forma: A mayores cifras de hematocrito, existe mayor
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oxigeno en sangre, lo cual llevaria a pensar que para obtener la misma actividad
enzimatica in vivo, podria ser suficiente una menor cantidad de enzima, de tal modo que
un nivel sostenido de hematocrito elevado podria conducir a una menor sintesis del
enzima, y por tanto, al determinar la actividad del enzima in vitro, al haber menor
cantidad de enzima, la actividad también es menor. No existen datos en la literatura que
analicen la influencia de estas variables en el resultado del aislamiento de los

hepatocitos.

- El porcentaje de neutrofilos influye de forma negativa y significativa en la viabilidad
de los hepatocitos aislados de los DC. Aunque el resultado no mantiene la significacion
estadistica tras el analisis multivariante, esto se podria explicar de manera que aquellos
donantes con mayor porcentaje de neutréfilos podrian tener algun tipo de infeccion, y

que este hecho, disminuya la viabilidad tras el aislamiento de los hepatocitos.

- El indice de Quick, indicador de la funcion de sintesis hepética, influye de forma
positiva en el rendimiento del asilamiento, con resultado estadisticamente significativo
en nuestro estudio, de forma que a mayor indice de Quick, mayor es el rendimiento de
los hepatocitos aislados. Ademas, este parametro constituye una de las variables con
valor prondstico independiente, ya que mantiene la significacion estadistica en el
analisis multivariante. EIl resultado entra dentro de lo esperable, dado que el indice de

Quick es un fiel indicador del grado de reserva funcional hepatica.

- El tiempo de protrombina, en nuestra serie, influye de manera positiva el la actividad
ECOD del aislamiento (p=0,048). Por el contrario, observamos que s6lo el grupo de
Vondran et al. 2008 (157) ha estudiado estas dos variables, y no encuentra influencia de
los parametros de coagulacion en la viabilidad, rendimiento ni en la actividad ECOD del

aislamiento.

La enorme variabilidad enzimética interindividual entre los diferentes seres
humanos, debida a diferencias fenotipicas (consumo de drogas, alcohol, medicamentos,
habitos alimentarios, etc.) o genotipicas (polimorfismo genético de ciertas isoenzimas
del P450), independiente del sexo o la edad, es un hecho conocido (4,71). Por tanto es

dificil correlacionar los cambios de cualquier variable con los cambios en las
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actividades enzimaticas, dejando abierto este punto a futuros estudios con mayor
disponibilidad de datos.

6.- Variables relacionadas con la intervencion:

- Una de las variables estudiadas ha sido la patologia de base que ha motivado la
intervencion del donante. En nuestro estudio la mayoria de las biopsias procedian de
DV intervenidos por patologia benigna, frente al resto de las series, en las que el
asilamiento de hepatocitos se realiz6 de higados provenientes de resecciones hepaticas,
en su mayoria por metastasis (154-158).

- En nuestra serie, los donantes intervenidos por patologia maligna, presentan menor
viabilidad y rendimiento de los hepatocitos aislados que los donantes intervenidos por
patologia benigna (p>0,05), al igual que el grupo de Vondran et al. 2008 (157).
Diferentes series analizadas por otros autores y descritas en la literatura, no encuentran
influencias de la benignidad o malignidad de la patologia por la que fueron intervenidos
los donantes sobre la viabilidad y rendimiento celular (154-156,158). En cuanto a la
actividad enzimaética de los hepatocitos aislados, en nuestro estudio no encontramos
influencias estadisticamente significativas de la benignidad o malignidad de la patologia
que condiciond la intervencién sobre dicha actividad, al igual que se ha descrito en la

serie analizada por VVondran et al. 2008 (157).

- En nuestro estudio, los donantes intervenidos por metastasis hepéticas (19%)
presentan un menor rendimiento (p<0,05), que aquellos no intervenidos por metastasis
(aunque pierde la significacion estadistica en el analisis multivariante). ElI grupo de
Vondran et al. 2008 (157) no encuentra diferencias en su estudio en los resultados del
aislamiento entre DV intervenidos por tumores primarios 0 metéstasis hepaticas. Otros
autores no encuentran diferencias en el aislamiento de donantes intervenidos o no por
metastasis hepaticas (154-156,158). Esto puede ser debido a que la mayoria de estos
autores incluyen series de donantes intervenidos fundamentalmente por metéstasis. Lo
mismo sucede con los resultados del grupo de Bhogal et al. 2011 (153), que no
encuentra influencias del tipo de patologia que condicioné la intervencion, ya que mas

del 50% son higados cirraticos.
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- En nuestro estudio, los donantes a los que se ha realizado algln tipo de reseccién
hepatica presentan un rendimiento menor que aquellos a los que no se ha realizado
reseccion hepatica (p=0,00). EI rendimiento del aislamiento es una variable con valor
prondstico independiente, ya que mantiene la significacion estadistica en el analisis
multivariante, a diferencia del resultado obtenido con la variable “metéstasis hepaticas”;
de modo que presentan peor rendimiento en el aislamiento aquellos pacientes a los que
se ha realizado algin tipo de reseccidn hepatica, ya sea ésta menor o mayor. Este
resultado podria estar en relacion con el estado funcional de unos hepatocitos

patoldgicos.

Observamos también, que los DV intervenidos por metastasis hepaticas y
aquellos a los que se ha realizado algun tipo de reseccidn hepatica, presentan mayor
actividad testosterona-6- hidroxilasa en el asilamiento de hepatocitos (p=0,010 y
p=0,036 respectivamente), aunque al incluir las variables en el analisis multivariante,

ambas pierden la significacion estadistica.

- La maniobra de Pringle expone al higado a una isquemia caliente, sin embargo esta

maniobra no se realiza de forma sistematica en todas las cirugias hepaticas.

Los donantes sometidos a isquemia caliente durante la intervencion, en nuestra
serie, presentan menor viabilidad y el rendimiento del aislamiento, aunque sélo en el
caso del rendimiento los resultados son estadisticamente significativos, y no hay
diferencias en cuanto al tipo de isquemia (continua o intermitente). En el andlisis
multivariante del rendimiento del aislamiento, vemos que la variable “isquemia

caliente” pierde toda significacion estadistica (p=0,990).

El tiempo de isquemia caliente, no influye significativamente en la viabilidad o
la actividad enzimatica de los hepatocitos aislados, pero sin embargo si influye de forma
negativa y significativa en el rendimiento del aislamiento, aunque el resultado no se

mantiene en el analisis multivariante.

En nuestro estudio sélo en un 14% de los donantes se realizd clampaje del
pediculo en algun momento de la intervencidn, y en estos casos el rango de isquemia

caliente se sitta entre 0 y 240 minutos. Hemos podido establecer un punto de corte en
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30 minutos para la isquemia caliente, por encima del cual el rendimiento disminuye de

forma estadisticamente significativa.

Coincidiendo con nuestros resultados, Alexandre et al. 2002 (154) demuestran
menor rendimiento del aislamiento en aquellos donantes sometidos a clampaje del
pediculo, independientemente de si éste ha sido continuo o intermitente, y ademas
detecta un descenso en el rendimiento del aislamiento cuando el tiempo de isquemia
caliente es superior a 30 minutos, aunque sin significacion estadistica. Kawahara et al.
2010 (158) demuestran en su estudio la influencia negativa de la isquemia caliente y el
tiempo de la misma en la viabilidad del aislamiento, pero no en el rendimiento. Sin
embargo estos resultados se oponen a los presentados por otros, que no encuentran
influencia de la isquemia caliente en el aislamiento (155,157). Una vez mas existe
disparidad entre los resultados de los diferentes grupos y esto podria justificarse por la
diferencia en la duracién de los periodos de isquemia y de descanso durante la maniobra

de Pringle.

Al analizar conjuntamente las variables relacionadas con la intervencion
(reseccidn hepatica, metastasis hepaticas, isquemia caliente) y la administracion o no de
QT preoperatoria, observamos que en el andlisis multivariante en el caso del
rendimiento, la Unica variable que mantiene la significacion estadistica es el hecho de
haberse realizado o no una reseccion hepatica. Los donantes a los que se ha hecho algin
tipo de reseccidn hepatica (sea esta mayor o menor), presentan menor rendimiento en el
aislamiento (p<0,05), por tanto, debe existir algun factor relacionado con lo que sucede
durante la cirugia en una reseccion hepatica, que es lo que realmente marca el hecho de
que el rendimiento sea menor, independientemente de si ha recibido QT, ha tenido

isquemia caliente o esta operado de metéastasis hepaticas.

7.- Variables relacionadas con la biopsia:

- La esteatosis hepatica puede ser caracterizada de forma cualitativa y cuantitativa. La
evaluacion cuantitativa estd basada en el porcentaje de hepatocitos que contienen
inclusiones de grasa en el citoplasma, pudiendo clasificarse en dos grupos: esteatosis
macrovesicular y microvesicular (163,172). La esteatosis del injerto constituye un

factor importante a la hora de la realizacion de un TH, dado que influye en el
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funcionamiento del injerto hepatico. La presencia de una esteatosis severa (>60%) esta
asociada a disfuncion primaria del injerto (172-174), motivo por el cual, la esteatosis es
un factor ampliamente estudiado y que consideramos de gran importancia en el

aislamiento de los hepatocitos.

En nuestro estudio la presencia de esteatosis en la biopsia implica un menor
rendimiento y actividad ECOD en el aislamiento, aproximandose el resultado a la
significacion estadistica (p=0,056 y p=0,062 respectivamente). Nuestros resultados
concuerdan con los de otros grupos que describen mayor rendimiento y viabilidad en las
biopsias sin esteatosis aunque sin significacion estadistica (153,156-158). Alexandre et
al. 2002 (154) encuentran influencia de la esteatosis unicamente en el rendimiento del

aislamiento, sin ser tampoco el resultado estadisticamente significativo.

Sin embargo, el grupo de Lloyd et al. 2004 (155) obtiene resultados claros: las
biopsias con esteatosis presentan mayor viabilidad (88%) (p=0,035), aunque este grupo
realiza la estimacién de la esteatosis de forma visual, criterio subjetivo, que podria

explicar las diferencias de los resultados.

En nuestra serie, la mayoria de los DV (85,3%) no presentaban esteatosis; el
resto de casos (14,7%) si presentaba esteatosis, pero s6lo en 2 donantes la esteatosis era
superior al 40%, lo cual representa un porcentaje muy pequefio del total, que podria
justificar que los resultados carezcan de significacion estadistica. Recientes estudios
sugieren que la adicion de N-acetilcisteina al liquido de perfusién puede mejorar el
rendimiento del aislamiento de los hepatocitos procedentes de higados esteatdsicos
(175).

- El peso de la muestra en nuestra serie influye unicamente en la actividad
testosterona-6-f hidroxilasa. Sin embargo el aumento de tamafio del tejido influye de
forma negativa en el rendimiento del aislamiento, aunque sin significacién estadistica.
Ello se explica por el hecho de que a medida que la muestra es mayor, el acceso del
liquido de perfusion a las zonas mas distales del tejido hepéatico es mas costoso y por

tanto el rendimiento disminuye.
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Al comparar los resultados con los otros grupos observamos cierta disparidad.
Kawahara et al. 2010 (158) describen una influencia negativa estadisticamente
significativa entre el peso de la biopsia y el rendimiento del aislamiento. Richert et al.
2004 (156) describen una disminucion del rendimiento con biopsias cuyo peso es
superior a 150 g y sin embargo observan un rendimiento mayor en las biopsias con
pesos comprendidos entre los 50g y los 100 g, aunque sus resultados no son
estadisticamente significativos. Para otros autores (155), el peso de la biopsia influye de
forma significativa en la viabilidad del aislamiento y en el rendimiento, de manera que
las biopsias entre 51 y 75 g presentan mayor viabilidad. Los resultados no son del todo
equiparables a los nuestros, ya que los grupos de Lloyd et al. 2004 (155) y Richert et al.
2004 (156) incluyen en su andlisis DC y DV, procediendo las biopsias de estos ultimos
de resecciones hepaticas, con lo cual la media del peso de sus muestras (175 g) es

mucho mayor que el de las nuestras (5,07 g).

Otros autores (154) difieren en sus resultados, en los que el peso de la biopsia no
influye ni en la viabilidad ni en el rendimiento del aislamiento, pero si lo hace de forma
negativa en el porcentaje de higado digerido, de forma que biopsias con peso superior a
100 g presentan menor porcentaje de higado digerido (p<0,05).

V.3. DONANTES CADAVER: variables predictoras o independientes de los
donantes que influyen en los resultados del aislamiento de los hepatocitos.

Las caracteristicas y antecedentes personales de los DC fueron ampliamente

estudiadas en nuestra serie:

1.- La edad y el sexo son unos de los parametros mas estudiados por los autores. En
nuestro estudio los pacientes de mayor edad presentan menor actividad testosterona-6-3
hidroxilasa (p<0,05). El resto de variables analizadas no influyen en el aislamiento en
nuestra serie. Ni el grupo de Alexandrova et al. 2005 (81) ni Bonora-Centelles et al.
2010 (165) en sus respectivos estudios encuentran influencias de la edad ni el sexo en el
aislamiento de los hepatocitos. Solo el grupo de Groothuis et al. 1995 (159) encuentra
una influencia negativa con significacion estadistica de la edad en el rendimiento del

aislamiento. El resto de grupos no analiza estas variables (69,74,79).

163



DISCUSION

2.- Del resto de variables analizadas, los donantes que tomaban medicacion
previamente a la donacion del 6rgano y aquellos con mayor IMC, presentan menor
actividad testosterona-6-p hidroxilasa (p<0,05). El tiempo en UCI influye
negativamente en la viabilidad y en el rendimiento, pero solo es estadisticamente
significativo en el caso de la viabilidad. De esta manera podemos establecer un tiempo
limite de estancia en UCI en 72 horas, ya que los hepatocitos de los DC con estancias en
UCI inferiores a 72 horas tienen una viabilidad media del 76% frente al 50% que
presentan aquellos con estancias en UCI superiores a las 72 horas (p=0,028). Solo
Hughes et al. 2006 (74) analizan este parametro sin encontrar influencias significativas
en el resultado del aislamiento. Cabe resefiar también en nuestro estudio, que aquellos
DC que han recibido antibioticos durante su estancia en UCI tienen menor viabilidad y
rendimiento en el aislamiento de los hepatocitos (p=0,087 y p=0,05 respectivamente).
Quizés esto sea debido a que algunos antibidticos se metabolizan en el higado y esto
influye de alguna manera en el aislamiento. No podemos comparar nuestros resultados
con los del resto de grupos, ya que ninguno ha analizado la influencia de estas variables
en el aislamiento de hepatocitos (79,81,159,165). La explicacion de los resultados se
podria deber a que una mayor estancia en UCI supone una mayor administracion de
medicamentos y un deterioro progresivo de los donantes. Sin embargo, tanto el tiempo
de estancia en UCI como la administracion de antibidticos en la unidad, pierden la

significacion estadistica al incluirlas en el analisis multivariante.

3.- Analizando los diferentes parametros analiticos observamos que ninguno tiene una
influencia significativa en la viabilidad; Gnicamente merece ser mencionado un factor:
el sodio, y en concreto las cifras de sodio superiores a 160 mEg/L, ya que de aquellos
DC con natremias inferiores a 160 mEg/L, el 77,8% tienen viabilidades superiores al
70%, aunque el resultado no alcanza la significacion estadistica (p=0,099). Al analizar
la influencia de los parametros analiticos en el rendimiento, observamos que los valores
de sodio si influyen estadisticamente y de forma negativa en el rendimiento del
aislamiento tanto en el analisis univariante como multivariante. Observamos que estos
resultados se correlacionan con lo estudiado en los DC para TH, puesto que orientan
sobre el estado y el buen funcionamiento del injerto y pueden ser determinantes a la
hora de aceptar o rechazar a un paciente como donante para TH, ya que donantes con

cifras elevadas de sodio en sangre son considerados subdptimos (176). Vemos por tanto,
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que en cierto modo, las cosas son parecidas para el aislamiento de hepatocitos, ya que
los resultados son peores cuando la natremia es superior a los 160 mEq/L.

- Las cifras de glucemia superiores a 120 mg/dL también influyen negativamente en el
rendimiento del aislamiento, siendo la media de 6,20 cel/g x10° frente al 16,69 cel/g
x10° de los DC con glucemias inferiores a 120 mg/dL (p=0,006).

- Del resto de parametros analiticos estudiados: en nuestra serie se observa que a mayor
porcentaje de neutrofilos, menor es el rendimiento del aislamiento (p=0,008). Esta
variable se mantiene como factor prondstico independiente en el analisis multivariante,
por tanto, vemos que posiblemente el hecho importante en relacion al rendimiento del
aislamiento de hepatocitos, no es la estancia en UCI, ni la administracion de antibidticos
sino posiblemente, el hecho de presentar algun tipo de infeccion en el momento de la
donacidn. La actividad ECOD de los hepatocitos se ve influenciada por las cifras de
potasio en sangre y fosfatasa alcalina (FA), siendo mayor la actividad ECOD cuanto
mayores son estos dos valores (p<0,05). Tampoco en este caso podemos comparar con
el resto de autores (74,79,81,159,165).

4.-Las variables relacionadas con el proceso de preservacion hepatica son, las que a
priori, parecen mas interesantes en el grupo de los DC, ya que podriamos influir en ellas

de uno u otro modo.

- En nuestra serie, el tiempo de isquemia fria influye negativamente y de forma
estadisticamente significativa tanto en la viabilidad como en el rendimiento del
aislamiento de los hepatocitos como era de esperar. Sin embargo, tanto la viabilidad
como el rendimiento son mayores con tiempos de isquemia fria entre 300 y 699 minutos
(5 y 11 h), siendo los resultados de viabilidad y rendimiento peores con isquemias frias
por debajo de 300 minutos y por encima de 700 minutos. Quizads esto podria
interpretarse, aunque con cautela, como que cierto grado de isquemia fria podria
favorecer el resultado del aislamiento de hepatocitos. Por tanto hemos establecido un
punto de corte en 700 minutos, por debajo del cual la viabilidad media de los
hepatocitos asciende al 85% y el rendimiento a 9,83 cel/g x10° frente al 53% de
viabilidad y 4,88 cel/g x10° de rendimiento si la isquemia fria es superior a 700 minutos

(p<0,05). Al igual que hemos comentado previamente, al establecer como punto de
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corte una viabilidad del 70%, vemos que las biopsias con viabilidades superiores a este
valor tenian un tiempo de isquemia fria menor (544,20 minutos de media), frente a
799,55 minutos de las biopsias con viabilidades inferiores al 70% (p=0,044). En nuestro
estudio, el tiempo de isquemia fria se mantiene como variable con valor pronostico
independiente al realizar el analisis multivariante tanto en el caso de la viabilidad como

en el rendimiento del aislamiento.

Al comparar nuestros resultados con los de otros grupos, observamos que Lloyd
et al. 2004 (155) no pueden establecer relacion entre la isquemia fria y la viabilidad o el
rendimiento del aislamiento, debido al escaso nimero de pacientes incluidos. EI grupo
de Baccarani et al. 2003 (79) no analiza el tiempo de isquemia fria en su estudio.
Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Hughes et al. 2006 (74) y
Alexandrova et al. 2005 (81), ya que ambos observan una influencia negativa del
tiempo de isquemia fria en la viabilidad, pero al contrario que lo obtenido en nuestros
resultados, no ven influencias del tiempo de isquemia fria en el rendimiento del
asilamiento. EIl grupo de Alexandrova et al. 2005 (81), subdivide sus DC en cuatro
grupos segun el tiempo de isquemia fria, y si encuentra diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad del aislamiento al comparar los grupos entre si, viendo
que aquellos donantes con tiempos de isquemia fria inferiores a 10 horas (600 min),
presentan mayor viabilidad en el aislamiento (75%), (resultado algo peor al obtenido
por nuestro grupo), y aquellos con tiempos de isquemia fria superiores a 20 horas (1200
min) presentan un descenso importante en la viabilidad del aislamiento (51%). También
Bonora-Centelles et al. 2010 (165) en su estudio demuestran una peor viabilidad en el
aislamiento a partir de 900 minutos (15 h) de isquemia fria. En nuestra serie sélo habia
5 casos con isquemias superiores a 900 minutos Yy tres de ellos presentaban viabilidades
superiores al 66%. El hecho de que en nuestra serie haya tan pocos casos con isquemias
elevadas es debido a que se dejaron de utilizar esos higados para obtener biopsias como
ya se ha apuntado anteriormente. Quizas si tuviéramos mas casos con isquemias
superiores a 900 minutos el resultado en cuanto a la viabilidad del aislamiento habria
sido estadisticamente significativo a partir de ese tiempo de isquemia. Por ello en

nuestro estudio hemos establecido como punto de corte 700 minutos (11 h).

- El liquido de perfusién del 6rgano ha sido analizado ya que podria ser un factor

importante en el posterior aislamiento de hepatocitos. El tipo de liquido ha sido
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estudiado en el caso de los DC en relacion a la funcion posterior del injerto tras TH; no
se han podido demostrar diferencias significativas en la funcion del injerto segin la
utilizacion de solucion de Celsior o solucién de Wisconsin (87,174). En nuestro estudio
observamos que los resultados del aislamiento de las biopsias de 6rganos perfundidos
con solucion Celsior son mejores que los de las biopsias de 6rganos perfundidos con
solucién de Wisconsin, tanto en viabilidad como en rendimiento, aunque el resultado no

alcanza la significacion estadistica en el anlisis univariante.

Sin embargo, buscando un punto de corte en la viabilidad como indicador de un
buen aislamiento, vemos que el liquido de perfusion si influye, de forma
estadisticamente significativa, en el hecho de obtener una viabilidad por encima del
70% a favor de la solucién tipo Celsior, de forma que el 94,1% de las biopsias
perfundidas con ésta solucién tienen una viabilidad superior al 70% y sélo un 47,4% de
las biopsias perfundidas con Wisconsin tienen una viabilidad por encima del 70%
(p=0,002). Al incluir la variable en el analisis multivariante, observamos una vez mas
gue se mantiene con valor pronostico independiente (a favor de la solucién de
preservacion Celsior) en el caso de la viabilidad pero no en el rendimiento. Resultados
similares obtienen Serralta et al. 2005 (85), en su estudio con 30 pacientes, compara los
resultados del aislamiento en dos grupos (biopsias perfundidas con solucién tipo Celsior
y con solucion tipo Wisconsin), y obtiene mejor viabilidad y rendimiento en el
asilamiento celular de las biopsias perfundidas con Celsior, sin encontrar influencias en
la actividad enzimatica del aislamiento; este resultado podria estar relacionado con la
menor viscosidad de la solucién de Celsior frente a la de Wisconsin, lo que conllevaria
una mejor perfusién de la biopsia en zonas mas distales y en definitiva, una mejor
preservacion celular con la consiguiente obtencion de una mayor viabilidad y

rendimiento.

5.- En cuanto a las variables relacionadas con la biopsia, la esteatosis es también un
factor ampliamente estudiado en los DC para TH, y es un factor importante ya que una
esteatosis severa (>60%) esta asociada a disfuncion primaria del injerto (172-174). En
nuestro grupo el 91,7% de los DC presentaron una esteatosis inferior al 30%. Ningun
donante present6 una esteatosis superior al 60%. Esta es la diferencia més significativa
con el resto de grupos (74,79,81,159,165). Las series de Baccarani et al. 2003 (79) y

Alexandrova et al. 2005 (81) no son del todo comparables a la nuestra, ya que son
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organos rechazados para TH en su mayor parte por presentar una esteatosis
macrovesicular superior al 60% y cirrosis, centrandose el analisis en la comparacion de
la viabilidad y rendimiento del aislamiento entre higados cirroticos y esteatdsicos. En
nuestra serie, contamos con higados que han sido trasplantados en todos los casos y la

cirrosis constituye un criterio de exclusion.

- En nuestro estudio el porcentaje de esteatosis de la biopsia no influye en ninguna de
las variables estudiadas, sin embargo Bonora-Centelles et al. 2010 (165) concluyen que
los higados con esteatosis superiores al 40% presentan peores cifras de viabilidad con
respecto a los higados normales (p<0,001).

- El peso de la muestra en nuestra serie, influye de forma significativa Gnicamente en
el rendimiento del aislamiento, siendo éste mayor en las biopsias méas pesadas. Ninguno
de los otros grupos ha analizado esta variable por lo tanto no podemos comparar los
resultados (74,79,81,159,165). Observamos sin embargo, que en los DV de nuestro
estudio, el peso de la muestra influye de forma negativa en el rendimiento del
aislamiento (aunque sin significacion estadistica), al contrario que los resultados
obtenidos en los DC. Posiblemente se pueda encontrar una explicacion, ya que la media
del peso de la muestra en los DV es de 5,07 g, con un rango entre 0,3-50 g, y en los DC
el peso medio de la muestra es de 2,65 g, siendo la muestra mas pesada en estos DC de
12 g). Quizés hasta 12 g de peso de la muestra el rendimiento aumenta, y es por encima
de ese peso cuando la biopsia deja de prefundirse bien y el rendimiento cae (como

sucede en los DV).

o A modo de resumen y de sintesis final de este estudio, podemos decir que la
viabilidad del aislamiento es el mejor parametro para la evaluacion de la calidad del
tejido hepatico aislado con la finalidad de la realizacion del TCH. El rendimiento es
menos importante, ya que un rendimiento bajo puede asociarse a una viabilidad elevada.
La actividad enzimatica del aislamiento da una idea del estado funcional de las células,
pero no es determinante a la hora de seleccionar unos hepatocitos para el TCH.

En nuestro medio contamos con dos grandes fuentes potenciales de donantes de
hepatocitos, los DV y los DC. La obtencion de hepatocitos de ambos grupos de

donantes presenta sus limitaciones. En el caso de los DV, hasta el momento so6lo se ha

168



DISCUSION

realizado el aislamiento de hepatocitos en el seno de estudios y con la consiguiente
aprobacion por parte del donante y con las légicas limitaciones del volumen hepético
donado; y en el caso de los DC, el uso de hepatocitos para aislamiento celular se ve
limitado por la escasez de donantes cadavéricos y la excesiva demanda de ellos por
parte de pacientes en lista de espera para trasplante ya que estos 6rganos de entrada son
prioritarios para el trasplante de 6rgano entero.

Segun nuestro estudio ambos grupos son diferentes en cuanto a las

caracteristicas clinicas, antecedentes personales, pardmetros analiticos, etc.

Al analizar la influencia de los factores de los donantes en el aislamiento celular,
tras el andlisis univariante en los DV, podemos concluir que los resultados del
aislamiento son mejores en aquellos donantes que presentan menor IMC, menores
valores en sangre de glucosa, bilirrubina total, GOT, neutr6filos, mayor indice de
Quick, aquellos donantes a los que no se ha realizado una reseccion hepatica, aquellos
gue no estan intervenidos por metastasis hepaticas y aquellos que han presentado menor

tiempo de isquemia caliente durante la cirugia.

En el caso de los DC, tras el analisis univariante podemos concluir que los
resultados del aislamiento son mejores en aquellos donantes que han permanecido
menos tiempo en UCI (menos de 72 horas), aquellos con menor tiempo de isquemia fria
(menor a 700 minutos), aquellos donantes en los que se ha empleado solucion tipo
Celsior para la perfusion y preservacion del higado, los donantes con biopsias mas

pesadas, y aquellos DC con menores valores en sangre de glucosa, sodio y neutrofilos.

Tras analizar los dos grupos conjuntamente, el resultado méas relevante de
nuestro estudio es el hecho de que los DV son los que tienen hepatocitos de mayor
calidad en cuanto a los resultados de viabilidad y rendimiento del aislamiento, con una
viabilidad media 90,11% y un rendimiento medio de 12,87 cel/g x10°, frente al 67,17%
de viabilidad media y 7,08 cel/g x10° de rendimiento medio en los DC (p=0,000 y
p=0,002 respectivamente). Por tanto podemos concluir que los DV son los mejores
donantes de hepatocitos; y basandonos en nuestros resultados del analisis
multivariante, a la hora de la eleccion deberiamos seleccionar aquellos DV con menor

IMC, aquellos a los que no se les haya realizado una reseccion hepética, donantes que
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no hayan recibido quimioterapia, que presenten cifras de bilirrubina por debajo de 1

mg/dL y que tengan mayores valores de indice de Quick.

El hecho de que los DV sean los mejores donantes de hepatocitos, podria abrir
un nuevo campo en el ambito de la medicina y la cirugia, y es la posibilidad de la
donacion programada y altruista de tejido hepéatico por parte de donantes vivos y sanos,
con lo que se podria disponer de mayor cantidad de hepatocitos aislados y de calidad

con la finalidad del trasplante celular hepatico.
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VI. CONCLUSIONES:

1. Existen grandes diferencias entre las caracteristicas de los DV y DC.

2. Los donantes vivos presentan mayor viabilidad y rendimiento tras el asilamiento

de hepatocitos que los donantes cadaver.

3. Existen caracteristicas relacionadas con el DV que influyen en el aislamiento y
cultivo de hepatocitos de forma independiente:

- Sobre la viabilidad celular: el IMC, los valores de bilirrubina <1 mg/dL y la
quimioterapia preoperatoria,.

- Sobre el rendimiento: el indice de Quick y la reseccion hepatica.

- Sobre la actividad ECOD: el sexo y los valores de hematocrito.

- Sobre la actividad Testosterona-6-f hidroxilasa: los valores de hematocrito.

4. Existen caracteristicas relacionadas con el DC que influyen en el aislamiento y

cultivo de hepatocitos de forma independiente:

- Sobre la viabilidad celular: el tiempo de isquemia fria y el liquido de
perfusion.

- Sobre el rendimiento: el tiempo de isquemia fria y el liquido de perfusion.

En base a nuestros resultados y en respuesta a la hipotesis planteada en el

estudio, podemos afirmar que:

EXISTEN CARACTERISTICAS RELACIONADAS CON EL DONANTE
Y FACTORES RELACIONADOS CON EL PROCESO DE OBTENCION DE
LOS HEPATOCITOS QUE INFLUYEN EN EL AISLAMIENTO Y CULTIVO
DE LOS MISMOS.
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Tabla 56. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I).

Tabla 57. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (l1).

Tabla 58. Influencia de los pardmetros analiticos en la actividad testosterona-6-p
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (1).

Tabla 59. Influencia de los parametros analiticos en la actividad testosterona-6-3
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (II).

Tabla 60. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica en la
actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I).

Tabla 61. Influencia de las variables relacionadas con la intervencion quirdrgica en la
actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (l1).

Tabla 62. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
testosterona-6- hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I).

Tabla 63. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DV (I1).

Tabla 64. Influencia de las variables de los DV en la actividad testosterona-6-f
hidroxilasa de los hepatocitos aislados. Modelo Lineal General.

Tabla 65. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Tabla 66. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (I1).

Tabla 67. Influencia de los parametros analiticos en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos de los DC ().

Tabla 68. Influencia de los parametros analiticos en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos de los DC (I1).

Tabla 69. Influencia de las variables relacionadas con el proceso de extraccion hepatica
en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Tabla 70. Influencia del tiempo de isquemia fria en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos de los DC.

Tabla 71. Influencia de las variables relacionadas con el proceso de extraccion hepatica

en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos de los DC (l1).
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Tabla 72. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la viabilidad del
aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Tabla 73. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la viabilidad del
aislamiento de hepatocitos de los DC (l1).

Tabla 74. Influencia de las variables de los DC en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos. Modelo Lineal General.

Tabla 75. Variables que influyen en la viabilidad > 70% del aislamiento de los
hepatocitos en los DC (1).

Tabla 76. Variables que influyen en la viabilidad > 70% del aislamiento de los
hepatocitos en los DC (I1).

Tabla 77. Influencia de las variables de los DC en la viabilidad>70% del aislamiento de
los hepatocitos. Modelo de Regresion Logistica.

Tabla 78. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en el
rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (I).

Tabla 79. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en el
rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (l1).

Tabla 80. Influencia de los pardmetros analiticos en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos de los DC ().

Tabla 81. Influencia de los parametros analiticos en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos de los DC (I1).

Tabla 82. Influencia de las variables relacionadas con la extraccién hepatica en el
rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Tabla 83. Influencia del tiempo de isquemia fria en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos de los DC.

Tabla 84. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepatica en el
rendimiento del aislamiento de hepatocitos de los DC (II).

Tabla 85. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en el rendimiento del
aislamiento de hepatocitos de los DC (1).

Tabla 86. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en el rendimiento del
aislamiento de hepatocitos de los DC (II).

Tabla 87. Influencia de las variables de los DC en el rendimiento del aislamiento de

hepatocitos. Modelo Lineal General.
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Tabla 88. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Tabla 89. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (I1).

Tabla 90. Influencia de los parametros analiticos en la actividad ECOD de los
hepatocitos aislados de los DC (I).

Tabla 91. Influencia de los pardmetros analiticos en la actividad ECOD de los
hepatocitos aislados de los DC (I1).

Tabla 92. Influencia del tiempo de isquemia fria en la actividad ECOD de los
hepatocitos aislados de los DC.

Tabla 93. Influencia de las variables relacionadas con la extraccién hepatica en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Tabla 94. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en la
actividad ECOD de los hepatocitos aislados de los DC (11).

Tabla 95. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad ECOD
de los hepatocitos aislados de los DC (I).

Tabla 96. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad ECOD
de los hepatocitos aislados de los DC (11).

Tabla 97. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad testosterona-6-3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I).

Tabla 98. Influencia de las caracteristicas clinicas y antecedentes personales en la
actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (II).

Tabla 99. Influencia de los pardmetros analiticos en la actividad testosterona-6-f
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Tabla 100. Influencia de los parametros analiticos en la actividad testosterona-6-f
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (l1).

Tabla 101. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en la
actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (1).

Tabla 102. Influencia del tiempo de isquemia fria en la actividad testosterona-6-f
hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC.

Tabla 103. Influencia de las variables relacionadas con la extraccion hepética en la

actividad testosterona-6-f3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I1).
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Tabla 104. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
testosterona-6-f hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (I).

Tabla 105. Influencia de las variables relacionadas con la biopsia en la actividad
testosterona-6-P hidroxilasa de los hepatocitos aislados de los DC (II).

Tabla 106. Variables estadisticamente significativas en el analisis univariante de los
DVy DC.

Tabla 107. Variables estadisticamente significativas en el analisis multivariante de los
DV y DC.
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VII1.2. INICE DE FIGURAS:

Figura 1. Vision al microscopio de hepatocitos humanos.

Figura 2. El lobulillo hepético.

Figura 3. El acino hepatico.

Figuras 4y 5. Perfusion y digestion con colagenasa.

Figura 6. Test de exclusion del azul tripan.

Figura 7. Vision al microscopio de hepatocitos viables y no viables (A), y de
hepatocitos con vacuolas de grasa (B).

Figura 8. Visién al microscopio de hepatocitos humanos en cultivo.

Figura 9. Ultraestructura de los hepatocitos tras el aislamiento (A) y tras 24 horas de
cultivo (B).

Figura 10. Distribucién de la edad y la talla en ambos grupos de donantes (DV y DC).
Figura 11. Toma de medicacion previa en ambos grupos de donantes (DV y DC).
Figura 12. Distribucion de los valores de Glucosa y Sodio en ambos grupos de
donantes (DV y DC).

Figura 13. Distribucion de los valores de Potasio, Creatinina y Proteinas Totales en
ambos grupos de donantes (DV y DC).

Figura 14. Distribucién de los valores de Hemoglobina y Hematocrito en ambos grupos
de donantes (DV y DC).

Figura 15. Distribucion del namero de Leucocitos, Neutrofilos y Plaquetas en ambos
grupos de donantes (DV y DC).

Figura 16. Distribucion de los valores de indice de Quick y Tiempo de Protrombina en
ambos grupos de donantes (DV y DC).

Figura 17. Parada cardiaca e Hipotension prolongada en ambos grupos de donantes
(DV y DC).

Figura 18. Distribucion de la Esteatosis en ambos grupos de donantes (DV y DC).
Figura 19. Distribucion de la Viabilidad y Rendimiento del aislamiento celular en
ambos grupos de donantes (DV y DC).

Figura 20. Distribucion de la Viabilidad >70% en ambos grupos de donantes (DV vy
DC).

Figura 21. Influencia del IMC en la viabilidad del aislamiento de hepatocitos en los
DV.

205



ANEXOS

Figura 22. Influencia de la Glucosa y los Neutrofilos en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos en los DV.

Figura 23. Influencia de la Bilirrubina Total y la Bilirrubina >1 en la viabilidad > 70%
del aislamiento de hepatocitos en los DV.

Figura 24. Influencia de la GOT vy el indice de Quick en el rendimiento del aislamiento
de hepatocitos en los DV.

Figura 25. Influencia de la Reseccion Hepética y las Metastasis Hepaticas en el
rendimiento del aislamiento de hepatocitos en los DV.

Figura 26. Influencia de la Isquemia Caliente y el Tipo en el rendimiento del
aislamiento de hepatocitos en los DV.

Figura 27. Influencia del Tiempo de Isquemia Caliente y la Isquemia >30 minutos en
el rendimiento del aislamiento de hepatocitos en los DV.

Figura 28. Influencia del Tiempo de Protrombina en la actividad ECOD de los
hepatocitos aislados en los DV.

Figura 29. Influencia del Peso, la Talla y el Sexo en la actividad testosterona-6-
hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.

Figura 30. Influencia de la Bilirrubina Total y la Creatinina en la actividad
testosterona-6-p hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.

Figura 31. Influencia de la Hemoglobina y el Hematocrito en la actividad testosterona-
6-B hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.

Figura 32. Influencia de la GGT en Rangos en la actividad testosterona-6-f hidroxilasa
de los hepatocitos aislados en los DV.

Figura 33. Influencia de la Reseccion Hepética y las Metéstasis Hepaticas en la
actividad testosterona-6-3 hidroxilasa de los hepatocitos aislados en los DV.

Figura 34. Influencia del peso de la muestra en la actividad testosterona-6-p hidroxilasa
de los hepatocitos aislados en los DV.

Figura 35. Influencia del Tiempo en UCI en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos en los DC.

Figura 36. Influencia del Tiempo de Isquemia fria en la viabilidad del aislamiento de
hepatocitos en los DC.

Figura 37. Influencia del Tiempo de Isquemia fria y el Liquido de perfusion en la

viabilidad > 70% del aislamiento de hepatocitos en los DC.
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Figura 38. Influencia del Sodio y los Neutrofilos en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos en los DC.

Figura 39. Influencia de la Glucosa >120 en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos en los DC.

Figura 40. Influencia del Tiempo de Isquemia fria en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos en los DC.

Figura 41. Influencia del Peso de la muestra en el rendimiento del aislamiento de
hepatocitos en los DC.

Figura 42. Influencia del Potasio y la Fosfatasa Alcalina en la actividad ECOD del
aislamiento de hepatocitos en los DC.

Figura 43. Influencia de la Edad y el Peso en la actividad testosterona-6- hidroxilasa
del aislamiento de hepatocitos en los DC.

Figura 44. Influencia del IMC y la Medicacion previa en la actividad testosterona-6-f

hidroxilasa del aislamiento de hepatocitos en los DC.
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VIIIl.3. ABREVIATURAS:

ACLF: Acute Chronic Liver Failure
ADN: Acido Desoxi-ribonucleico

ATP: Adenosin-trifosfato

AVC: Accidente Vascular Cerebral

BR: Bilirrubina

BSA: Albdmina sérica bovina

BT: Bilirrubina Total

B-NGF: Factor de Crecimiento Neural 3
cel/g: células/gramo

cm: centimetros

Ca'": Calcio

Cl,Ca: Cloruro calcico

CIK: Cloruro potéasico

CINa: Colruro soédico

Cols: Colaboradores

Conc: Concentracion

CO3 H: lon bicarbonato

Desv. Tip: Desviacion Tipica

dHGF: Factor de crecimiento de hepatocitos con delecion de 5 aminoéacidos
dL: decilitro

DC: Donante Cadaver

DM: Diabetes Mellitus

DV: Donante Vivo

ECOD: 7-etoxicumarina O-deetilasa
EGF: epidermal growth factor

EGTA: Acido etilecglicol-bis-(beta-aminoetiléter)-N, N, N',N'-tetracético
EH: Encefalopatia Hepatica

EPG: Factor de crecimiento epidérmico
EROD: 7-etoxiresorufina O-deetilasa
E.T: Error Tipico

EVB: Exploracion via biliar
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Exp: Exponencial

FA: Fosfatasa Alcalina

FHF: Fallo Hepatico Fulminante

g: gramos

gl: grados de libertad

g/dL: gramos/decilitro

g/L: gramos/litro

G-GSF: Factor estimlante del crecimiento de colonias de granulocitos
GGT: gammaglutamiltranspeptidasa
GIST: Tumor del estroma gastrointestinal
GOT: transaminasa glutamico-oxalacética
GPT: transaminasa glutamico-piravica

h: hora

Hb: Hemoglobina

HCC: HEPATOCARCINOMA

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos
HH: Hernia de Hiato

H,0O: Agua

HPLC: High performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta
eficacia)

HTA: Hipertension arterial

HTG: HIPERTRIGLICERIDEMIA

HTO: Hematocrito

I.C: Intervalo de confianza

IL: Ilinois

IMC: indice de Masa Corporal

K: Potasio

Kg: Kilogramos

K-R: Krebs-Ringer

L: Litros

LOE: Lesion ocupante de espacio

m: metros
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mEqg/L: miliequivalentes/litro

mg: miligramos

mg/dL: miligramos/decilitro
mg/mL: miligramos/mililitro

min: minutos

mL: mililitros

M: moles

Mm: micrometros

mM: Milimoles

mmHg: milimetros de Mercurio
mU: miliunidades

pL: microlitros

pm: micrometros

UM: micromoles

N: NUmero de pacientes

Na: Sodio

NADP: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma reducida)
NAME: N-omega-nitro-L-arginina metilester
Neo = Neoplasia

n° numero

nm: nanometros

°C: grados Centigrados

OTC: Ornitin- transcarbamilasa

p: Significacion estadistica

pmol: picomoles

PO4HNa: Fosfato de sodio hidratado
Prot. Tot: Proteinas Totales

QT: Quimioterapia

R: Pearson

Rpm: Revoluciones por minuto

seg: segundos

Sdme: Sindrome
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Sig: Significacion

ST: Suero de ternera

SE: Error estandar

TAS: Tension Arterial Sistolica

TC: Trasplante Celular

TCE: Traumatismo Craneoencefalico

TCH: Trasplante Celular Hepatico

TEP: Tromboembolismo pulmonar

TGF-a: Transforming growth factor o
TGF-B: Transforming growth factor

TH: Trasplante Hepatico

TP: Tiempo de Protrombina

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos
UDP-GT: Difosfoglucoronato-glucoronil transferasa
UI/L: Unidades Internacionales/litro

US: United States of America

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
»*: Chi Cuadrado
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